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ABSTRACT

Coffee agroforestry systems have been promoted because they have smaller environmental
impact than sun grown coffee. The majority of shade grown coffee systems use leguminous trees
capable of fixing N, from the atmosphere, which can reduce the use of chemical fertilizer. In this
study, biological nitrogen fixation was evaluated in leaf litter, lichens, epiphylls and in soil of
three ecosystems, sun grown coffee, shade coffee and secondary forest at Jayuya, Lares and Las
Marias. The acetylene reduction assay (ARA) was used to measure biological nitrogen fixation
for a period of six months. N, fixation in leaf litter at the three sites was significantly higher in
the forest ecosystem, 71.8 mg N ha™ period™, than in the coffee agrosystems (34.3 mg N ha™
period™). At Jayuya there was significantly higher N, fixation in August and September in the
forest ecosystem. Coffee phyllosphere N, fixation was similar throughout the six month period
and through the agrosystems at the three sites. Average N, fixation by lichens was 2.75 ug N g
dry weight™ period™, similar throughout the six month period and throughout the ecosystems at
all sites. N, fixation in soil 0.5 m from Inga vera tree at Jayuya and Las Marias was 1.3 times
higher than N, fixation in soil 1.2 m from I. vera. Soil N, fixation at shade coffee system was
two times higher than sun grown coffee soil. At Lares, no significant differences were found
between ecosystems. N, fixation in all components studied was lower than other studies. These
results suggest that agricultural systems have less capacity of asymbiotic N, fixation than other
natural ecosystems.

Carbon pools of the different coffee agrosystems were evaluated. Aboveground biomass was
calculated with regression equations for these life zones and C stored in biomass was determined.
Coffee plants can store nearly 3.74 ton C ha™, while shade trees can store approximately 21.20
ton C ha™. Soil can store the largest amount of C in an ecosystem. Soil Carbon pools in sun
grown coffee and shade grown coffee were 32.1 and 35.2 ton C ha™ respectively; in the forest
ecosystem C pool in soil was 50.8 ton C ha™. These results suggest that shade coffee agroforestry
systems (59.65 ton C ha™) are capable of storing more C on their biomass than sun grown coffee
(36.42 ton C ha™).



Resumen

Los sistemas agroforestales de café se han estado evaluando por su menor impacto al ambiente
que el cultivo de café a pleno sol. En la mayoria de los sistemas agroforestales de café con
sombra se utilizan arboles de leguminosas, capaces de fijar N, de la atmdsfera, por lo que se
puede reducir el uso de fertilizantes. En este estudio se midié la entrada de N por medio de la
fijacion bioldgica en la hojarasca, epifilos, por liquenes y en el suelo de tres ecosistemas, café a
pleno sol, café con arboles de sombra y bosque secundario en los municipios de Jayuya, Lares y
Las Marias. Se utilizd la técnica de reduccion de acetileno (ARA) para medir la fijacion de
nitrégeno por un periodo de seis meses. La fijacion de N, en la hojarasca de las tres localidades
fue significativamente mayor en el bosque, 71.8 mg de N ha™ periodo™, que en los agrosistemas
de café (34.3 mg de N ha™ periodo™). En Jayuya hubo significativamente mayor fijacion de N,
en los meses de agosto y septiembre en el ecosistema de bosque. En la filésfera de las plantas de
café no se encontraron diferencias significativas en fijacion de N, entre los meses ni entre los
agrosistemas. La fijacion de N en liquenes promedio fue 2.75 pgramos de N g de peso seco™
periodo™, similar a través de los meses y los agrosistemas en todas las localidades. En Jayuya y
Las Marias la fijacion de N, en el suelo a 0.5 m del arbol de Inga vera fue 1.3 veces mayor que
la fijacion a 1.2 m de la I. vera. A su vez, la fijacion de N en el suelo del café con sombra fue
dos veces mayor que en el suelo de café a pleno sol. En la Lares no se encontraron diferencias
significativas entre los agrosistemas. La fijacion de N, en todos los componentes estudiados fue
mas baja de lo reportado en otros estudios. Los resultados obtenidos sugieren que los sistemas
agricolas tienen menor capacidad de fijar N, asimbidticamente que otros sistemas naturales.

Se evalud la capacidad de los diferentes agrosistemas de café de almacenar carbono. Se calculd
la biomasa aérea con ecuaciones de regresion para estas zonas de vida y se determiné la cantidad
de C almacenado en la biomasa. Se encontré que las plantas de café pueden almacenar cerca de
3.74 ton de C ha™* mientras que los arboles de sombra pueden almacenar aproximadamente 21.20
ton de C ha™. En el café a sol y con sombra el almacenamiento de C en el suelo fue de 32.1y
35.2 ton de C ha™ respectivamente y en el bosque el fue de 50.8 ton de C ha™. Estos resultados
sugieren que los sistemas agroforestales de café con sombra tienen la capacidad de almacenar
més C en su biomasa (59.65 ton de C ha™) que los sistemas de café a pleno sol (36.42 ton de C

ha™).
i
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1 INTRODUCCION

El nitrégeno es uno de los elementos de mayor importancia y el mas limitante para el
crecimiento y la produccion de las plantas. A pesar de que aproximadamente 80% de la
atmosfera es nitrogeno, las plantas no pueden utilizar este nitrégeno. Por ende, la fijacion
biolégica de nitrogeno es el proceso natural mas importante para afiadir nitrégeno a los
ecosistemas. La fijacion simbidtica de nitr6geno es un proceso altamente estudiado en los
sistemas agricolas. Una gran cantidad de estudios en fijacion simbidtica de nitrogeno se han
realizado en cultivos de café bajo sombra con arboles de leguminosas. Las leguminosas tienen la
habilidad de tener una relacion simbidtica con un grupo de bacterias que tienen la capacidad de
fijar el nitrdbgeno que se encuentra en la atmosfera. Varios estudios han demostrado que las
leguminosas pueden proveer el nitrégeno que necesitan las plantas de café (Roskoski 1982), lo
que puede reducir la necesidad de insumos de abono en las fincas. En cambio, la fijacion
asimbidtica de nitrégeno ha sido poco estudiada en sistemas agricolas. Los estudios que se han
realizado hasta el momento indican que la aportacion de nitrogeno por medio de este proceso es
solo de unos pocos kilogramos por hectarea. Sin embargo, algunos autores consideran que a
pesar de que ésta sea poca, falta mucho por conocer, y esta fijacion puede ser significativa si se
considera a nivel global y en areas donde un ciclo interno de nitrégeno alto junto con tasas de
crecimiento lentas disminuye los requisitos de insumos externos (Paul y Clark 1996). Este
estudio busca contribuir al conocimiento necesario de la contribucion asimbidtica de nitrégeno a

los sistemas agroforestales.

El cultivo del café en Puerto Rico ha sido una de las industrias agricolas mas importantes
en la Isla desde que éste se introdujo en la isla a mediados del siglo 18. Para el afio 2007, habia
cerca de 15,000 hectareas (38,100 cuerdas) dedicadas a este cultivo en veinticinco (25)
municipios de la parte central de la Isla. Hoy en dia el café se mantiene como una de las
industrias agropecuarias de mayor importancia economica. En el afio 2007, la produccion de café
se estimé en 180,594 quintales, la cual aportd $41.8 millones al Ingreso Bruto Agricola (USDA

2009), un 8 porciento del valor total de las cosechas.

Hasta finales de la década de los 50, en Puerto Rico, se utilizaban variedades de café
tradicionales y se sembraba a bajas densidades bajo la sombra de arboles de leguminosas y otros



arboles frutales (Monroig 2001). En los sesenta el Departamento de Agricultura empieza a
promover el cultivo de café a pleno sol (al raso) con el objetivo de obtener mayor produccién
para el consumo local y para la exportacion en el menor cuerdaje posible (Monroig 2001). Luego
de adoptar estas técnicas se ha visto que este tipo de produccién tiene efectos adversos al
ambiente y a los cultivos. El café a sol requiere la eliminacion de los arboles para sombra lo que
provoca una disminucion en la biodiversidad, mayor erosion, disminucion de la fertilidad de los
suelos, aumento en malezas, uso de una mayor cantidad de insumos quimicos y un aumento, por
ende, de la contaminacion de los cuerpos de agua (Perfecto et al. 1996). Esto es de gran
importancia ya que el café se cultiva mayormente en la zona central de la Isla donde nacen la
mayor parte de los cuerpos de agua (Monroig 2001) y en zonas econémicamente deprimidas
donde el costo de los insumos precisa ser subsidiado. Debido a los efectos ambientales que tiene
el cultivo de café al sol y los costos de abono, se ha considerado la reintroduccion de arboles de
sombra al café.

Entre los arboles que se eliminaron del café en los afios 60 se encontraban especies de
leguminosas que aportaban a la fertilidad de los suelos del cafetal. Estos arboles poseen una
relacion simbidtica con bacterias del género Rhizobium que en su nodulacion producen nitrégeno
en su forma accesible para las plantas. Por estas razones, junto con el potencial uso de sistemas
agroforestales como fuentes de secuestracion de carbono, varias agencias estan promoviendo y
trabajando con la reintroduccion de arboles de sombra al cultivo de café. La sombra reduce la
erosion, aumenta la biodiversidad que puede ayudar al control bioldgico de algunas plagas, y
disminuye el crecimiento de malezas. Si se utilizan arboles de leguminosas especificamente,
estas pueden proveerle al café el nitrogeno que necesita (Roskoski 1982), lo que puede reducir la
necesidad de insumos externos, como abono en las fincas. Ademas de las leguminosas, la
biodiversidad asociada a los sistemas agroforestales como los liquenes, epifilos, endobacterias y
bacterias del suelo asociados a los sistemas de café también pueden aportar a la cantidad de

nitrogeno disponible en forma asimbidtica para el cultivo.

Los microorganismos fijadores de nitrogeno contienen la enzima nitrogenasa la cual
reduce el dinitrégeno en amonio. En esta investigacion evaluamos las entradas de nitrégeno por
medio de la fijacion asimbiotica y simbiotica en diferentes sistemas de produccion de café. Estas
entradas se estimaron midiendo la actividad de la nitrogenasa en el suelo (asociada a fijadores de



vida libre, micorrizas y rizobios), en liquenes, en hojarasca y en hojas de café (asociada a
bacterias epifitas y endobacterias). Estas medidas se pueden extrapolar a la cantidad de nitrégeno
fijado en los sistemas bajo estudio. Ademas, se estimd la salida de nitrdgeno del sistema por
medio de la cosecha, la cantidad de nitrogeno en la biomasa y se evaluaron los diferentes

sistemas como fuentes de secuestracion de carbono.

El conocer la aportacién a la produccion del cultivo por organismos fijadores de
nitrégeno en los sistemas cafetaleros ayudaria a establecer un sistema mas eficiente de aplicacion
de insumos y de manejo de suelo. Se estudiaron también: las entradas de nitrégeno por medio de
la fijacion de nitrogeno, la salida de nitrégeno por medio de la cosecha en los diferentes sistemas
de café a sol y a sombra, y la potencialidad del sistema agroforestal de café como una fuente de

secuestracion de carbono.



2 OBJETIVOS

Los objetivos principales de esta tesis fue:

1. Cuantificar la fijacién de N, por organismos de vida libre y en simbiosis en todos los

sustratos donde esta puede ocurrir en agrosistemas de produccién de cafe.

2. Estimar la secuestracion de C en los agrosistemas de produccion de café.

Como objetivos secundarios:

1. Medir el contenido de nitrogeno secuestrado en la biomasa del cultivo y que

eventualmente podria regresar al suelo por medio de la caida de hojas y mineralizacion.

Se plantearon las siguientes hipotesis:

Primaria
Ho: No hay diferencia en la fijacion de nitrogeno entre los tres sistemas de manejo.

Ha: El sistema de café a sombra expresa una mayor fijacion de nitrégeno que el sistema
de manejo de bosque o café al raso.

Secundaria
Ho: No existe diferencia en el contenido o proporcion de absorcion de carbono y
nitrogeno entre los tres sistemas de manejo.

Ha: El sistema de manejo de café a sombra exhibe una mayor cantidad y proporcién de
absorcion de carbono y nitrogeno que el sistema de cafeé a sol.



3 REVISION DE LITERATURA

3.1 El Cultivo del Café

3.1.1 Origenes

La planta de café es originaria de Abisinia (Etiopia). Se cree que los arabes lo llevaron de
Abisinia al Yemen por el puerto de Mocha, Arabia donde lo cultivaron cerca del afio 575 A. D.
(Oficina Internacional de las Republicas Americanas 1902). Este lleg6 a Puerto Rico desde Santo
Domingo para mediados del siglo 18 (Oficina Internacional de las Republicas Americanas 1902),
convirtiéndose en uno de los cultivos mas importantes en la economia agricola del pais debido a

su alto precio en el mercado y menor costo en produccion que la cafia de azUcar.

En Etiopia el café crecia en zonas de bosque humedo subtropical a altitudes de 1600 a
2000 metros. La temperatura promedio en estos bosques es de 20°C; la precipitacion esta bien
distribuida con no méas de 3 a 4 meses consecutivos secos con menos de 50 mm y un total anual
de 1600 a mas de 2000 mm y relativamente alta nubosidad especialmente en la época de lluvia
(Sylvain 1955). Este formaba parte de un complejo de bosque de cuatro estratos, dos estratos de
arboles y dos de arbustos. La capa superior de 30-40 metros de alto con arboles dominantes de
especies de los géneros Albizia, Celtis, Chrysophyllum, Clausenopsis y Cordia. El segundo
estrato de aproximadamente 10 a 20 metros compuesto de Bersama, Bridelia, Croton, Ehretia,
Ekbergia, Ficus, Morus, Polyscias, Pygeum y Syzygium. Los dos estratos de arbustos
compuestos por Carissa, Coffea, Gymnosporia y Sideroxylon entre otros (Sylvain 1955).

3.1.2 Café en Puerto Rico

Desde la llegada del café a la Isla a mediados del siglo 18, éste se convirti6 en una de las
industrias agricolas mas importantes. Para los 1890, Puerto Rico era el cuarto pais exportador de
café en Las Américas. Hoy en dia se mantiene como una de las industrias agropecuarias de

mayor importancia econdémica principalmente para la zona montafiosa.
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Actualmente el café en Puerto Rico se siembra principalmente a pleno sol o al raso en
fincas pequefias y medianas. A su llegada, este se cultivaba con otros arboles frutales que servian
de alimento y estos a su vez le proporcionaban sombra a las plantas de café (Bergad 1983). Para
la época de 1950 a 1970 en varios paises se comienzan a adoptar técnicas de produccion
modernas e industrializar la produccion de diversos cultivos, esta época se conocié como la
revolucion verde. La revolucion verde tenia como objetivo aumentar la produccion y reducir la
cantidad de tierra necesaria para produccién mientras le daba un estimulo econdémico a las
grandes industrias de agroquimicos. Como parte de la modernizacion del cultivo del café se
elimina la sombra permanente, se utilizan variedades nuevas que responden a fertilizantes
quimicos y se aumenta la densidad de siembra del arbusto de café (Rice y Ward 1996). Debido a
problemas de produccion y altos costos del cultivo del café, para los afios 60, se decide
implementar en Puerto Rico la préactica de cultivo al sol e intensificacion del cultivo para
aumentar la produccion (Vicente-Chandler et al. 1968), practica que continué implementandose
hasta después de los afios 80 (Servicio de Extension Agricola 1987).

A pesar de los incentivos e implementacion general del cultivo intensivo al sol, muchos
agricultores mantuvieron parte de sus cultivos con sombra; mayormente utilizando como arbol
de sombra, la guaba (Inga vera). Hoy en dia, solo se recomienda una sombra permanente de no
mas de 30% en lugares donde el clima es muy caliente, expuestos a fuertes vientos, asi como en
las siembras donde el agricultor no posee los medios econdmicos suficientes para costear los
insumos que demandan las précticas agricolas en el cultivo intensivo al sol (Conjunto
Tecnoldgico para la Produccién de Café 1999). Esto debido a estudios realizados por Abrufia et
al. (1965) donde encontraron que el café cultivado intensivamente al sol produce un 40% mas
que el cultivado intensivamente con 30% de sombra. Actualmente se cultivan en Puerto Rico
10,502 hectareas (26,728 cuerdas) de café a pleno sol y 4,639 hectareas (11,807 cuerdas) con
sombra (USDA 2009).

3.1.3 Suelos de la zona cafetalera en Puerto Rico

La region cafetalera de Puerto Rico comprende los municipios de Adjuntas, Lares,

Jayuya, Las Marias, San Sebastian, Maricao, Yauco y Utuado. En menor intensidad se cultiva en



Afasco, Ciales, Juana Diaz, Guayanilla, Mayagliez, Moca, Pefiuelas, Orocovis, Ponce, Sabana

Grande y Villalba (Figura 1). En estos pueblos se encuentran mayormente los siguientes 6rdenes
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Figura 1. Mapa zona cafetalera de Puerto Rico (Mufiiz-Torres y Monroig-Inglés 1994)

Inceptisoles: Estos son suelos con poca diferenciacion. Tienen un subsuelo
moderadamente meteorizado (horizonte cambico) pero no otros horizontes (Giller 2001). Entre
las series principales que se encuentran en la region cafetalera de Puerto Rico estan: Adjuntas,
Anones, Caguabo, Callabo, Maragliez, Morado, Mducara, Pellejas y Quebrada. Una de las
limitaciones principales de estos suelos es su poca profundidad ya que la raiz pivotal del cafeto
crece aproximadamente 90 cm. Ademas, el material suelto que contienen y las pendientes
abruptas los hacen muy susceptibles a la erosion con las altas y fuertes lluvias de la zona (Mufiz-

Torres y Monroig-Inglés 1994).

Ultisoles: Los ultisoles cubren 41.6 % de la zona cafetalera. Generalmente contienen mas

minerales meteorizables que los Oxisoles pero tienen una estructura mas pobre y tienen baja
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fertilidad (Giller 2001). Son suelos de avanzado estado de meteorizacion y por lo tanto, son

suelos maduros con arcillas de poca actividad.

Las series principales que se encuentran en la zona cafetalera son: Alonso, Consumo,
Humatas, Ingenio, Lares, Lirios y Maricao. Estos suelos son acidos y de fertilidad natural baja,
pero bien manejados pueden ser altamente productivos. Son suelos méas estables que los

Inceptisoles y generalmente profundos y bien drenados (Mufiz-Torres y Monroig-Inglés 1994).

Oxisoles: Son suelos altamente meteorizados que ocurren mayormente en regiones
tropicales o subtropicales. Se encuentran en superficies de terrenos viejos 0 en sedimentos que se
derivan de ellos aunque también se pueden formar en materiales altamente meteorizables (Van
Wambeke et al. 1983). La caracteristica principal de los Oxisoles es que tienen un horizonte
oxico, de alta concentracion de ¢xidos de hierro y aluminio con una baja capacidad de
intercambio cationico. Usualmente son suelos bien profundos, bien drenados, rojos o amarillos
con baja fertilidad pero estructura fisica excelente (Giller 2001). Son acidos y generalmente
rojizos (Mufiiz-Torres y Monroig-Inglés 1994).

Las series principales que se encuentran en la zona cafetalera de Puerto Rico son:
Catalina, Nipe, Rosario, Dagiiey y Los Guineos. Las limitaciones principales de estos suelos son
la baja fertilidad y acidez. Los problemas de baja fertilidad se pueden manejar al igual que los

Ultisoles (Mufiiz-Torres y Monroig-Inglés 1994).

Las series de suelo recomendadas para el cultivo de café en Puerto Rico son: Humatas,
Alonso, Catalina, Daguey (Cialitos) y los Guineos. Estos suelos son profundos con un contenido
de 3 a 6% de materia organica, moderadamente pesados de buen drenaje y pH de 4.0 a 5.5 de
acidez. Se consiguen altas producciones de café en estos suelos abonando, encalando vy
realizando practicas de conservacion de suelos. Suelos sueltos 0 muy pedregosos no son
apropiados para el cultivo del café (Conjunto Tecnoldgico para la Produccion de Café en Puerto
Rico 1999). El café debe sembrarse en suelos con pH de 5.5 a 6. Los suelos muy &cidos o
alcalinos provocan el desarrollo anormal de los arbustos haciéndolos més susceptibles a insectos

y enfermedades (Conjunto Tecnoldgico para la Produccion de Café en Puerto Rico 1999).



La mayoria de las series de suelo en la zona cafetalera se caracterizan por tener pH bien
bajo. Se conoce que el pH de los suelos tiene un efecto en la fijacion de nitrégeno y en los
rizobios. Los rizobios crecen y sobreviven muy poco en suelos con pH de 4.5 a 5. Los suelos con
pH bajo generalmente tienen baja disponibilidad de P. El suministro y la disponibilidad de P son
una gran limitacion para la fijacion de N, (Sadowsky 2005). El tamafio de los agregados del
suelo también va a tener efecto en el crecimiento de bacterias diazotroficas y en la fijacion de Na.
Agregados con espacio de poros mas pequefios tienen ambientes mas favorables para el

crecimiento de rizobios y muchos microorganismos (Turco y Sadowsky 1995).

3.1.4 Necesidades climatologicas del café

3.1.4.1 Precipitacion

El café crece a un amplio rango de condiciones de lluvia pero se ha establecido que el
rango 6ptimo de lluvia anual es de 1200 a 1800 mm (Alégre 1959). Un periodo de sequia de 2 a
4 meses es importante para promover la florecida, el crecimiento de la raiz, la maduracion de las
ramas formadas durante el periodo lluvioso previo, iniciacién de flores y la maduracion de los
frutos (Haarer 1958, Maestri y Santos 1987). La lluvia abundante a través del afio puede causar
una cosecha dispersa y baja produccion. La falta de un periodo seco puede limitar el cultivo de
café en regiones del tropico (Maestri y Barros 1977).

En Puerto Rico la precipitacion en la zona cafetalera varia de 1900 a 2500 mm durante el
afio. Esta esta bien distribuida durante el afio y existe un periodo de sequia desde fines de

diciembre hasta principios de abril (Conjunto Tecnoldgico para la Produccién de Café 1999).

3.1.4.2 Temperatura

Se ha establecido que el rango de temperatura 6ptima promedio anual para el cultivo de
café es de 18 a 21°C (Al igre 1959). Cerca de los 26°C la tasa fotosintetica es Optima (Kumar y

Tieszen 1980). A temperaturas inferiores de 24°C la fotosintesis estd en funcion de la luz,
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mientras que a temperaturas superiores aumenta la concentracion de CO, y disminuye la materia
seca (Nunes et al. 1968). Altas temperaturas pueden inhibir el crecimiento ya que a medida que
ésta aumenta, la tasa fotosintética en las plantas disminuye (Vaast 2005, Kumar y Tieszen 1980,
Nunes et al. 1968). Temperaturas por debajo de 16°C por periodos largos inhiben el crecimiento
y el desarrollo del cafeto (Al gre 1959). La temperatura en la zona cafetalera de Puerto Rico
fluctia entre 20° y 27°C con un promedio anual de 24°C (Conjunto Tecnoldgico para la
Produccion de Café 1999).

3.1.4.3 Intensidad Luminica

Originalmente se creia que el café crecia mejor a la sombra de otros arboles ya que asi
crecia en su lugar de origen, Etiopia. Sin embargo, algunos autores lo clasifican como una
especie facultativa de sombra, exhibiendo caracteristicas de plantas adaptadas al sol y atributos
de aclimatacion a la sombra ademés de una alta capacidad de resistir la transicién sombra:sol
(Fahl et al. 1994).

Varios estudios han determinado que el aumento en intensidad de luz aumenta el
consumo de Ny la tasa fotosintética (Fahl et al.1994, Yamaguchi y Friend 1979) mientras que
otros han encontrado mayor tasa fotosintética en hojas con sombra que hojas a sol a saturacion
de luz, 300 a 600-700 pmol fotones m™ s (Kumar y Tieszen 1980). Vaast (2005) concluye que
se obtiene una actividad fotosintética dptima en las hojas de café con un nivel de radiacién
fotosintéticamente activa en el rango de 400 a 1200 pmol quanta m™ s™. Sin embargo, no hay
definiciones concretas y cientificas del nivel de irradiacion que necesitan las plantas de café para
un crecimiento y produccién 6ptima (DaMatta 2004).

3.1.5 Cultivo de café a sol y a sombra

En las plantaciones de café al sol se elimina la mayoria o todos los arboles de sombra,
exponiendo el cultivo a la luz directa. ElI suelo, al tener menos diversidad de éarboles
(monocultivo) y menos materia orgdnica se expone a mayor grado de erosion, aumenta el

crecimiento de malezas y se disminuye el reciclaje de nutrientes. Las plantaciones son mas
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susceptibles a plagas y enfermedades, por lo que este sistema se hace méas dependiente de
grandes cantidades de fertilizantes quimicos, plaguicidas, el uso de maquinaria y trabajo
intensivo todo el afio (Moguel y Toledo 1999, Rice y Ward 1996). De todo el fertilizante que se
le aplica a los cultivos, estos sélo utilizan una parte, el resto se pierde por lixiviacion lo que

causa la contaminacion por eutroficacion de rios y aguas subterraneas (Tinker 1997).

En cambio, en las plantaciones de café con sombra, las raices de los arboles ayudan a
retener el suelo en su sitio y las hojas a su vez reducen el impacto de las gotas de lluvia,
minimizando la erosion. Los arboles de sombra ayudan a disminuir la temperatura del ambiente
hasta 4-5°C, creando condiciones microclimaticas favorables en zonas calurosas (Vaast 2005) y
reducen la velocidad del viento en localidades expuestas a éstos (Monroig 1997). El uso de la
sombra disminuye el crecimiento de malezas y se reducen los costos de control. Ademas, se
podrian disminuir las poblaciones de broca al igual que en las plantaciones de café a pleno sol y
aumentar la actividad del controlador natural Beauveria bassiana con un manejo adecuado de la
sombra (de 40-50%) (Féliz 2003).

Algunos estudios indican que la sombra tiende a mejorar la calidad del café y aumentar el
peso y tamarfio del grano como también promueve mejor llenado y una maduracion mas uniforme
del fruto (Vaast 2005, Muschler 2001). La plena exposicion solar de los cafetos induce estrés a la
planta lo que disminuye las actividades fisioldgicas. En cambio, la presencia de arboles de
sombra reduce el estrés de calor y mejora el crecimiento y productividad (Vaast 2005). Estas
condiciones promueven una florecida y cosecha més regular a diferencia de las plantaciones sin
sombra donde la cosecha tiende a alternarse entre afios lo que lleva a una produccion bienal
(Vaast 2005, DaMatta 2004).

Los arboles de sombra pueden actuar como bombas bioldgicas y mejorar el ciclo de
nutrientes. Las raices de los arboles se pueden extender a perfiles del suelo (horizontes B y C)
mas profundos que las raices del café y pueden extraer nutrientes de estas porciones del perfil.
Estos nutrientes luego son translocados a partes aéreas del arbol y a una masa de raices mucho
mas grande en los horizontes de la superficie (horizontes A y B). La translocacion de nutrientes

de horizontes méas profundos a la superficie del suelo se completa con la caida de hojarasca
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(MacDicken y Vergara 1990). La hojarasca, ramas, troncos y raices en descomposicion de los
arboles de sombra proveen nutrientes y mantienen el contenido de materia organica en el suelo

conservando la humedad del suelo (Monroig 1997).

En Costa Rica se ha encontrado que la introduccion de arboles de sombra incrementa la
biomasa total y la demanda evaporativa del sistema, lo que a su vez reduce la lixiviacion de N y
la contaminacion del agua subterranea (Vaast 2005). Si se utilizan arboles de leguminosas para
sombra, estos pueden proveer el nitrogeno que necesitan las plantas de café (Bornemisza 1982).
Las leguminosas también pueden aumentar la cantidad de N potencialmente disponible en el
suelo (Mogollén et al. 1997) y la mineralizacion de N (Babbar y Zak 1994, Beer et al. 1998,
Zuluaga 2004, Lépez 2008). Por medio de la biomasa que producen las leguminosas se puede
afiadir hasta 144 kg de N hectarea™ (Montenegro-Gracia 2005). Leblanc et al. (2006) sugieren
que la cobertura en el suelo de Inga spp. puede aumentar la secuestraciéon de C y la acumulacion
de N a largo plazo en el suelo. Estos agrosistemas pueden mantener la productividad del cultivo
por mas tiempo si se disminuye o elimina la fertilizacion y pueden ser mas efectivos para el

reciclaje de nutrientes (Romero-L6pez 2006).

3.1.6 Necesidades nutricionales del café

De entre los nutrientes del suelo que absorbe la planta de cafeé, el nitrégeno es el mas
importante basado en la cantidad de nutrientes requeridos por el cultivo. Las plantas necesitan
por lo menos 30 kg de N ha™ afio™ para su crecimiento (Bornemisza 1982). Debido a estas
necesidades minerales al cultivo del café se le aplican grandes cantidades de fertilizantes
nitrogenados. Gran parte de este nitrogeno la planta no lo puede absorber y se pierde por
lixiviacion lo que lleva a la contaminacion de rios y aguas subterraneas. En Puerto Rico, se le ha
suministrado cantidades excesivas de fertilizante a los cultivos de café, ya que estos han sido
subsidiados por el gobierno. En los Gltimos afios los subsidios del Departamento de Agricultura
han ido disminuyendo por lo que se les esta aplicando a las plantaciones menos cantidad de
fertilizante del que recomienda el Conjunto Tecnoldgico para la Produccion de Café (1999).
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Debido a la disminucién en subsidios y altos costos de los fertilizantes, se deben buscar formas

alternas para aumentar la fertilidad de los suelos cafetaleros.

Las leguminosas arbdreas, por medio de la fijacion bioldgica de nitrégeno y los residuos
de hojas y ramas, pueden proveerle a las plantas de café parte del nitrdgeno que necesitan para
su crecimiento. En estudios realizados en México en plantaciones de café con sombra, se ha visto
que la leguminosa Inga jinicuil puede suplir a las plantas de café con todo el nitrégeno que
necesitan (40 kg de N ha™ afio™) (Roskoski 1982). Por otro lado, los residuos de los arboles
fijadores de nitrégeno pueden contribuir méas de 80 kg N ha™ afio™ (Harmand et al. 2007b,
Aranguren et al. 1982).

3.1.7 Ciclo de N en el cafetal

El café necesita por lo menos 30 kg N hectarea™ afio™ para su crecimiento. EI N se le
provee mayormente por medio de la fertilizacion. Aparte de la fertilizacion, el N puede entrar al
sistema por fijacion biolégica de N. En las plantaciones de café bajo sombra, la fijacion de N, es
una fuente importante de N para el café. Los arboles fijadores de N, dependiendo de la especie,
edad y capacidad de fijar N,, pueden afiadir hasta 110 kg de N hectérea™ afio™ (Escalante et al.
1984, Hogberg y Kvarnstrom 1982, Roskoski 1981) al agrosistema.

Otra forma en que puede entrar N al sistema es por medio de la mineralizacion de N. En
algunos sistemas con baja densidad de café y muchos arboles de sombra la mineralizacion puede
ser la fuente principal de N (Bornemisza 1982). En agrosistemas de café con sombra en Puerto
Rico se pueden afiadir hasta 96 kg de N hectarea™ afio™ y hasta 49 kg de N hectarea™ afio™en
agrosistemas de café a sol (Lopez 2008). Otros estudios han demostrado que la mineralizacion de
N en los agrosistemas de café a sombra tiende a ser mayor que en los agrosistemas de café a sol
(Babbar y Zak 1994, Zuluaga 2004).

Las salidas de nitrdgeno incluyen el que sale por medio de la cosecha y las pérdidas por
lixiviacion y volatilizacion. Por medio de la cosecha se pueden extraer del sistema de 25 a 120
kg N hectéarea™ cultivo™. De esto puede regresar al sistema entre 8 y 40 kg N hectéarea™ cultivo™
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si la pulpa y desechos del procesamiento se devuelven al sistema (Bornemisza 1982). En
plantaciones de café bajo sombra se puede afiadir mayor cantidad de N por mineralizacién de la
hojarasca de lo que se pierde por la cosecha (Aranguren et al. 1982). Por medio de la poda de
arboles de sombra también se puede eliminar el N contenido en la biomasa de las ramas y hojas
si estos se eliminan del sistema. Si los residuos de la poda se mantienen en el sistema se pueden
afiadir hasta 340 kg de N hectarea™ afio™ (Beer et al. 1998).

A medida que se aumentan las aplicaciones de nitrgeno, incrementan las pérdidas por
lixiviacion y volatilizacién. En sistemas de café con sombra y a sol se pueden perder por
lixiviacion de 9 a 24 kg NO-N hectérea™ afio™del sistema, respectivamente (Babbar y Zak
1995). Por medio de la volatilizacion o desnitrificacion, se pueden perder de 4.3 a 5.8 kg de N
ha™ afio™ (Harmand et al. 2007b). Sin embargo, Vaast (2005) encontré mayores emisiones de
N.O en cafetales a pleno sol que en sistemas bajo sombra, durante la estacion lluviosa. La tasa de
desnitrificacion aumenta a medida que aumentan las adiciones de carbono y las condiciones
anaerdbicas (Babbar y Zak 1995).

Las plantas de café pueden contener en su biomasa de 99.5 a 181 kg de N ha™ afio™ en
sistemas de café con laurel (arbol no fijador de N,) y café con por6 (Erythrina poeppigiana)
(Alpizar et al. 1985). A su vez los arboles de sombra pueden contener entre 187 a 718 kg de N
ha™ (Alpizar et al. 1985, Dossa et al. 2008), mientras que en un sistema de café a pleno sol el
café puede acumular entre 326 a 337 kg de N ha™ en su biomasa (Quintero y Ataroff 1998,
Dossa et al. 2008).

3.2 Fijacion Biologica de Nitrogeno

La atmosfera tiene aproximadamente 80% de nitrogeno (N.), pero las plantas no pueden
utilizarlo de esta forma. Para que las plantas puedan utilizar el nitrogeno éste debe ser primero
reducido y luego fijado en iones amonio (NH4"). Este proceso, conocido como fijacion bioldgica
de nitrégeno (FBN), lo llevan a cabo un grupo de microorganismos especializados como son las

cianobacterias, bacterias y actinomicetes.
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Segun Newton (2000), de todo el nitrogeno fijado, la fijacion bioldgica provee el 65%, la
produccion de fertilizantes industriales el 25% y procesos abidticos naturales (relampagos,
combustion y actividad volcéanica) el 10%. De la fijacion bioldgica de nitrdgeno se pueden
producir de 90-130 Tg N afio™ (Galloway 1998, Peoples et al. 1995). El nitrégeno que se obtiene
de la FBN de las asociaciones simbidticas entre rizobios y las plantas leguminosas varia de
varias decenas a 350 kg N ha™ afio™ dependiendo de las asociaciones (Philippot y Germon 2007).
La eficiencia de la fijacion bioldgica de nitrégeno va a depender de la disponibilidad de
nitrégeno mineral y su disminucién por la aplicacion de fertilizante nitrogenado (Waterer et al.
1994). La fijacion bioldgica de nitrégeno es importante en la agricultura porque provee una
fuente de nitrogeno para el crecimiento de las plantas que no requiere el uso de combustibles
fosiles para su produccién y distribucion. Ademas es un aporte de N mas sincronizado con las

necesidades de las plantas.

La capacidad de fijar nitrdgeno de los microorganismos se debe a que producen la enzima
nitrogenasa. Esta es la que se encarga de romper el triple enlace de N, para convertirlo en
amonio (NH,"). La nitrogenasa esta compuesta de un complejo de dos proteinas con atomos de
hierro (Fe). Una conocida como la proteina 2 o ferroproteina, contiene 4 atomos de Fe y 4 de
azufre (S). La otra proteina conocida como proteina 1 o proteina FeMo (ferromolibdenoproteina),
compuesta de 28 a 32 atomos de Fe, 28 de Sy 2 de Mo. Ambas proteinas son necesarias para la
actividad de la nitrogenasa. En el proceso de reduccion se llevan a cabo una serie de pasos que
necesitan varias enzimas y mucho ATP. Ademas de reducir el N, la nitrogenasa puede reducir
otros compuestos de nitrégeno con triple enlace como el acetileno (C,H,), propiedad que se

utiliza como método para medir la actividad de la nitrogenasa.

3.2.1 Fijacion Simbidtica
3.2.1.1 Simbiosis Rhizobium-leguminosa

Los rizobios, que incluye los géneros Rhizobium, Sinorhizobium, Allorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium y Azorhizobium, son bacterias que se pueden encontrar en el
suelo naturalmente. Estas son capaces de formar asociaciones simbioticas con la mayoria de las
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especies de plantas de la familia Leguminosae y las plantas del género Parasponia (Sprent y
Parsons 2000). En estas plantas, los rizobios forman nddulos, en las raices o en el tallo, en donde

transforman el nitrégeno atmosférico a amonio.

Esta asociacion le puede proveer a la planta nodulada el nitrégeno que necesita para su
mantenimiento como también le puede proveer nitrogeno a otros cultivos. Snoeck et al. (2000)
encontraron que del nitrégeno fijado por una leguminosa, cerca del 30% se transfiere a las
plantas de café asociadas a esta. A su vez, la hojarasca de las leguminosas arbdreas puede
proveer hasta 300 kg de N ha™ por afio (Escalante et al. 1984) como también pueden acumular
nitrogeno por largos periodos de tiempo en el suelo (Leblanc et al. 2006). Anualmente, se
estima que los aportes de nitrégeno por fijacién bioldgica son de 139 a 170 millones x 10° ton de
N (Peoples et al. 1995). Los insumos que reciben los cultivos de la fijacion bioldgica de
nitrégeno son utilizados casi en su totalidad mientras que de los insumos que se proveen por la

fertilizacion nitrogenada s6lo se puede aprovechar aproximadamente un 50%.

3.2.1.2 Bacterias Enddfitas

Otro tipo de asociacion de diazotrofos es en la cual la bacteria (enddfita) se localiza en el
interior de la raiz, el tallo y las hojas de la planta sin causarle dafio. Esta asociacion puede ser
mas beneficiosa para las bacterias ya que la disponibilidad de nutrientes en el interior de las
plantas es mayor que en la rizosfera y podrian brindar beneficios mas directos a la planta (James
2000).

En algunas especies de gramineas, como la cafia de azucar y el arroz, se ha visto que
pueden obtener gran parte del nitrégeno que necesitan por medio de la fijacion bioldgica de
nitrogeno (James 2000). Esta fijacion puede estar relacionada a los diazotrofos
Glucanacetobacter (antes Acetobacter) diazotrophicus y Herbaspirillum spp., las cuales han sido
aisladas de los tejidos de estos cultivos (Boddey et al 1995).

En el café, se aislé la bacteria fijadora de nitr6geno Glucanacetobacter diazotrophicus de

tejidos de la planta y de la rizosfera (Jimenez-Salgado et al 1997). Recientemente, también se
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aislo Burkholderia sp. de tejido de maiz y de café . Este género es rico en bacterias fijadoras de
nitrégeno, por ejemplo, se ha encontrado que Burkholderia vietnamiensis promueve el
crecimiento de maiz, la produccion de cultivo y suprime muchos patgenos del suelo (Estrada-de
los Santos et al 2001).

3.2.1.3 Liquenes

Los liquenes son asociaciones simbioticas entre un hongo y un alga o cianobacteria
(fotobionte). El fotobionte le provee compuestos nitrogenados y carbohidratos al hongo y este le
suministra proteccion, agua y minerales al fotobionte (Hill 2001). La simbiosis entre estos dos
organismos le permite a los liquenes vivir en diferentes hébitats, desde los tropicos hasta
regiones polares. Se pueden encontrar principalmente en lugares que las plantas no pueden crecer
como por ejemplo, en los troncos de los arboles y rocas. En agrosistemas de café se ha
encontrado que la poblacion de liquenes aumenta a medida que aumenta la edad de las plantas
(VanDunné y Wolf 2001).

Algunos liquenes son capaces de fijar nitrogeno del aire. Este nitrégeno se puede hacer
disponible para las plantas por medio de los compuestos de nitrogeno exudados de los liquenes,
de los desechos enriquecidos de nitrégeno de invertebrados que se alimentan de estos y cuando
se liberan los compuestos nitrogenados de los liquenes muertos (Fagg 2003). Los liquenes
fijadores de nitrogeno pueden aumentar el estado del nitrogeno en su ambiente directamente
(Millbank 1978). En un estudio realizado en un ambiente controlado con Peltigera membranécea,
Peltigera polydactyla y Lobaria pulmonaia, encontraron que el insumo total de nitrégeno por
reduccion de acetileno fue de 4 a 6 kg ha™* por afio (Millbank 1981). Peltigera puede contribuir
hasta 193 kg N lixiviado/afio a los bosques del noreste de Minnesota (Knowles et al. 2004). En
bosques lluviosos de Hawaii se ha encontrado que los liquenes y briofitas pueden aportar de 0.2
a 1 kg de N hectarea™ anualmente (Matzek y Vitousek 2003). Ademas de la contribucién que
pueden hacer los liquenes directamente por sus exudados, en las Montafias Centrales de Negev
en lIsrael se ha encontrado que los caracoles que se alimentan de los liquenes fijadores de
nitrégeno pueden contribuir hasta 11% del total de insumos de nitrégeno en el suelo (Jones y
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Shachak 1990). Estudios han encontrado que hay una asociacion con talos de Peltigera con
aumentos significativos en la disponibilidad de N en el suelo, N potencialmente mineralizable
y % de N (Knowles et al. 2004).

3.2.1.4 Micorrizas Arbusculares (MA)

El término micorriza lo utilizo Frank por primera vez en 1885 para describir la asociacion
simbiotica entre las raices de las plantas y los hongos (Suresh y Bagyaraj 2002). Las MA pueden
interaccionar simbioticamente con aproximadamente un 90% de todas las especies de plantas
(Bonfante y Perotto 1995). Estas estan envueltas en procesos como ciclo de nutrientes,
mantenimiento de la estructura del suelo, salud de la planta y el aumento en la fijacion de
nitroégeno por rizobios (Brimecombe et al. 2001).

Las micorrizas pueden interaccionar con rizobios y con diazotrofos de vida libre para
proveerle a la planta mas nitrégeno. En la interaccion con rizobios, estos le proveen nitrégeno a
la planta y las micorrizas facilitan la absorcion de iones, principalmente fosfatos, en las raices
(Saxena et al. 2002). Se ha visto que cuando se inocula con micorrizas y rizobios aumenta el
namero de nddulos y la biomasa significativamente (Saxena et al. 1997). Ademas, la presencia
de MA puede estimular las poblaciones de bacterias fijadoras de nitrégeno en algunos cultivos
como el arroz (Raimam 2007). Las MA ayudan a las leguminosas noduladas a fijar nitrogeno de

la atmasfera y en la absorcion de éste a la planta.

La interaccion entre micorrizas y diazotrofos de vida libre también puede ser muy
beneficiosa para las plantas. Se ha probado que el diazotrofo de vida libre, Azospirillum puede
aumentar los rendimientos de diferentes cultivos (Okon y Labandera-Gonzalez 1994). El
rendimiento de estos a su vez puede mejorar con la asociacion micorrizas (Tilak y Singh 1988).
En el café se ha visto que cuando se inocula con MA y Azospirillum brasilense, aumenta el
crecimiento de la planta, la colonizacion de MA y la absorcion de P, N y de los micronutrientes

Fe, Cu, Zny Mn (Kumari y Balasubramanian 1993).

18



3.2.2 Fijacion Asimbidtica o Asociativa

3.2.2.1 Diazotrofos de vida libre

Existen bacterias de vida libre que pueden fijar N, en la descomposicién de hojarasca y
material organico del suelo. Las bacterias que fijan N, asimbidticamente se pueden encontrar en
todos los ecosistemas terrestres (Paul y Clark 1996). El género de bacterias Azotobacter tiene la
habilidad de fijar nitrégeno aerobicamente pero muchas especies de este género necesitan pH
neutro y por lo tanto, no son tan abundantes en suelos tropicales excepto en algunos suelos del
tropico himedo (Ddbereiner y Pedrosa 1987). Los miembros del género Beijerinckia son mas
tolerantes a pH bajos y por lo tanto, son mas comunes en suelos tropicales (Giller 2001). Otro
género de bacterias que puede ser importante en los suelos del trépico lo es Derxia aunque no se
han encontrado asociaciones especificas con raices de plantas (Giller 2001). Algunas cepas
clasificadas como Pseudomonas son organismos muy comunes en la rizosfera y algunas tienen la
habilidad de fijar nitrégeno. Otro grupo que posee especies fijadoras de nitrogeno lo es
Enterobacteriaceae, el ejemplo méas notable lo es Klebsiella pneumoniae. Estas bacterias

(diazotrofos) de vida libre pueden contribuir a la disponibilidad de nitrégeno en el suelo.

La cantidad de nitrogeno fijado por diazotrofos de vida libre como Azotobacter,
Pseudomonas (Paul y Clark 1996), Beijerinckia, Derxia y Klebsiella pneumoniae (Gajendiran y
Mahadevan 1989) generalmente son pocos kilogramos por hectarea. Los rangos de fijacion de
nitrégeno asimbidtico estan entre < 0.01- 8 kg N ha™ afio™® (Vitousek et al. 2002, Son 2001,
Limmer y Drake 1996, Boring et al. 1988, Jones y Bangs 1985). Las cantidades de nitrégeno que
pueden fijar los microorganismos asimbidticamente, estan estrechamente relacionadas con el
contenido de materia organica, siendo mucho mas altas en residuos lefiosos y en capas organicas
que en suelo mineral (Pérez et al. 2003, Jurgensen et al. 1991); aunque en bosques templados del

hemisferio norte se ha encontrado mayor fijacion de N, en suelo mineral (Pérez et al. 2003).

Los principales fijadores de nitrogeno de vida libre que se han estudiado lo son
Azospirillum y Azotobacter. Azospirillum tiene la capacidad de promover el rendimiento de
cultivos agricolas importantes en diferentes suelos y regiones climaticas (Okon y Labandera-
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Gonzalez 1994). De igual forma Azotobacter puede aumentar el rendimiento y el crecimiento de
las plantas (Singh et al. 2003, Piao et al. 2005). Cuando estas se inoculan con hongos

micorrizicos en cultivos importantes pueden aumentar los rendimientos significativamente.

3.2.2.2 Rizésfera

La rizosfera comprende una zona estrecha del suelo alrededor de la superficie de la raiz,
de 0 a 2 mm, que esta directamente influenciada por las raices (Bertin et al. 2003). Estas pueden
influenciar su alrededor debido a los compuestos que producen y secretan a la rizosfera,
conocidos como exudados. Los exudados de la raiz incluyen compuestos de C, iones, oxigeno y
agua, los cuales pueden afectar las propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas de su alrededor
inmediato (Uren 2001).

La superficie de la raiz puede proveer un ambiente muy favorable en nutrientes para
muchas especies de bacterias y hongos (Brimecombe et al. 2001), las cuales pueden ser
beneficiosas o dafiinas. La asociacidn entre bacterias y plantas mejor conocida en la rizosfera es
la asociacion entre los rizobios y las leguminosas. Ademas de esta, pueden existir asociaciones
con diazotrofos de vida libre. Esta asociacion puede promover el crecimiento de las plantas, tanto
por las secreciones de sustancias parecidas a las fitohormonas como por la fijacion de nitrégeno.

Los exudados de las raices, promoviendo la actividad microbiana, pueden contribuir entre
0.2 a 4 kg de N ha™afio” a través de la fijacion de nitrégeno bajo condiciones éptimas. Estas
cifras se podrian aumentar a 20 kg de N ha™ afio® si se optimizan las poblaciones
microbioldgicas (Jones et al. 2003). Otra asociacion importante que ocurre en la rizésfera es la
de rizobacterias promovedoras de crecimiento (PGPR-Plant growth promoting rhizobacteria).

3.2.2.3 Fildsfera

Por analogia con la rizésfera de las raices, se le ha llamado filosfera a la superficie
externa de las hojas, que sirve como un ambiente para los microorganismos (Ruinen 1961). Los

nutrientes exudados por las hojas y la humedad crean un ambiente ideal para la propagacion de
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microorganismos. A estos microorganismos que crecen en la filésfera se les conoce como
epifilos o epifitas. Entre los epifilos que podemos encontrar hay una variedad de bacterias, algas
verdes-azules (Cyanobacteria), liquenes, algas verdes, briofitas y hongos de los cuales algunos
son capaces de fijar nitrogeno (Ruinen 1961, Ruinen 1974, Andrews e Hirano 1991).

El nitrogeno fijado por los epifilos se puede hacer disponible a otros organismos por
lixiviacion de compuestos nitrogenados de la cianobacteria viva. Parte de estos compuestos se
pueden transferir directamente de los organismos en la filosfera a las hojas. Los compuestos
fijados por los epifilos pueden formar parte del 25% del N en la hoja hospedera (Bentley y
Carpenter 1984). EIl nitrdgeno fijado también puede hacerse disponible a otros organismos
después de la descomposicion de las hojas caidas con epifilos (Freiberg 1998 citando a varios

autores).

Algunos estudios indican que la fijacion de nitrogeno por epifilos en algunos ecosistemas
es una fuente importante de nitrégeno (Ruinen 1974). En un bosque lluvioso premontano en
Costa Rica, la produccién de nitrégeno en la filosfera puede ser de 1.6 + 0.8 kg N ha™ afio™
(Freiberg 1998). Sin embargo, en bosques tropicales de la India y en bosques templados se ha
determinado que la fijacion de nitrogeno en la filosfera no es significativa (Jones 1982;
Gajendiran y Mahadevan 1989). Por otro lado, Roskoski (1980) en estudios realizados en
México, encontré que la fijacion de nitrégeno por epifilos en el ecosistema de café era baja,

variando de 0.7 g N, ha afio? a 1.4 g N, ha™ afio™.

Se puede decir que un complejo apropiado de hojas y de asociaciones filosféricas bien
establecida y balanceada puede ser responsable de las ganancias de nitrogeno en una vegetacion.
Ademas, los exudados de las hojas pueden servir como nutrientes adicionales para los microbios

del suelo y pueden contribuir a la fijacion no simbi6tica de nitrogeno (Ruinen 1965).
3.2.3 Factores que afectan la Fijacion Biologica de Nitrogeno

El contenido de N en el suelo y la hojarasca puede afectar la fijacion de N,. Liengen y
Olsen (1997) encontraron que la fijacion de N por cianobacterias correlaciona positivamente con

la relacion C:N. La fijacion biologica de N, es un proceso de alto costo energético,
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especialmente para organismos heterotrofos de vida libre, los que ademas de fijar el N, de la
atmosfera tienen que adoptar ciertos mecanismos para proteger a la nitrogenasa de desactivacion
(o desnaturalizacion) por el O,. Si hay suficiente N en el suelo las bacterias no van a gastar
energia en fijar N». Por lo tanto, a menor concentracion de N mayor tasa de fijacion (Vitousek y
Hobbie 2000, Thompson y Vitousek 1997, Smith 1992).

Eisele et al. (1989) sugieren que la inhibicion de fijacion de N, por N combinado puede
estar relacionada a la razon de N:P disponible. Diferentes estudios han encontrado que la adicion
de P al suelo estimula la fijacion heterotrofica de N, (Crews et. al. 2000, Vitousek y Hobbie
2000, Vitousek 1999). Reed et al. (2007) encontraron que la fertilizacion con P puede aumentar
la disponibilidad de C en la hojarasca, lo que indirectamente estimula la fijacion de N, de vida
libre cambiando el ciclo de C. La fertilizacion con P puede también aumentar las
concentraciones de otros nutrientes como Ca, Mg, K y Mo y aumentar el pH, lo que a su vez
estimula la fijacion de N, (Crews et. al. 2000, Vitousek 1999). Varios autores han reportado el
aumento en fijacion de N, cuando se afiade Mo (Vitousek 1999, Silvester 1989). Recientemente
se ha encontrado que la falta de Mo solamente y no la adicion de P puede limitar la fijacion de

nitrogeno por bacterias heterotroficas de vida libre (Barron et al. 2009).

3.3 Métodos para Medir Fijacion Biologica de Nitrogeno

La fijacién bioldgica de nitrodgeno es uno de los procesos naturales mas importantes para
afiadir N a suelos agricolas. Para obtener buenas practicas de manejo es necesario cuantificar la
cantidad de N que entra a los agrosistemas por medio de la fijacién bioldgica. Para esto, se han
desarrollado varios métodos o técnicas para medir la fijacion bioldgica de nitrégeno en campo y
laboratorio. Algunos de estos métodos incluyen la medicién directa (*>N) mientras otros miden
indirectamente (C,H,) la fijacion de nitrégeno. Ninguna técnica provee una medida precisa de
fijacion de nitrogeno para todas las leguminosas. Cada una de estas técnicas tiene sus ventajas y
desventajas. La seleccion del método va a depender de los objetivos que se quieran obtener. Se
recomienda que siempre se utilicen diferentes métodos para tener un marco mas amplio de

interpretacion de los resultados (Vera-Nufiez et al. 2000).
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3.3.1 Técnica de Reduccion de Acetileno (ARA)

En esta técnica se utiliza el acetileno como sustrato de la enzima nitrogenasa. Esta es
capaz de reducir el acetileno (HC€CH) a etileno (C ,H4), de la misma forma que reduce el
nitrégeno. El método consiste en incubar muestras de organismos fijadores en una atmosfera que
contenga al menos 10 % de acetileno. El etileno que se produce después de un periodo de tiempo
se mide por cromatografia de gas. Por lo tanto, se puede hacer una correlacion entre la reduccién
de acetileno con la fijacién de nitrogeno (Hardy et al. 1968). Para convertir las medidas de
reduccion de acetileno a valores absolutos de fijacion de nitrégeno, el factor de conversion que
mas se utiliza es de 3 moles de N, por cada mol de acetileno reducido (Hardy et al. 1973).

Entre las desventajas de esta técnica esta la naturaleza indirecta del método. Uno de los
problemas es que el acetileno no es el sustrato natural de la nitrogenasa. El acetileno es mas
soluble en agua que el etileno y ambos son mas solubles que el nitrogeno. Por lo tanto, es dificil
asegurarse que el acetileno alcance todas las bacterias fijadoras o que el etileno se libere
completamente de la muestra (Smith 1983). Ademas de que no se pueden hacer medidas por
largos periodos de tiempo. Solo se puede medir la actividad de la nitrogenasa por un corto
periodo de tiempo, lo que requiere el uso de extrapolaciones (Unkovich y Pate 2000).
Generalmente la exposiciéon al C,H, es de una hora, pero muchos ensayos necesitan mas de
pocas horas de exposicion al C,H,. En dichos ensayos es dificil controlar los cambios en
poblaciones microbianas, concentracion de nutrientes y concentracion de gases atmosféricos, lo
que puede hacer dificil la interpretacion de los datos (Knowles 1980). Ademas, el factor de
conversion de 3 no aplica en todos los casos ya que éste varia por sistema fijador, tasa de flujo de
electrones, por el tiempo, irradiaciéon y la temperatura. El factor de conversion verdadero puede
variar ampliamente y puede ser entre 5-7.5 moles de C,H, producidos por cada mol de N; fijado.
Los problemas inherentes de esta y otras técnicas aumentan con actividades bajas de la

nitrogenasa.

Una de las principales ventajas del ARA es la sensibilidad de la deteccion del etileno por
ionizacion de llama. Esta sensibilidad hace posible el detectar niveles bajos de la actividad de
fijacion de nitrogeno. Ademas, este método es mas sencillo, rapido, se pueden hacer mediciones
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en el campo (Hardy et al. 1968) y es menos costoso (Unkovich y Pate 2000). Esta técnica se
debe usar utilizar en conjunto con otras como >N para determinar el factor de conversién de
cada sustrato (Nohrstedt 1983).

3.3.2 Dilucion del isétopo °N

Esta técnica requiere la aplicacion de fertilizantes enriquecidos con N al suelo y la
cosecha de la especie fijadora de N, y una planta no fijadora como referencia. Se analiza el
contenido de N de los residuos de las planta y se utiliza la dilucién del fertilizante enriquecido
con N por el N derivado del N, de la atmosfera relativo al de la planta no fijadora para
calcular la proporcién del N de la leguminosa proveniente del N, fijado de la atmdsfera.

Las técnicas que utilizan **N pueden estimar el N fijado a través de una temporada o por
periodos mas largos de tiempo como también se pueden hacer estudios en el campo (Unkovich y
Pate 2000). Es el Unico método que puede distinguir entre el N proveniente del suelo, del
fertilizante y el N fijado de la FBN (Danso et al. 1986). A pesar de que esta técnica puede dar
medidas muy precisas de la fijacion de nitrégeno, existen problemas para asegurar que la tasa de
N/*N en la planta refleja la tasa integrada de *>N/**N en el suelo que es variable en el tiempo y
con la profundidad del suelo. Por lo tanto, es dificil obtener un estimado confiable del consumo
de N del suelo por las leguminosas usando una planta no fijadora de la misma u otra especie
debido a las diferencias en el consumo de N mineral del suelo entre especies de plantas
(Unkovich y Pate 2000). Otro problema de esta técnica, es que los errores son mayores a niveles

de fijacion bajos (Danso et al. 1993).
3.3.3 Abundancia Natural de 1N o Método de 515N

En la atmésfera se encuentran dos isotopos estables de nitrégeno, **N y ©°N. EI ©°N se
encuentra en la atmdsfera a una abundancia de 0.3663% de atomos. En el suelo la abundancia de
>N en el N mineral del suelo es un poco mayor, entre 0.368 y 0.373% &tomos (Vera-Nifiez et al.

2000). Se ha encontrado que las plantas fijadoras de N, tienen menor enriquecimiento de °N que
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las plantas no fijadoras. Por lo tanto, se utiliza la extension a la cual el N (o '°N) acumulado

del suelo se diluye por el N; fijado en la planta fijadora para estimar la FBN.

La ventaja principal de este método es que no requiere la adicién de °N. No envuelve la
alteracion del suelo como la incorporacién de fertilizante de >Ny por lo tanto, es mas apropiado
para ecosistemas naturales y plantaciones establecidas. Una desventaja es que a diferencia de los
métodos de enriquecimiento de N, puede haber errores significativos debido a que existe
variabilidad entre diferentes partes de una planta (Shearer y Kohl 1986 citado por Danso et al
1992). El &N de plantas no fijadoras creciendo en el mismo suelo puede variar por
discriminacion isotdpica durante el consumo y asimilacion de N (Giller 2001). Para disminuir
estos errores se deben tomar varias plantas de referencia y seria necesario que estas se
encuentren cerca de la planta fijadora de N, (Giller 2001). Los errores pueden aumentar a medida
que el enriquecimiento del suelo de *°N se acerque al del aire. En algunos casos se ha encontrado
valores bien negativos de N en las plantas de referencia posiblemente por el **N reducido de la
lluvia unido a salidas de N bien bajas (Vitousek et al. 1989). Por lo tanto, se deben identificar
lugares donde sea posible tener diferencias en abundancia natural bien definidas (Vera-Nufiez et
al. 2000). Es preferible que el 5'°N del N del suelo disponible para la planta sea mayor de 6 °/o,
(Peoples et al. 1989).

Los problemas en medir la fijacion bioldgica de nitrégeno aumentan cuando se utilizan
arboles. Las raices de los arboles pueden penetrar muy profundo en el suelo; por lo que pueden
tomar N del suelo de sumideros con cantidad de **N muy diferentes de los cuales las plantas de
referencia obtienen su N, un hecho que introduce errores a los estimados de fijacion de N

calculados usando el método de abundancia natural de >N (Mafongoya et al. 2004).

3.4 Secuestracion de Carbono

3.4.1 Ciclo de Carbono

Actualmente la atmosfera esta compuesta por 0.0380% de carbono en forma de CO..

Aunque es un porciento pequefio, todos los organismos estdn compuestos de carbono. Las
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plantas obtienen el carbono de la atmosfera, el cual asimilan como polisacaridos, proteinas y
grasa, almacenandolo en su tejido. Los demas organismos lo obtienen de las plantas, residuos u
otros animales. Parte de este carbono se devuelve directamente en forma de CO, por las plantas y

los animales como un subproducto de la respiracion. El resto se incorpora en la biomasa viva.

El CO; entra a la atmdsfera naturalmente por el proceso de los organismos de respiracion
y descomposicidn. Por medio de los procesos antropogénicos de quema de combustibles fosiles y
deforestacion se libera el carbono contenido en estos organismos en forma de CO, y metano
(CHy). El intercambio de CO; entre la tierra, océano y atmosfera (consumo por fotosintesis y

liberacién por descomposicion) esta casi en equilibrio.

Las reservas mas grandes de carbono son la atmosfera, los oceanos, combustibles fosiles
y ecosistemas terrestres, incluyendo vegetacion y suelos. Aproximadamente 0.27% de la masa de
elementos en la corteza terrestre es carbono y forma parte de 50% de la materia organica seca. La
cantidad de carbono almacenada en la vegetacion terrestre (550+100 Pg) (1 Pg = 1 petagramo =
10" g) es parecida a la cantidad en la atmésfera (800 Pg). La materia organica en los suelos es de
dos a tres veces esta cantidad [1500-2000 PgC en el primer metro y hasta 2300 Pg en los
primeros 3 m (Jobbagy y Jackson 2000)].

3.4.2 Efecto de Invernadero

El efecto de invernadero se define como el efecto que tienen los gases de invernadero (COs,
N,O, CHy,, entre otros) en la atmdsfera, actuando como una capa protectora sobre la Tierra. Los
gases de invernadero permiten la entrada a la atmosfera de radiacion de largos de onda cortos
pero absorben la radiacion de largos de onda largos que sale y redirige alguna de esta a la Tierra
(Smith 1996). La presencia natural de estos gases de invernadero es necesaria para mantener la
temperatura de la Tierra. EI problema surge con el aumento en la concentracion de estos gases en
la atmodsfera. A medida que aumenta la concentracion de los gases de invernadero queda
atrapada mayor cantidad de calor. El efecto de invernadero significa que un aumento en la
concentracion de CO, resulta en un aumento en la temperatura de la biosfera. Por lo tanto, se
espera que las emisiones continuas de CO, cambien el clima global.
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La concentracion de CO, en la atmédsfera ha aumentado cerca de 100 ppm (36%), desde
1750 (era preindustrial) hasta el 2000 (IPCC 2007). ElI aumento en concentracion de gases de
invernadero se debe mayormente a la quema de combustibles fosiles, uso de tierras y cambios en
el uso de tierra. La deforestacion induce pérdidas de carbono del suelo y la vegetacion.
Aproximadamente se han liberado a la atmosfera 156 Pg de C por cambios en el uso de tierras,
de esto aproximadamente el 60% proviene de los tropicos (Houghton 2003). Debido a que la
secuestracion de C terrestre es un proceso natural, esta es una de las posibles estrategias para

reducir la tasa de enriquecimiento de CO, atmosférico.
3.4.3 Agroecosistemas para la secuestracion de carbono

La deforestacion y conversion de ecosistemas naturales a agricolas reduce los sumideros de
C. Cuando se cambian bosques tropicales a cultivos, las pérdidas de C organico del sueloa 1 m
de profundidad pueden ser de 15 a 40 % en 2 a 3 afios (Ingram y Fernandes 2001). La tasa de
secuestracion de C organico del suelo es de 100 a 1000 kg de C ha™ afio™ y la secuestracion
potencial total en ecosistemas de bosques tropicales es de 200 a 500 Tg de C afio™ (1 Teragramo
= 1% g) de dos a cinco décadas. Por lo tanto, el sumidero de C orgénico del suelo se puede
mejorar por medio de la restauracion de suelos degradados y conversion a barbecho,

agroforesteria, plantaciones y pasturas mejoradas.

3.4.3.1 Bosques

Los bosques son importantes reservas de carbono ya que pueden almacenar entre 20 y
100 veces mas carbono por hectéarea que tierras agricolas (Cairns y Meganck 1994). Se ha
encontrado que los bosques tropicales hiimedos pueden almacenar entre 155 y 187 ton de C ha™,
mientras que los bosques secos pueden almacenar entre 27 y 63 ton de C ha™ (Brown y Lugo
1984) y bosques secundarios en Puerto Rico pueden almacenar en promedio 36.4 ton de C ha™
(Suéarez-Rozo 2005). La acumulacion de carbono en el ecosistema puede estar limitada por

nutrientes, principalmente nitrégeno.
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La biomasa acumulada de los bosques provee estimados del sumidero de carbono en la
vegetacion ya que cerca del 50% de esta es carbono. Por lo tanto, la biomasa representa la
cantidad potencial de carbono que se puede afiadir a la atmosfera como didxido de carbono
cuando el bosque se corta o se quema (Brown 1997).

3.4.3.2 Sistemas agroforestales

La agroforesteria representa una interface entre agricultura y foresteria y abarca practicas
de uso mixtas. Un sistema agroforestal se define como cualquier sistema de uso de tierras que
envuelva la retencion, introduccion o combinacion de arboles o arbustos perennes lefiosos
deliberadamente con cultivos agricolas, pasturas y/o animales, tanto en combinacion espacial o
en secuencia temporal, para explotar las interacciones ecoldgicas y econémicas de los diferentes
componentes (Nair 1993). Estos sistemas no solo pueden crear sumideros de C en la forma de
arboles y productos de madera sino que también pueden ayudar a prevenir que se reduzcan los
sumideros de C actuales (Kirsten y Burschel 1993), disminuyendo asi la deforestacién y quema
de arboles, causantes de la liberacién de aproximadamente mas de 1,000 toneladas de C ha™. El
cultivo de café a sombra es uno de los sistemas agroforestales que se ha evaluado como sumidero
de C.

3.4.3.2.1 Agrosistemas de café con sombra

Los sistemas agroforestales de café tienen la capacidad de almacenar carbono no sélo en la
biomasa de las plantas de café sino también en la biomasa de los arboles de sombra y el suelo.
Las plantas de café pueden secuestrar entre 4 a 10 ton de C ha™ (Vaast 2005), aunque varios
estudios han reportado valores menores, entre 0.2 a 2.8 ton de C ha™* (Suarez Pascua 2002) y 1.4
a 3.5 ton de C ha™* (Polzot 2004).

La cantidad de carbono que pueden almacenar los arboles de sombra para el café es muy
variable. Esta va a depender principalmente de las densidades de siembra, edad y especies; y del
uso previo de la tierra (Vaast 2005). En agrosistemas de café con sombra de Inga sp. solamente

el contenido de C en la biomasa puede variar de 1.9 a 17.5 ton de C ha™ (Polzot 2004, Suérez
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Pascua 2002), mientras que en sistemas agroforestales con sombra diversificada los valores
pueden llegar a 33.2 ton de C ha™ (Polzot 2004). Para Cordia alliodora se ha reportado una
secuestracion de C de 39 ton de C ha™, para Terminalia amazonia se estima en 32 ton de C ha™ y
para Eucalyptus deglupta se ha promediado entre 14 a 17 ton de C ha™ (Vaast 2005). La
hojarasca también puede aportar entre 1.22 ton de C ha™ en café a pleno sol a 4.23 ton de C ha™
bajo sombra de E. deglupta (Vaast 2005). En total los agrosistemas de café tienen la capacidad
de secuestrar en su biomasa aérea de 11 a 73.3 ton de C ha™* (Ortiz-Ceballos 2004, Polzot 2004,
Suérez-Pascua 2002, Alvarado et al. 1999, Kursten y Burschel 1993).

El carbono almacenado en el suelo puede aportar entre el 80 al 95.8 % del carbono total
del sistema. En estos sistemas el secuestro de carbono en los suelos puede llegar a totalizar 220
ton de C ha™ (Vaast 2005). Se han encontrado valores de almacenamiento de C en diferentes
sistemas agroforestales de café desde 102 a 188 ton de C ha™ (Mena-Mosquera 2008, Suérez-
Pascua 2002, Avila-Vargas 2000). El contenido de C en el suelo va a depender de las entradas

organicas al suelo y de la tasa de descomposicién (Albrecht et al. 2004).

Es importante conocer tanto el ciclo de C como el ciclo del N para evaluar los diferentes
sistemas como sumideros de C. La disponibilidad de N en el suelo va a afectar la capacidad de
los diferentes ecosistemas y agrosistemas para secuestrar C. En sitios con fijadores de nitrégeno,
el sumidero de C normalmente es mas alto que en bosques sin ellos, incluso si la productividad

de la biomasa encima del suelo es més baja.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Area de estudio

Se establecieron parcelas en tres localidades, Jayuya, Lares y Las Marias. En cada una de
estas localidades se establecieron tres parcelas en los agrosistemas de café con sombra, café a sol
y un bosque secundario. Cada parcela media 20 m x 20 m. En el cuadro 1 se presentan las
caracteristicas de los ecosistemas bajo estudio. Estos agrosistemas se encuentran en la zona de

vida de bosque muy humedo subtropical (Holdridge 1996).

Tabla 1. Caracteristicas de los ecosistemas bajo estudio

s Temp.
. . Latitud Longitud Elevacion Pendiente PreC|_p|taC|on media
Localidad Ecosistema media anual
(Norte) (Oeste) (msnm) (%) Anual
(mm) 0)
CSL 18°10°05” 66°37°50” 765 34
Jayuya CSM 18°09°41” 66°38°46” 785 41 1935 22°
BQS 18°09°44” 66°38°46” 817 31
CSL 18°11°43” 66°50°55” 575 37
Lares CSM 18°11°59” 66°50°49” 636 35 2494 24°
BQS 18°11’46” 66°50°55” 605 74
CSL 18°14’44” 67°00°25” 297 31
Las PO PP o
Marfas CSM 18°14’39” 67°00°08 288 20 1876 25
BQS 18°14°43” 67°00°26” 285 3

CSL.: café al sol; CSM: café bajo sombra y BQS: bosque secundario; temp=temperatura.
(Modificada de Ldpez 2008)

Los suelos de los agrosistemas bajo estudio fueron: un Oxisol de la serie Los Guineos
(very fine, kaolinick, isothermic, Humic Hapludox) en Jayuya, un Inceptisol de la serie Anones
(fine, parasequic, isohyperthermic, Humic Drystrudeps) en Lares y un Ultisol de la serie
Humatas (very fine, parasequic, isohyperthermic, Typic Haplohumults) en Las Marias. La serie
Los Guineos consiste de suelos profundos de desaglie moderadamente bueno. Segin Arango
(2007) la aptitud para el cultivo de café de esta serie es moderada. Las series Anones y Humatas

consisten de suelos con buen desaglie, que son fuertemente acidos y moderadamente permeables
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(Soil Survey of Mayaguez Area y Beinroth et al. 2003). Arango (2007) clasifica la serie Anones
como no Optima para el cultivo por su baja fertilidad y poca profundidad. Mientras que la serie
Humatas esté clasificada como 6ptima para el cultivo (Arango 2007). A pesar de las deficiencias
en fertilidad, estos suelos son representativos de la region cafetalera de Puerto Rico.

La edad de las plantaciones de café se encuentra entre 8 y 15 afos. Las variedades de café
predominantes en las fincas son Caturra, Borbén y Limani (Lopez 2008). En la tabla 2 se
presentan las densidades a las que esta sembrado el café en cada agrosistema y localidad. Los
arboles de sombra encontrados en los sistemas bajo estudio son mayormente Inga sp. aunque
también se pueden encontrar citricos, moca (Andira inermis) y otras especies en menor cantidad
(Arango 2007). En las fincas se aplica fertilizante 12-5-15-3 de N, P,0s, K;0, MgO + elementos

menores de dos a tres veces al afio, aproximadamente 28.3 gramos por planta (Lépez 2008).

Las especies de arboles dominantes en el ecosistema de bosque son: Tulipan africano
(Spathodea campanulata), Guaraguao (Guarea guidonia), Yagrumo macho (Schefflera
morototoni), Pomarrosa (Syzigium jambos) y Guaba (Inga vera). Estas especies son
caracteristicas de bosque secundario y éstos no son mayores de treinta afios de edad. Ademas, en

la localidad de Jayuya una de las especies dominantes fue la palma de sierra (Prestoea montana).

Tabla 2. Densidad de plantas de café por agrosistema en Jayuya, Lares y Las Marias

Densidad de
Localidad Agrosistema plantas de café
(plantas/ha)
Jayuya Sol 4800
Sombra 3050
Lares Sol 2625
Sombra 2317
Las Marias Sol 3292
Sombra 2900
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4.1.1 Caracterizacion del area de estudio

4.1.1.1 Nivel de iluminacion

Se utilizé un fotémetro para medir la iluminacion en las parcelas bajo estudio. En cada
parcela se tomaron 9 medidas con el fotdbmetro, 8 a 5 metros hacia adentro de la parcela y una en

el centro. Se promediaron las 9 medidas para cada parcela.

4.2 Fijacion Biologica de Nitrogeno

Se midio la fijacion de N; con la técnica de Reduccion de Acetileno (ARA). Para esto se
colectaron muestras de cada componente en frascos de 500 y 1000 ml herméticamente sellados
con tapones seroldgicos en la tapa. Se tomaron muestras en todas las localidades una vez al mes
por seis meses. A estas muestras se les inyectd 10 % del volumen de los frascos de acetileno
(C2H,) de alta pureza. Después de aplicar el acetileno, se dejaron incubando de 1 a 3 horas.
Luego se tomaron dos muestras del gas contenido en los frascos con jeringas de 1 ml, las cuales
se almacenaron en tapones de goma, y se analizaron las muestras para determinar la
concentracion de etileno (C,H,) en un cromatégrafo de gases Agilent 6850 con detector de
ionizacion de llama de H; (200°C) (Hardy et al. 1968 y 1973) y una columna empacada de acero
Poropak R (malla de 100 a 200). Se utilizo el factor de conversion de 3 moles de N, por cada
mol de C,H4 producido, determinado por Hardy et al. (1968). Posteriormente realizada la
conversion, se calcularon los mg o pg de N producidos durante una hora, estos valores se
multiplicaron por 24 para obtener la cantidad de N producido por dia y luego se multiplicaron
por 30 para obtener la fijacion de N mensual. Se promediaron los valores de cada muestreo para
obtener la fijacion promedio mensual. Luego se obtuvo la fijacion de N promedio por el periodo
de seis meses, con el promedio de la fijacidbn promedio mensual. Se extrapold la fijacion

promedio por periodo a afio multiplicando por dos para poder comparar con otros estudios.
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4.2.1 Fijacion de nitrogeno en hojarasca

Se recolectaron tres muestras de hojarasca en frascos de 500 ml por parcela, una vez al
mes por seis meses. A dos muestras se les inyect6 50 cc de acetileno (C;H,) y la tercera se utilizé
como control del etileno que se produce sin acetileno (Reed et al. 2007). Las dos medidas de
cada parcela se promediaron para obtener una medida de cada parcela. Las muestras se dejaron
incubando a temperatura ambiente por tres horas. Este es el periodo minimo de incubacion que
se necesita para reducir suficiente etileno para una deteccion clara y fuerte (Crews et al. 2000).
Luego de las tres horas se sacaron dos muestras de 1 cc del gas contenido en el frasco y se midid
la concentracién de etileno (C,H,4) utilizando un cromatografo de gas. A estas muestras se les
resto la concentracion de C,H,4 del control sin C,H,. Las muestras de hojarasca se secaron y se
pesaron para expresar la fijacion de N en pg de N g de peso seco™. El 4rea del frasco, 0.0452 m?,
se utiliz6 para estimar la fijacion de N por hectarea. Se transformaron los datos con raiz cuadrada

para cumplir los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza.

4.2.2 Fijacidn de nitrogeno en filosfera de plantas de café

Adaptando el método utilizado por Roskoski (1980), se tomaron 20 hojas de café, dos de
cada 10 arboles escogidos al azar en cada parcela, una vez al mes por ocho meses. Diez de estas
hojas se colocaron en frascos plasticos herméticamente sellados de 500 ml y se les inyect6 50 cc
de C;H,. Las otras diez hojas se utilizaron como control colocandolas en otro frasco plastico de
500 ml sin inyectarle C,H,. Estas muestras se incubaron por tres horas a temperatura ambiente y
se sacaron dos muestras de 1 cc del gas contenido en el frasco con una jeringa. De estas muestras
se midid la concentracion de C,H, utilizando un cromatografo de gases. A esto se le resto la
concentracion de C,H4 del control sin C,H,. Se convirtieron los moles de C,H, producido a
moles de N fijado, utilizando el factor de conversion tedrico de 3 (Hardy et. al. 1968). Las hojas
se secaron y se pesaron para expresar la cantidad de N, fijado en pg de N g de peso seco™. Se
contabilizo la cantidad de hojas en 10 plantas de café escogidas al azar y multiplicando esta

cantidad por la densidad de plantas se calculd la cantidad de N, fijado por unidad de area.
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4.2.3 Fijacion de nitrogeno en liquenes

Se tomaron 2 muestras de corteza de plantas de café (en el agrosistema de café) y de
arboles (en bosque) con liquenes de aproximadamente 3 cm x 3 cm en cada parcela
mensualmente por seis meses. Estas se colocaron en frascos plésticos de 500 ml. A uno de los
frascos se le inyectd 50 cc de C,H; de alta pureza y el otro se utilizd como control, sin inyectarle
C,H,. Se incubaron las muestras a temperatura ambiente por tres horas. Se sacaron dos muestras
de 1 cc del gas contenido en el frasco con una jeringa. A estas muestras se les midid la
concentracion de C,H, utilizando un cromatégrafo de gas. Se les restd la concentracion de C,H,4
del control sin C,H,. Se utilizd el factor de conversion tedrico de 3 moles de N, fijado por cada
mol de C,H,4 producido (Hardy et. al. 1968). Los liquenes se secaron y se pesaron para expresar
la cantidad de N fijado en pg de N g de peso seco™. En los agrosistemas de café, se escogieron
10 plantas de café al azar para medir el area cubierta por liquenes. Luego ésta se multiplicé por
la densidad de plantas para expresar el nitrogeno fijado en base a area. En el ecosistema de
bosque, se escogieron 10 arboles al azar a los que se les midié el area cubierta por liquenes hasta
1.8 metros de altura. El area cubierta por liquenes se multiplicé por la altura de cada arbol, se
calculd un promedio por arbol y multiplicando por la densidad de arboles se obtuvo el nitrdgeno

fijado por unidad de area de liquen.

4.2.4 Fijacion de nitrogeno en suelo

Se recogieron muestras de suelo a 20 cm de profundidad mensualmente por seis meses.
En el bosque se tomaron 3 muestras al azar en cada parcela. En el agrosistema de café a sol se
tomaron 3 muestras de suelo a 0.5 m de distancia del tronco de un arbusto de café escogido al
azar. Igualmente, en el agrosistema de café con sombra se escogié una planta de café a menos de
4 metros de un arbol de Inga vera y se tomaron 3 muestras de suelo a 0.5 m de distancia del
tronco. Ademas, se escogié al azar un arbol de Inga vera y se tomaron 3 muestras de suelo a un
radio de 0.5 m y 3 muestras a un radio de 1.2 m de distancia del tronco (Roskoski 1981).

Estas muestras se colocaron en frascos plasticos de 1000 ml herméticamente sellados con
tapones seroldgicos en la tapa. Estos frascos se inyectaron con 100 cc de acetileno (C;Hy) de alta
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pureza. Se dejaron incubando las muestras a temperatura ambiente por una hora. Luego se
sacaron dos muestras de 1cc del gas contenido en el frasco con una jeringa y se analizaron con
un cromatdgrafo de gases. Se midio la concentracion de C,H, y se les restd la concentracion de
CzH, del control sin C,H,. Se utilizo el factor de conversion tedrico de 3 moles de N fijado por
cada mol de C,H, producido (Hardy et. al. 1968). Las muestras de suelo se secaron y se pesaron
para expresar la cantidad de nitrégeno fijado como pg de N gramo de peso seco™ afio™ y con el

peso de 1 hectarea (1,800,000 kg de suelo) se estimé g de N ha™ afio™.

La cantidad total de N fijado por hectarea en el suelo alrededor de los arboles de Inga se
calcul6 con la densidad de arboles de Inga en el area de estudio. En Jayuya se encontraron 11
arboles de Inga vera en total (275 arboles Inga ha™), en Lares se contabilizaron 18 Inga (450
arboles Inga ha') y en Las Marias el total para las tres parcelas fue de 16 Inga (400 &rboles Inga
ha™). El 4rea a 0.5 y 1.2 metros de los arboles de Inga se calculd con la férmula de area de un
anillo. El didmetro del circulo interior (r) se tomé del promedio del diametro a la altura del pecho
de los arboles.

A=xn(R°=r? [1]

4.3 Contenido de nitrégeno en café

Se tomaron 10 hojas de cada parcela en los agrosistemas de café para determinar el
contenido de N total. Las muestras fueron enviadas al Laboratorio Central Analitico de la
Estacion Experimental Agricola en Rio Piedras donde se utilizo el método de Kjeldahl. Con los
valores de biomasa total aérea y estimados del porciento que ocupan las hojas de café en la
biomasa por estudios realizados por Alpizar et al. (1985), Aranguren et al. (1982), Quintero y
Ataroff (1998) y Dossa et al. (2008) se determind el contenido de nitrégeno en la biomasa de las
hojas en kg ha™.
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4.3.1 Contenido de N en agrosistemas de café en Las Marias

Se tomaron diez hojas de café en una parcela de cada uno de los sistemas de café a pleno
sol y café con sombra en Las Marias. Se tomo una rama del &rbol de sombra, Inga vera, en la
parcela del sistema de café con sombra. Como arbol de referencia se utilizé6 Guarea guidonia
(guaraguao) localizado en el sistema de bosque y se tomo una rama. Las muestras de hojas de
cada planta fueron enviadas a la Universidad de Illinois en Chicago para analisis de composicion

isotopica.

4.4 Estimacion de biomasa aérea y secuestro de carbono

4.4.1 Arboles de sombra en café

Se midio la altura y el didmetro a la altura del pecho (DAP) de todos los arboles de
sombra en cada parcela. Se utilizd la ecuacion de regresion lineal creada para arboles de sombra
de café en Nicaragua (Segura et al. 2006).

LOgloBT =-0.834+2.223* LOgloDBH [2]

Donde
B+ = Biomasa total (kg/arbol)

Dgy = Didmetro a la altura del pecho 1.4 m

4.4.2 Plantas de café

Se escogieron 10 plantas al azar en una linea diagonal de cada parcela. A estas plantas se
les midio6 la altura y el didmetro a 15 cm del suelo. Se utiliz6 la ecuacion de regresion lineal
creada para estimar biomasa aérea total en plantas de café en sistemas agroforestales (Segura et.
al. 2006).

LOglo(BT) =-1113+1578* LOglo(d15) + 0.581 * Loglo(h) [3]

Donde

Bt = Biomasa total aérea (kg/planta)
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di5 = Didmetro a 15 cm del suelo (cm)

h = Altura total en metros

4.4.3 Arboles en bosque secundario

Se midio la altura y el DAP de todos los arboles en las parcelas de bosque en las tres
localidades. Se calculé la biomasa de arboles utilizando la ecuacion de regresion para bosque

muy himedo subtropical de Scatena et al. (1993).

Bt = exp {0.950 In (Dgn’Hy) — 3.282} [4]

Donde
B+ = Biomasa total (kg/arbol)
Dgy = Didmetro a la altura del pecho 1.4 m (cm)

H; = Altura total en metros

Para estimar la biomasa de la palma de sierra (Prestoea montana) en el bosque de Jayuya
se utilizd la ecuacion de Frangi y Lugo (1985).

Br=10.0 + 6.4 (Hy) [5]

Donde

H; = Altura total en metros

Se determind el almacenamiento de carbono multiplicando el total de la biomasa aérea
(ton/ha) por 0.5 (Odum 1971). Para calcular el carbono en el suelo se utilizé el analisis de suelo

realizado por Lopez (2008) en las mismas parcelas.
4.4.4 Analisis estadistico

Se utilizo el programa Infostat 2008 para realizar los analisis estadisticos. Los datos de

hojarasca se transformaron con raiz cuadrada y los de liquen y suelo se transformaron
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logaritmicamente para cumplir los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza. Se
analizaron los datos por medio de ANOVA y se utiliz6 la prueba de Tukey (p<0.05) para
encontrar diferencias significativas. Se hicieron los analisis para cada localidad como un disefio

completamente aleatorizado.
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5 RESULTADOS

5.1 Area de Estudio

5.1.1 Caracterizacion del area de estudio

5.1.1.1 Nivel de iluminacion

El nivel de iluminacién en los sistemas bajo estudio varié de 33,307 a 66,784 lux en el
agrosistema de café a pleno sol (Tabla 3). En los sistemas de café con sombra y bosque se
obtuvo menor cantidad de iluminacion. En el sistema de sombra la iluminacion varié de 2,208 a
6,797 lux y en el bosque de 998 a 2,208 lux.

Tabla 3. Nivel de iluminacion en café a sol, café con sombra y bosque en cada localidad.?

Localidad Ecosistema

Sol Sombra Bosque
Jayuya 49,041 (6,114) 6,797 (1,679) 998 (250)
Lares 66,784 (21,309) 4,304 (1,444) 2,177 (1,102)
Las Marias 33,307 (5,244) 3,533 (864) 2,208 (408)
Promedio 49,711 4,878 1,794

®valores expresados en lux con errores estandar en paréntesis.
5.2 Fijacion Biologica de Nitrogeno

5.2.1 Fijacion de nitrogeno en hojarasca

La fijacion de N; en la hojarasca de las tres localidades fue consistentemente mayor en el
bosque que en los agrosistemas de café (Figura 2). En la localidad de Jayuya se encontr6 cerca
de tres veces mayor fijacion de N, en el sistema de bosque (112.07 mg de N hectérea™ periodo™)
que en los agrosistemas de café a sol (38.14 mg de N hectarea™ periodo™) y con sombra (38.29

mg de N hectarea™ periodo™). En la localidad de Lares se encontré 1.5 veces més fijacion de N,
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en el bosque (51.06 mg de N hectarea™ periodo™) que en el café a sol (35.08 mg de N hectérea™
periodo™) y cerca de dos veces mas que en el café con sombra (26.63 mg de N hectarea™
periodo™). En Las Marias no hubo diferencias significativas entre el sistema de bosque y el café

a sol, ambos con mayor fijacion que el agrosistema de café con sombra.
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Figura 2. Fijaciéon promedio de N, en hojarasca por ecosistema en las tres localidades (mg de N
hectarea™ periodo™)

En la localidad de Jayuya la fijacion de N, en el agrosistema de café a sol, vario de 0.014
a 0.022 pgramos de N g de peso seco™ mes™ (Tabla 4). En este agrosistema no hubo diferencias
significativas en la fijacion de N, entre los meses. En promedio, se fijaron 0.019 ug de N, g de
peso seco™ mes™ en la hojarasca del café a pleno sol. En el agrosistema de café bajo sombra la
fijacion de N; en la hojarasca vari6 de 0.009 a 0.038 pgramos de N g de peso seco™ mes™. En
este agrosistema se obtuvo menor fijacion de N en los meses de mayo y agosto (0.009 pgramos
de N g de peso seco® mes™) pero ésta sélo fue significativamente diferente a la fijacion
encontrada para el mes de abril (Tabla 4). La fijacion de N, en el sistema de bosque varié de
0.020 a 0.129 pgramos de N g de peso seco’ mes™®. En este sistema se encontrd
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significativamente mayor fijacion de N, en el mes de septiembre. En estos meses se reporto
mayor precipitacion que los meses anteriores. En promedio, en el sistema de bosque se encontro6

mayor fijacién de N, por mes que en los sistemas de café a sol y con sombra.

Tabla 4. Fijacién promedio mensual de N, en hojarasca por ecosistema en la localidad de Jayuya.?

M Ecosistema

* Sol Sombra Bosque
Abril 0.021 (0.005) a | 0.038 (0.006) b | 0.033 (0.008) a
Mayo 0.014 (0.004) a | 0.009 (0.003) a | 0.020 (0.005) a
Junio 0.022 (0.006) a | 0.027 (0.006) ab | 0.024 (0.005) a
Julio 0.022 (0.004) a | 0.017 (0.005) ab | 0.042 (0.022) a
Agosto 0.017 (0.004) a | 0.009 (0.004) a | 0.054 (0.011) ab
Septiembre | 0.019 (0.003) a | 0.024 (0.004) ab | 0.129 (0.039) b
Promedio | 0.019 0.021 0.051

®Valores expresados en pgramos de N/g de peso seco/mes con errores estandar en paréntesis.
Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<= 0.05)

En la tabla 5 se presenta la fijacion de N, obtenida en la localidad de Lares en base a
gramos de peso seco de hojarasca. En esta localidad no se encontraron diferencias significativas
en fijacion de N, por mes en los sistemas de café a sol y bosque. En el sistema de café con

sombra sélo se encontré significativamente mayor fijacion de N en el mes de junio.

Tabla 5. Fijacion promedio mensual de N, en hojarasca por ecosistema en la localidad de Lares.?

M Ecosistema

e Sol Sombra Bosque
Abril 0.026 (0.010) a | 0.012 (0.004) a | 0.020 (0.008) a
Mayo 0.017 (0.006) a | 0.010 (0.002) a | 0.015 (0.003) a
Junio 0.016 (0.004) a | 0.034 (0.007) b | 0.039 (0.014) a
Julio 0.026 (0.006) a | 0.006 (0.002) a | 0.016 (0.004) a
Agosto 0.014 (0.003) a | 0.012 (0.002) a | 0.030 (0.011) a
Septiembre | 0.017 (0.007) a | 0.011 (0.003) a | 0.019 (0.004) a
Promedio | 0.019 0.014 0.023

®Valores expresados en pgramos de N/g de peso seco/mes con errores estandar en paréntesis.
Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<= 0.05)
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En la localidad de Las Marias en los sistemas de café con sombra y bosque no se
encontraron diferencias significativas entre los meses. Sin embargo, en el sistema de café a pleno
sol hubo menor fijacién de N, en los meses de abril y agosto (0.010 pgramos de N g de peso
seco™ mes™) aunque ésta sélo fue significativamente diferente a la fijacién obtenida en el mes de
mayo (Tabla 6). En estos meses no hubo diferencias significativas en la precipitacion. Por lo
tanto, se presume que existen otros factores no influenciados directamente por la humedad que

controlan la fijacion de N; en la hojarasca (Reed et al.2007).

Tabla 6. Fijacion promedio mensual de N en hojarasca por ecosistema en la localidad de Las

Marias.?
Ecosistema

Mes

Sol Sombra Bosque
Abril 0.010 (0.001) a | 0.016 (0.005) a | 0.022 (0.005) a
Mayo 0.034 (0.009) b | 0.019 (0.005) a | 0.022 (0.008) a
Junio 0.031 (0.011) ab | 0.020 (0.006) a | 0.050 (0.007) a
Julio 0.015 (0.002) ab | 0.014 (0.004) a | 0.032 (0.011) a
Agosto 0.010 (0.002) a | 0.010 (0.003) a | 0.015 (0.003) a
Septiembre | 0.030 (0.005) ab | 0.014 (0.005) a | 0.029 (0.010) a
Promedio | 0.022 0.015 0.027

®Valores expresados en pgramos de N/g de peso seco/mes con errores estandar en paréntesis.
Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<= 0.05)

5.2.2 Fijacion de nitrogeno en la filosfera de plantas de café

La fijacion de N, en la filosfera de las plantas de café vario de 0.049 a 0.086 pgramos de
N g de peso seco™ periodo™ (Tabla 7). No se encontraron diferencias significativas en ésta entre

los agrosistemas de café a pleno sol y con sombra en las tres localidades.
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Tabla 7. Fijacion promedio de N, en hojas de café por ecosistema en cada localidad.?

Sistema Jayuya Lares Las Marias
Sol 0.067 (0.010) a | 0.053 (0.007) a | 0.080 (0.010) a
Sombra 0.049 (0.007) a | 0.072 (0.008) a | 0.086 (0.008) a
Promedio 0.058 0.063 0.083

Valores expresados en pgramos de N/g de peso seco/periodo con errores estandar en paréntesis.

En la localidad de Jayuya, la fijacion de N, en la fildsfera de las plantas de café vario de
0.020 a 0.149 pgramos de N g de peso seco™ mes™ en el sistema de café a sol y de 0.010 a 0.080
pgramos de N g de peso seco™ mes™ en el agrosistema con sombra (Tabla 8). En el agrosistema
con sombra no se encontraron diferencias significativas en la fijacion de N entre los meses. Sin
embargo, en el agrosistema a pleno sol se encontré significativamente mayor fijacién de N en el

mes de febrero que en los meses de junio y septiembre.

Tabla 8. Fijacion promedio mensual de N en hojas de café por ecosistema en la localidad de

Jayuya.?
Ecosistema

Mes Sol Sombra
Enero 0.109 (0.043) ab | 0.022 (0.011) a
Febrero 0.149 (0.024) b | 0.010 (0.009) a
Abril 0.058 (0.013) ab | 0.052 (0.006) a
Mayo 0.062 (0.009) ab | 0.048 (0.009) a
Junio 0.020 (0.020) a | 0.080 (0.040) a
Julio 0.080 (0.028) ab | 0.065 (0.010) a
Agosto 0.072 (0.004) ab | 0.039 (0.002) a
Septiembre | 0.032 (0.003) a | 0.070 (0.012) a
Promedio | 0.073 0.048

®Valores expresados en pgramos de N/g de peso seco/mes con errores estandar en

paréntesis.

Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<= 0.05)

La fijacion de N en la localidad de Lares varié de 0.020 a 0.073 pgramos de N g de peso

1

seco™ mes™ en el agrosistema de café a sol y de 0.043 a 0.128 pgramos de N g de peso seco
mes? en el agrosistema de café con sombra (Tabla 9). No se encontraron diferencias

significativas entre los meses en ninguno de los agrosistemas.
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Tabla 9. Fijacion promedio mensual de N en hojas de café por ecosistema en la localidad de

Lares.?
Mes Ecosistema
Sol Sombra
Enero 0.064 (0.020) a | 0.066 (0.033) a
Febrero 0.029 (0.004) a | 0.083 (0.027) a
Abril 0.020 (0.010) a | 0.050 (0.006) a
Mayo 0.049 (0.016) a | 0.063 (0.005) a
Junio 0.066 (0.009) a | 0.128 (0.033) a
Julio 0.068 (0.016) a | 0.067 (0.009) a
Agosto 0.073 (0.039) a | 0.071 (0.010) a
Septiembre | 0.051 (0.008) a | 0.043 (0.002) a
Promedio 0.053 0.072
®Valores expresados en pgramos de N/g de peso seco/mes con errores estandar en
paréntesis.

En la localidad de Las Marias, la fijacién de N, en el agrosistema de café a sol vari6 de
0.052 a 0.137 ugramos de N g de peso seco™ mes™ (Tabla 10). En el agrosistema de café con
sombra la fijacién de N, vari6 de 0.057 a 0.131 pgramos de N g de peso seco™ mes™. Al igual

que en Lares, no se encontraron diferencias significativas entre los meses.

Tabla 10. Fijacion promedio mensual de N, en hojas de café por ecosistema en la localidad de

Las Marias.?
Ecosistema
Mes Sol Sombra
Enero 0.090 (0.070) a | 0.064 (0.032) a
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Febrero 0.070 (0.022) a | 0.078 (0.016) a

Abril 0.093 (0.027) a | 0.057 (0.015) a

Mayo 0.137 (0.021) a | 0.086 (0.003) a

Junio 0.061 (0.014) a | 0.089 (0.037) a

Julio 0.052 (0.028) a | 0.131 (0.020) a

Agosto 0.083 (0.014) a | 0.111 (0.017) a

Septiembre | 0.063 (0.014) a | 0.064 (0.008) a

Promedio 0.081 0.085
®Valores expresados en pugramos de N/g de peso seco/mes con errores estandar en
paréntesis.

En esta localidad se calculd la fijacion de N, por hectarea la cual resulto ser 0.2 g de N
hectarea™ periodo™ en el café a sol y 0.06 g de N hectarea™ periodo™ en el café con sombra. En
este caso se observan diferencias significativas entre sistemas debido a la diferencia en densidad
de plantas. A mayor area de hojas con microorganismos fijadores mayor cantidad de nitrégeno

entra al sistema.

5.2.3 Fijacion de nitrogeno en liquenes

En la fijacion de N, promedio anual calculada para liquenes no se encontraron diferencias
significativas entre los ecosistemas en ninguna de las localidades. Esta vario de 17.15 a 64.09
pgramos de N g de peso seco™ afio™ en la localidad de Jayuya (Tabla 11). En la localidad de
Lares varié de 23.13 a 30.04 pgramos de N g de peso seco™ afio™ y en Las Marias de 18.88 a
31.72 pgramos de N g de peso seco™ afio™. Sin embargo, los valores encontrados en los sistemas

de café a sol son mayores en todas las localidades.

Tabla 11. Fijacion promedio de N, calculada en liquenes por ecosistema en las tres localidades.?

Ecosistema Jayuya Lares Las Marias
Sol 5.27 (2.38) a | 2.47 (0.55) a | 2.61 (0.56) a
Sombra 3.77(1.08)a | 2.24 (0.71)a | 1.55(0.31) a
Bosque 1.41(0.26) a | 1.90 (0.38) a | 1.90 (0.41) a
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Promedio 3.39 2.20 2.02
®Valores expresados en pgramos de N/g de peso seco/periodo con errores estandar en
paréntesis.

La fijacion de N por liguenes en la localidad de Jayuya varié de 0.48 a 15.10 pgramos de
N g de peso seco™ mes™ en el agrosistema de café a sol (Tabla 12). En el agrosistema de café
con sombra la fijacion de N, varié de 0.57 a 7.35 pgramos de N g de peso seco™ mes™ y en el
bosque de 0.51 a 3.14 pgramos de N g de peso seco mes™. No se encontraron diferencias

significativas entre los meses en ninguno de los tres ecosistemas.

Tabla 12. Fijacion promedio mensual de N, en liquenes por ecosistema en la localidad de

Jayuya.?
Mes Ecosistema
Sol Sombra Bosque

Abril 2.83(0.99) a|277(1.29)a|1.39(0.53)a
Mayo 5.18(0.67) a|7.35(3.64)a|3.14(0.51)a
Junio 0.62 (0.46) a|1.51(0.37)a|0.51(0.11)a
Julio 7.05(4.70) a|3.36(0.94)a | 1.36 (0.50) a
Agosto 15.10 (13.83)a | 7.08 (4.78) a | 0.72 (0.32) a
Septiembre | 0.83 (0.13) 0.57 (0.04)a | 1.35(0.72) a
Promedio | 5.24 3.77 141

®Valores expresados en pgramos de N/g de peso seco/mes con errores estandar en paréntesis.

En la localidad de Lares, la fijacion de N, vari6 de 1.05 a 4.61 pgramos de N g de peso
seco™ mes™ en el agrosistema de café a sol (Tabla 13). Mientras que en los ecosistemas de café
con sombra y bosque la fijacion promedio varié de 0.98 a 6.75 y de 0.97 a 3.53 pgramos de N g
de peso seco™ mes™ respectivamente. En esta localidad tampoco se encontraron diferencias
significativas en la fijacion promedio mensual ni hubo diferencias significativas entre los

ecosistemas.

Tabla 13. Fijacion promedio mensual de N en liquenes por ecosistema en la localidad de Lares.?

Mes Ecosistema

Sol Sombra Bosque
Abril 1.95(1.13)a | 1.57 (0.93) a | 0.97 (0.32) a
Mayo 1.05(0.37)a | 1.19(0.31) a | 2.05 (0.95) a
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Junio 1.18 (0.36) a | 1.70 (0.70) a | 1.27 (0.08) a
Julio 4.03(0.54)a | 0.98 (0.17)a | 1.30 (0.47) a
Agosto 4.61(2.69)a | 6.75(3.45)a | 3.53(1.35) a
Septiembre | 1.99 (0.99) a | 1.26 (0.18) a | 2.28 (1.42) a
Promedio 2.46 2.24 1.90

®Valores expresados en pgramos de N/g de peso seco/mes con errores estandar en paréntesis.

La fijacion promedio de N, por liquenes en la localidad de Las Marias vari6 de 1.21 a
5.29 pgramos de N g de peso seco™ mes™ en el agrosistema de café a sol (Tabla 14). En este
sistema no se encontraron diferencias significativas entre los meses. En el agrosistema de café
con sombra la fijacién de N, varié de 0.66 a 2.29 pgramos de N g de peso seco™ mes™ y no se
encontraron diferencias significativas entre los meses. En el sistema de bosque tampoco se
encontraron diferencias significativas en la fijacion entre los meses y ésta varié de 0.93 a 3.07

pgramos de N g de peso seco™ mes™.

Tabla 14. Fijacion promedio mensual de N, en liquenes por ecosistema en la localidad de Las

Marias.®
Mes Ecosistema
Sol Sombra Bosque
Abril 2.05(0.59)a | 2.18 (1.24)a | 2.53 (1.15) a
Mayo 2.59(1.32)a | 1.78 (0.68) a | 1.07 (0.17) a
Junio 1.21(0.84) a | 0.88 (0.26) a | 2.65 (0.50) a
Julio 1.45(0.27)a | 1.53 (0.39) a | 0.93 (0.13) a
Agosto 3.06 (1.81)a | 2.29 (1.20)a | 1.15(0.10) a
Septiembre | 5.29 (2.12) a | 0.66 (0.17) a | 3.07 (2.18) a
Promedio | 2.61 1.55 1.90
®Valores expresados en pgramos de N/g de peso seco/mes con errores estandar en
paréntesis.

En la localidad de Las Marias, se calculd la fijacion de N, por hectarea y se encontrd que
en el bosque se puede fijar significativamente mas N, que en los agrosistemas de café,
posiblemente por la mayor densidad de liquenes en el bosque. En este ecosistema se fijaron
0.069 mg de N hectarea™ periodo™, mientras que en los ecosistemas de café a sol y con sombra
se fijaron 0.019 y 0.014 mg de N hectarea™ periodo™ respectivamente.
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5.2.4 Fijacion de nitrogeno en suelo

5.2.4.1 Suelo de plantas de café

En la figura 3 se presenta la fijacion de N, promedio por el periodo de seis meses por
ecosistema en las tres localidades estudiadas. En las localidades de Jayuya y Las Marias se
pudieron observar las mismas tendencias en fijacion de N, significativamente mayor fijacion de
N en el suelo del agrosistema de café con sombra que en el sistema de café a sol. En Jayuya se
fijo dos veces méas N, en el agrosistema de café con sombra (22.56 g de N ha™ periodo™) que en
el café a sol (11.07 g de N ha™ periodo™). De igual forma, en Las Marias se fijo cerca del doble
de N; en el agrosistema de café con sombra (27.23 g de N ha™* periodo™) que en el café a pleno
sol (14.29 g de N ha™ periodo™). En esta localidad no hubo diferencias significativas entre la
fijacion de N, encontrada en el bosque (18.92 g de N ha™ periodo™) y la fijacién en los
agrosistemas de café. En la localidad de Lares, la fijacion promedio de N, en el suelo varié de
13.32 (café con sombra) a 14.98 g de N ha™ periodo™ (café a sol) sin encontrarse diferencias

significativas.
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Figura 3. Fijacién promedio de N, en suelo de plantas de café y bosque por ecosistema en cada
localidad (g de N hectarea™ periodo™)

La fijacion de N en el suelo en la localidad de Jayuya vari6 de 9.01 a 12.58 g de N ha™

mes™ en el agrosistema de café a sol (Tabla 15). En el agrosistema de café con sombra la fijacion

varié de 14.31 a 41.72 g de N ha™ mes™. En estos dos agrosistemas la fijacion de N, no fue

significativamente diferente entre los meses. En cambio, en el ecosistema de bosque se

encontraron diferencias significativas. La fijacion de N, en el bosque vari6 de 7.80 a 26.60 g de

N ha™* mes™, donde la menor cantidad de N fijado se encontré en el mes de junio y la mayor en

abril. En promedio, se encontrd significativamente mayor fijacion de N, en los ecosistemas de

café con sombra y bosque que en el sistema de café a sol.

Tabla 15. Fijacion promedio mensual de N, en suelo de plantas de café y bosque por ecosistema

en la localidad de Jayuya.®

M Sistema

* Sol Sombra Bosque
Abril 12.24 (1.38) a | 14.31 (3.12) a | 26.60(2.59) d
Mayo 10.63 (0.85) a | 19.09 (3.46) a | 12.94 (1.46) ab
Junio 1258 (1.54)a | 41.72 (18.07)a | 7.80 (1.64) a
Julio 11.23(1.02) a | 18.83 (1.42) a | 15.61 (1.54) bc
Agosto 9.01 (1.54) a|24.62(2.48) a|22.56(2.98) cd
Septiembre | 10.74 (0.87) a | 16.82 (2.75) a | 21.89 (2.02) cd
Promedio | 11.07 22.56 17.90

®Valores expresados en gramos de N/hectarea/mes con errores estandar en paréntesis.
Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<= 0.05)

En la localidad de Lares, la fijacion de N en el suelo varié de 10.61 a 18.19 g de N ha™

mes™ en el agrosistema de café a pleno sol (Tabla 16). En el agrosistema de café con sombra la

fijacion vari6 de 7.94 a 18.37 y en el bosque de 10.54 a 17.39 g de N ha™ mes™. En el sistema de

café con sombra se encontraron diferencias significativas. En el mes de abril se obtuvo la menor
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fijacion de N, mientras que en el mes de julio se encontr6 la mayor. En los ecosistemas de café a
sol y bosque no se encontraron diferencias significativas entre los meses. En esta localidad a
diferencia de las otras dos localidades no se encontraron diferencias significativas entre los

ecosistemas.

Tabla 16. Fijacion promedio mensual de N, en suelo de plantas de café y bosque por ecosistema

en la localidad en Lares (g de N ha™ mes™)

Mes Sistema
Sol Sombra Bosque

Abril 18.19 (3.41)a | 7.94 (1.15) a |[17.39(3.85)a
Mayo 11.24 (2.35) a | 16.08 (4.63) ab | 10.54 (2.40) a
Junio 10.61 (0.53) a | 16.07 (2.46) ab | 11.02 (1.63) a
Julio 16.69 (1.71) a | 18.37 (2.59) b | 16.00 (1.55) a
Agosto 16.04 (1.64) a | 9.76 (0.69) ab | 14.73 (1.70) a
Septiembre | 17.14 (2.70)a | 11.71 (0.75) ab | 16.18 (2.11) a
Promedio | 14.98 13.32 14.31

®Valores expresados en gramos de N/hectarea/mes con errores estandar en paréntesis.
Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<= 0.05)

La fijacion de N en suelo en la localidad de Las Marias varié de 11.01 a 16.86 g de N
ha™ mes™ en el sistema de café a sol (Tabla 17). En el café con sombra la fijacion de N varié de
13.58 a 68.57 g de N ha™ mes™, siendo significativamente mayor que en el café a sol. En este
agrosistema se encontr6 significativamente mayor fijacién de N, en el mes de junio que en los
meses de mayo, agosto y septiembre. En el ecosistema de bosque la fijacion de N, varié de 12.96
a 37.77 g de N ha™ mes™. No se encontraron diferencias significativas en la fijacion de N, entre

los meses en los sistemas de café a sol y bosque.

Tabla 17. Fijacion promedio mensual de N, en suelo de plantas de café y bosque por ecosistema
en la localidad de Las Marias.?

M Sistema

° Sol Sombra Bosque
Abril 16.86 (2.48) a | 27.74 (9.90) ab | 37.77 (17.46) a
Mayo 14.02 (1.77) a | 13.58 (2.05) a 15.04 (1.10) a
Junio 13.95 (2.26) a | 68.57 (24.52) b | 20.29 (1.93) a
Julio 15.17 (1.28) a | 25.71 (7.56) ab | 13.60 (0.92) a
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Agosto 14.75 (1.22) a | 13.89 (2.13) a 13.89 (1.71) a
Septiembre | 11.01 (0.92) a | 13.93 (1.75) a 12,96 (1.13) a

Promedio | 14.29 27.23 18.92

®Valores expresados en gramos de N/hectarea/mes con errores estandar en paréntesis.
Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<= 0.05)

5.2.4.2 Suelo de Inga vera

No se encontraron diferencias significativas en la fijacion de N entre el suelo del café
con sombra, el suelo a 0.5 y 1.2 metros del arbol de Inga y el suelo de bosque. Se observo
consistentemente, en las localidades de Jayuya y Las Marias, cerca de dos veces mayor fijacion
de Ny en el suelo del agrosistema de café con sombra que en el suelo de café a pleno sol. En la
localidad de Lares no se observaron diferencias significativas entre los agrosistemas.

En la localidad de Jayuya, la fijacion de N, en el suelo del agrosistema de café con
sombra y bosque fue 2.2 veces mayor que en el agrosistema de café a pleno sol (Tabla 18). Las
mismas tendencias observadas en la localidad de Jayuya se observaron en Las Marias aunque en
menor intensidad. Sélo se encontraron diferencias significativas entre el suelo del sistema de café
a sol (14.29 g de N ha™* periodo™) y el suelo a 0.5 m de los &rboles de Inga (31.99 g de N ha™
periodo™). En estas dos localidades se observé 1.4 y 1.2 mayor fijacién de N en el suelo a 0.5 m
de las Inga que en el suelo a 1.2 m, pero ésta no es significativamente diferente.

A diferencia de lo observado en las localidades de Jayuya y Las Marias, en Lares no se
encontraron diferencias significativas en la fijacion de N, en el suelo de los diferentes
ecosistemas. La fijacion de N en el suelo de Inga de esta localidad vari6 de 11.61 a 13.23 g de N

ha™ periodo™ a 1.2 y 0.5 metros del &rbol respectivamente.

Tabla 18. Fijacion promedio de N, en suelo por ecosistema en cada localidad.?

Suelo Jayuya Lares Las Marias

Sol 11.07 (0.51)a 14.98 (0.96) a 14.29 (0.72) a
Sombra 22.56 (3.27) b 13.32(1.09)a 27.23(5.14) ab
Inga (0.5m) 34.23(6.68) b 13.23(1.34)a 31.99 (4.62) b
Inga (1.2 m) 24.88(4.36) b 11.61(0.63)a 26.89 (4.06) ab
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Bosque 17.90 (1.20) b 14.31(0.98)a 18.92 (3.06) ab

Promedio  0.269 0.164 0.290

®Valores expresados en gramos de N/hectarea/periodo con errores estandar en paréntesis.
Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<= 0.05)

5.2.5 Fijacion total de nitrégeno

Al sumar la cantidad de N fijado por todos los componentes del sistema, se encontrd que
el agrosistema de café con sombra tiene la capacidad de fijar dos veces mas N que el agrosistema
de café a sol, en las localidades de Jayuya y Las Marias. En el sistema de café con sombra se fij6
un total de 26.82 g de N ha™ periodo™ en Jayuya y 32.85 g de N ha™ periodo™ (Tabla 19). En
Lares se fijo cerca de dos veces menos N en el café con sombra que en el café a sol.

Dentro de los componentes evaluados, el suelo demostré tener mayor capacidad de fijar
N,. Este fijo cerca de 300 veces mas N, que la hojarasca (segundo componente con mayor
fijacion de N,). Los liquenes fijaron 13 veces menos N, por hectarea que lo que se fijé en la
hojarasca.

Tabla 19. Fijacion total de N, calculada para todos los componentes por ecosistema (g de N ha™

periodo™)
Localidad Componente Sol Sombra  Bosque | Total
Suelo Inga 0.5 m n/a 1.20 n/a 1.20
Suelo Inga 1.2 m n/a 3.02 n/a 3.02
Jayuya Hojas 0.103 n/d n/a 0.103
Suelo 11.07 22.56 17.90 51.53
Hojarasca 0.038 0.038 0.11 0.19
Liguen 0.0014 n/d 0.010 0.011
Total 11.21 26.82 18.02 56.05
Suelo Inga 0.5 m n/a 0.59 n/a 0.59
SueloIngal.2m n/a 2.10 n/a 2.10
Lares Hojas 0.029 0.027 n/a 0.056
Suelo 14.98 13.32 14.31 42.61
Hojarasca 0.034 0.026 0.051 0.11
Liquen 0.0004 0.0003 0.016 0.017
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Total 15.04 16.06 14.38 45.48
Suelo Inga 0.5 m n/a 1.25 n/a 1.25
Suelo Inga 1.2 m n/a 4.31 n/a 4.31

Las Marfas Hojas 0.099 0.032 n/a 0.13
Suelo 14.29 27.23 18.92 60.44
Hojarasca 0.041 0.029 0.052 0.12
Liquen 0.0008 0.0006 0.0029 | 0.0043

Total 14.43 32.85 18.97 66.25

5.3 Contenido de Nitrogeno en Hojas de Café

La concentracion de N en las hojas de café vario de 2.61 a 3.39 % (Tabla 22). En la
localidad de Las Marias, el contenido de N en las hojas fue significativamente mayor en el

cultivo de café con sombra que en el café a pleno sol.

El contenido de N en la biomasa de las hojas de café varié de 27.79 a 50.48 kg de N ha*
(Tabla 21). En el agrosistema de café a sol en la localidad de Jayuya y Lares se observd mayor
contenido de N debido a la mayor densidad de plantas que se encuentra en este sistema. En la
localidad de Las Marias se observd mayor contenido de N en el agrosistema de café con sombra.

Tabla 20. Contenido de nitrégeno organico total en hojas de café a sol y con sombra en Jayuya,
Lares y Las Marias

Localidad  Sistema %0 Norg Kg N/ha
Javuva Sol 3.10 a 50.48
yuy Sombra 2.86 a 28.14
L ares Sol 2.61 a 31.79
Sombra 287 a 27.79
; Sol 2.85 a 33.57

Las Marias

Sombra 339 b 38.60

Letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<= 0.05)
% Norg=Nitrégeno organico total
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5.3.1 Contenido N en agrosistemas de café en Las Marias

El contenido de 8" N en los sistemas bajo estudio vari6 de -0.04 a 2.42, exhibiendo poca
variabilidad (Tabla 22). Se encontr6 que el arbol de referencia en el sistema de bosque (Guarea
guidonia) obtuvo el menor contenido de 8°N. Mientras que el arbol fijador de N obtuvo el

mayor contenido de §™°N.

Tabla 21. Contenido de *°N en hojas de agrosistemas de café en Las Marifas

Agrosistema 5N
Café a sol 2.11
Café con sombra 2.41
Inga vera en café 2.42
Guarea guidonia en bosque -0.04

5.4 Biomasa Aérea y Almacenamiento de Carbono

5.4.1 Biomasa y carbono almacenado en plantas de café

En los arbustos de café la biomasa vari6 de 6.02 a 10.59 toneladas hectérea™. De igual
forma, el contenido de C en las plantas varié de 3.01 a 5.29 toneladas hectarea™ (Tabla 23). La
biomasa y el contenido de C resultaron ser significativamente mayores en las parcelas de café a
sol que en las parcelas de café a sombra ya que hay mayor densidad de plantas en los sistemas de
café a sol. No hubo diferencia significativa en didmetro ni altura entre las plantas de café de los

diferentes sistemas y localidades.

Tabla 22. Biomasa aérea y contenido de carbono en plantas de café.

Localidad Café a sol Café con sombra

AGB (Ton/Ha) Cont C (Ton/Ha) | AGB (Ton/Ha) Cont C (Ton/Ha)
Jayuya 10.59 5.29 6.02 3.01
Lares 7.77 3.89 6.29 3.14
Las Marias 7.60 3.80 6.61 3.31
Promedio 8.65 4.33 6.31 3.15

AGB=Aboveground biomass (biomasa aérea)
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5.4.2 Biomasa y carbono almacenado en arboles de sombra

La biomasa aérea de los arboles de sombra varié de 13.56 ton ha™* en la localidad de Las

Marfas a 96.38 ton ha™ en Jayuya (Tabla 24). En la localidad de Jayuya se obtuvo la mayor

cantidad de biomasa ya que se encontraban arboles de mayor diametro y altura que en las otras

localidades. De igual forma el contenido de C en los arboles de sombra de Jayuya fue mayor

(48.19 ton ha'). En las localidades de Lares y Las Marfas los valores son més cercanos a los que

se han encontrado en otros estudios de café con Inga sp.

Tabla 23. Biomasa aérea y contenido de carbono en arboles de sombra en las plantaciones de
café con sombra

Localidad AGB (Ton/Ha) Cont C (Ton/Ha)
Jayuya 96.38 48.19
Lares 17.29 8.64
Las Marias 13.56 6.78
Promedio 42.41 21.20

AGB=Aboveground biomass (biomasa aérea)

5.4.3 Carbono almacenado en suelo

Con el porciento de C encontrado por Lopez (2008) en las localidades bajo estudio, se

calculd el carbono almacenado en el suelo. Este vari6 de 25.7 a 56.4 ton de C ha™ (Tabla 25).

Encontrandose la mayor concentracién de C en el bosque y la menor en el sistema de café a sol.

Tabla 24. Carbono almacenado en el suelo de los tres ecosistemas y localidades

Ecosistema Localidad Ton C/Ha g (r.?_:)nrsf_'lg)
Jayuya 32.0

Sol Lares 27.7 32.1
Las Marias 36.6

Sombra Jayuya 38.4 35.2

55



Lares 25.7
Las Marias 41.6
Jayuya 48.9
Bosque Lares 47.1 50.8
Las Marias 56.4

En la tabla 26 se presenta el total de contenido de C en la biomasa aérea y el suelo en cada
ecosistema. En esta tabla se puede observar que en el suelo se almacena mayor cantidad de C que
en la biomasa aérea. Comparando los tres ecosistemas se observa que el bosque tiene mayor
capacidad de secuestrar C que los agrosistemas de café. Entre los agrosistemas, el café con

sombra tiene mayor capacidad de secuestrar C que el café a pleno sol.

Tabla 25. Contenido de C total en los tres agrosistemas

. Contenido C en Contenido C en Conten_ldo c
Ecosistema AGB (Ton/Ha) suelo (Ton/Ha) Total (Biomasa
Aérea + Suelo)
Sol 4.33 32.09 36.42
Sombra 24.41 35.24 59.65
Bosque 42.83 50.80 93.63
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6 DISCUSION

6.1 Area de estudio

6.1.1 Caracterizacidon del area de estudio

6.1.1.1 Nivel de iluminacion

El nivel de iluminacion promedio para el agrosistema de café a sol fue 49,711 lux. Como
era de esperarse, éste fue significativamente mayor al nivel de iluminacién en el agrosistema de

café con sombra (4,878 lux) y en el sistema de bosque (1,794 lux).

6.2 Fijacion Biologica de Nitrogeno

6.2.1 Fijacion de nitrogeno en hojarasca

En el componente de hojarasca se rechaza la hipotesis nula ya que la fijacion de N en los
sistemas de bosque fue significativamente mayor que en los sistemas de café a sol y con sombra
en las localidades de Jayuya y Lares. En la localidad de Las Marias se encontrd 1.9 veces mayor
fijacion de N en el bosque que en el agrosistema de café con sombra y la fijacion de N, en el
sistema de café a sol no fue significativamente diferente a la encontrada en el bosque ni en el

café con sombra.

A pesar de que la tasa de fijacion en hojarasca calculada para los sistemas de bosque es
mayor a la de los agrosistemas de café, ésta es menor a la encontrada en la hojarasca de otros
bosques. En la tabla 27 se presenta la fijacion de N, en hojarasca reportada para otros
ecosistemas. La fijacion de N, en hojarasca de otros estudios varia de 0.05 a 5.48 kg de N ha™
afio™. Mientras que en otros, la variacion en fijacién de N, a través del tiempo es poca (Heath et

al. 1988, O’Connell y Grove 1987). En los lugares donde se observa mucha variacion se debe
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principalmente a la temporada (Reed et al. 2007), tipo de bosque (Vitousek y Hobbie 2000),

edad del bosque y concentracion de nutrientes (Crews et al. 2000).

En este estudio la fijacion de N, varié de 0.102 a 0.224 g de N ha™ afio™. Uno de los
factores para que la tasa de fijacion de N, en estos bosques haya sido tan baja lo es la edad de los
bosques bajo estudio, menos de 30 afios. Las especies de arboles encontradas en estos bosques
son caracteristicas de bosques secundarios, mientras que los bosques utilizados para comparacién
son bosques maduros de mas de 30 afios de edad. Esto sugiere que los sistemas estudiados no se

han recuperado de la degradacion a la que fueron sometidos.

Tabla 26. Fijacion asimbidtica de nitrégeno en hojarasca de ecosistemas de bosque

Regidn Fijacion de N, en hojarasca Referencias

South Westland, Nueva 1 .x 1 .
Zelandia 1-2 kg N ha™ afio Menge y Hedin 2009

B |
Bosque hamedo tropical, 0.36 kg N ha™ afio™™ en temporada seca a

Costa Rica 5.48 kg N ha™ afio™ en temporada Reed et al. 2007
himeda

Isla Chiloé, Chile 0.23-2.26 kg N ha™* afio™ Pérez et al. 2003

Hawaii 0.05-1.25 kg N ha™* afio™ Crews et al. 2000
0.2- 1.0 kg N ha™* durante

Bosques himedos descomposicion (bosque humedo : i

secoqs, Hawaii ’ 4.3 kg I\Fl)ha'1 durgnteqdescomposi)cién Vitousek y Hobbie 2000

(bosque seco)

0-5 nmol C,H, g peso seco™ h™* (25 dias)

Bosque hiimedo, Hawaii  20-45 nmol C,H, g peso seco™ h™* (70 Igg;n pson y Vitousek
dias)

Oregon, USA 0.4-1.1 kg N ha™ afio™ Heath et al. 1988

Suroeste, Australia 0.4-2.0 kg N ha™ afio™ O'Connell y Grove 1987

North Carolina, USA 0.63 kg N ha™ afio™ Todd et al. 1978

La tasa de fijacion de N, mensual en hojarasca en la localidad de Jayuya no fue
significativamente diferente entre los meses en el sistema de café a pleno sol. Sin embargo, en el
agrosistema de café con sombra se obtuvo la menor tasa de fijacion de N, en los meses de mayo
y agosto aunque ésta solo fue significativamente diferente a la fijacion encontrada para el mes de
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abril. En el sistema de bosque se encontro significativamente mayor fijacion de N, los meses que
hubo mayor precipitacion, agosto y septiembre. En la localidad de Lares no se encontraron
diferencias significativas en fijacion de N, entre los meses en los sistemas de café a sol y bosque.
En el sistema de café con sombra se obtuvo significativamente mayor fijacién de N, en el mes de
junio. En este mes se obtuvo relativamente la misma precipitacion que para los meses de mayo y
julio por lo que deben existir otros factores ademas de la precipitacion que afecten la fijacion de
N en este sistema. En la localidad de Las Marias sélo se encontraron diferencias significativas
entre los meses en el sistema de café a sol. En los otros dos sistemas, café con sombra y bosque,

no se obtuvieron diferencias significativas entre los meses.

A diferencia de la poca variabilidad encontrada entre los meses en este estudio, Reed et al.
(2007) reportaron diferencias en fijacion de N, en hojarasca por temporada, ocurriendo la mayor
en la temporada de lluvia. De igual forma, O’Connell y Grove (1987) encontraron menor fijacion
de N en el verano, cuando hay menor humedad, y mayor fijacion de N en la primavera cuando
la humedad es alta y la temperatura aumenta en bosques del suroeste de Australia. Factores como
la humedad (Roskoski 1980b) y la temperatura pueden afectar la fijacion de N, por temporada
(Hicks et al. 2003). Los cambios en precipitacion pueden afectar concentraciones de Py N en la
hojarasca (Wood et al. 2005) y concentraciones de C organico disuelto (Reed et al. 2007) que a
su vez pueden afectar la fijacion de N, a través del tiempo. Por lo tanto, cuando se estiman tasas
de fijacion de N, anual se deben considerar las interacciones estacionales de factores abioticos
(Hicks et al. 2003).

Las diferencias observadas en fijacién de N, entre los meses en los sistemas de café con
sombra y bosque en la localidad de Jayuya, en el café con sombra en Lares y en el sistema de
café a sol en Las Marias deben estar influenciadas por otros factores no influenciados
directamente por la humedad. Las medidas de precipitacion en estas localidades fueron tomadas
de promedios mensuales obtenidos por estaciones permanentes del Centro de Investigacion
Atmosférica del Caribe en la Universidad de Puerto Rico en Mayagtiez cerca de los lugares bajo
estudio. Por lo tanto, no se tienen medidas de precipitacion en los lugares exactos y dias de

recoleccion o cercanos a la recoleccion. Tampoco se tienen medidas de concentracion de
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nutrientes en la hojarasca los dias de muestreo. La concentracion de nutrientes en la hojarasca
puede variar temporalmente por la precipitacién (Wood et al. 2005) y a su vez puede afectar la
fijacion de N,. Debido a que no se tomaron medidas de precipitacion, temperatura, concentracion
de nutrientes en los lugares y dias exactos en que se tomaron las muestras, no se puede concluir
cuales factores tuvieron efecto en las diferencias en fijacion de N, mensual. Por lo tanto, se
recomienda para futuros estudios tomar medidas para determinar el efecto de estos factores en la

fijacion de N, a través del tiempo.

La fijacion de N, por bacterias heterotroficas en la hojarasca se puede ver afectada por
varios factores, ademas de los ya discutidos. Uno de los factores es la calidad de la hojarasca
expresada como el contenido de lignina o la relacion C:N. Algunos autores han encontrado que
la hojarasca con bajo contenido de carbono o altas concentraciones de lignina inhiben la
descomposicion y fijacion heterotréfica de N, (Vitousek y Hobbie 2000, Thompson y Vitousek
1997). Sin embargo, la relacion C:N encontrada en la hojarasca de los sistemas bajo estudio varia
de 15 a 24 (Tabla 28, Lopez 2008), siendo la menor en el bosque de Jayuya y la mayor en el
bosque de Lares. Estos valores no son lo suficientemente bajos para inhibir la fijacion de
nitrogeno. Por lo tanto, deben existir otros factores afectando la fijacion de nitrégeno en estos

lugares.

Tabla 27. Contenido anual de C, N y la razon C:N en la hojarasca proveniente de los ecosistemas
en Jayuya, Lares y Las Marias

Ecosistema  Componente Localidad -
Jayuya Lares Las Marias

CSL 648 a 612 a 536 a
CSM C (kgha'afio’) 1095 b 1132b 1111b
BQS 733 ab 960 b 941 b
CSL 32a 29 a 32a
CSM N (kgha'afio’) 50 b 50 b 56 b
BQS 49 ab 39 ab 4lab
CSL 20a 2l1a 17 a
CSM Razén C:N 22 a 23 a 20 a
BQS 15b 24 ab 23 ab

*Letras distintas en una misma localidad indican diferencias significativas (Tukey, p<0.05).
CSL =Café a sol, CSM= Café con sombra, BQS= Bosque. Tomado de L6pez (2008)

60



Por otro lado, la relacion C:N del suelo también puede afectar la fijacion de N, en la
hojarasca. Valores de la relacion C:N menores de 10 pueden inhibir la fijacion de N,. Ademas, la
actividad de fijacion de N, por cianobacterias puede aumentar con un aumento en la relacion
C:N (Liengen y Olsen 1997). La relacion C:N en el suelo de todos los ecosistemas estudiados fue

menor a 10 lo que puede explicar la baja tasa de fijacion de N, (Tabla 29).

Otros autores indican que la inhibicion de fijacion de N, por N combinado puede estar
mas relacionada con la relacion de N:P disponible (Eisele et al. 1989, Smith 1992). La adicion de
P al suelo estimula la fijacidon heterotrofica de N (Crews et. al. 2000, Vitousek y Hobbie 2000,
Vitousek 1999). En los ecosistemas bajo estudio se encontré una concentracion de P alta en el
bosque de Jayuya y en el bosque y el sistema de café con sombra de Lares, mientras que en Las
Marias la concentracion de P fue la mas baja (Tabla 29). No se encontrd relacion entre la

concentracion de Py la fijacion de N3 en las localidades ni en los agrosistemas.

Tabla 28. Propiedades quimicas de los suelos estudiados a una profundidad de 0-20 cm en café a
sol (CSL), café con sombra (CSM) y bosque (BQS)

. . PHH20  PHkcl Niotal MO Chotal C:N P
Localidad Ecosistema
% mg kg™
CSL 4.25 3.58 0.26 2.78 1.24 4,77 9.85
Jayuya CSM 4.61 3.66 0.34 4.10 1.83 5.38 11.79
BQS 4.87 3.95 0.44 5.18 2.42 5.50 25.10
CSL 4.29 3.64 0.19 2.82 1.27 6.68 10.47
Lares CSM 4.49 3.75 0.21 2.84 1.26 6.00 24.24
BQS 4,52 3.79 0.30 3.56 2.59 8.63 28.24
CSL 431 3.71 0.28 3.36 1.50 5.36 5.64
Las Marias CSM 4.32 3.75 0.32 4.43 1.98 6.19 7.18
BQS 5.92 5.14 0.35 5.96 2.66 7.60 7.67

pHu20= pH en agua, pHy= pH con 1M KCI, Ny= nitrogeno total, MO = materia organica, Ciy,.= carbono total,
C:N= Relacién carbono-nitrégeno y P= fésforo disponible.
Tomado de L6pez (2008)

La disponibilidad de algunos micronutrientes también afecta la fijacion de N,. Uno de los
nutrientes que no se evalud y puede afectar grandemente la fijacion de N, es el molibdeno (Mo).
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Recientemente se ha encontrado que la falta de Mo solamente, puede limitar la fijacion de

nitrégeno por bacterias heterotréficas de vida libre (Barron et al. 2009).

Otros factores como el pH y la humedad del suelo han demostrado tener un efecto en la
fijacion de N,. Crews et al. (2000) encontraron que el aumento en pH tuvo un efecto
significativo en el aumento de la fijacion de nitrogeno por organismos heterotroficos. En los
ecosistemas estudiados el pH de los suelos fue &cido variando de 4.25 a 5.92 (Tabla 29), lo que
puede disminuir la actividad de bacterias diazotréficas en estos sistemas (Sprent y Sprent 1990).
La humedad también puede afectar la fijacion de N, (Reed et al. 2007). En este estudio, para
evaluar el efecto de humedad sélo se tomé en consideracion la precipitacion mensual en los
lugares. Un futuro trabajo debe medir la humedad de la hojarasca y el suelo al momento del

muestreo.

La aportacion anual de hojarasca en los ecosistemas bajo estudio es menor a lo reportado
por otros autores (Lépez 2008). Esto puede influir la fijacion de N, en la hojarasca ya que mayor
cantidad de materia organica estimula la actividad de bacterias fijadoras de N, (Granhall y
Lindberg 1980). Si en estos ecosistemas hay menor cantidad de materia organica es posible que
el habitat sea desfavorable para los microorganismos fijadores. Ademas, la materia organica
tiene una alta capacidad de retener agua por lo tanto, es posible que en estos ecosistemas haya
menos capacidad de retencion de agua y por ende un habitat menos adecuado para los
microorganismos fijadores que los sistemas usados para comparar.

Muiltiples factores se intersectan en la zona de estudio que han demostrado limitar la
capacidad de fijacion de N, en el suelo y diferentes sustratos. La combinacion de todos estos
factores y su interaccion con la fijacion de nitrogeno, sugiere que los sistemas de bosque humedo
secundario en esta zona tienen una menor capacidad de fijacién de nitrégeno y que otros

modelos comparativos deben ser usados para esta zona.

6.2.2 Fijacion de nitrogeno en filosfera de plantas de café

En el componente de la fildsfera de las plantas de café, se acepta la hipotesis nula. La

fijacion promedio de N, en éste fue similar en los dos agrosistemas. La fijacion de N, promedio
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fue menor a la reportada por Roskoski (1980a) pero los resultados coinciden en la poca o
ninguna variacion entre los agrosistemas. Por lo tanto, la ausencia o presencia de sombra no
afecta el microambiente de los epifilos fijadores de N de forma que causen diferencias en la tasa
de fijacion (Roskoski 1980a).

La fijacion de N, en la filésfera de las plantas de café en los dos agrosistemas bajo
estudio (café a sol y con sombra) vari6 de 0 a 0.16 nmoles de N fijado hoja™ dia™. La tasa de
fijacion de N, encontrada por Roskoski (1980a) en hojas de café con epifilos varia de 0.1 a 9.1
nmoles N fijado hoja™ dia™. La tasa de fijacion anual calculada en su estudio fue baja, variando
de 0.7 g de N ha™ afio™ en las parcelas de café sin sombra a 1.4 g de N ha® afio” para las
parcelas con sombra. Ademas, encontrd que las tasas de reduccién de acetileno fueron similares
a traves del afio. En este estudio la fijacion de N, en la filosfera fue menor a la reportada por
Roskoski (1980a) y estas no variaron a través de los meses. En la localidad de Las Marias la
fijacion de N, en la filésfera fue de 0.06 y 0.2 g de N hectarea™ afio™ en el café con sombra y el
café a sol respectivamente. Se puede observar tres veces mayor fijacion de N, en el café a sol
posiblemente por la mayor densidad de plantas en este. Murty (1983) calculé tasas de reduccién
de acetileno mayores a las encontradas en el café, de 37.36 a 230.36 nmoles de C,H, g* hora™
para algunas plantas de valor econémico, como la mora (Morus indica) y Eleusine coracana.

Esto sugiere que la planta de café tiene baja capacidad de fijar N, en su fildsfera.

La tasa promedio mensual fue similar en todas las localidades y agrosistemas a través de
los seis meses. En la unica localidad donde se encontraron diferencias significativas fue en
Jayuya en el agrosistema de café a sol. Estas fueron en el mes de febrero, cuando se obtuvo
significativamente mayor fijacion de N, que en los meses de junio y septiembre. Las diferencias
encontradas en estos meses deben estar influenciadas por otros factores ademéas de la
precipitacion ya que en el mes de febrero hubo menos precipitacion que en los meses de junio y
septiembre. Por los resultados obtenidos se puede decir que los factores microambientales que
controlan la fijacién de N en la superficie de las hojas son constantes a través de los meses
(Roskoski 1980a).
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Existen varios factores que afectan la fijacion de N, en la filésfera, desde los compuestos
nitrogenados que entran por medio de la lluvia hasta el N disponible en el suelo. Los compuestos
nitrogenados de la lluvia pueden estar supliendo el N suficiente a la filésfera (Roskoski 1980a).
Por otro lado, la lluvia también puede diluir la concentracion de carbohidratos en la superficie de
las hojas (Ruinen 1974), que los microorganismos de vida libre necesitan para su energia. En el
suelo, concentraciones altas de N pueden disminuir exudacion de carbohidratos por las hojas, lo
que puede afectar la fijacion de N, por epifilos. En este caso el porciento de N en el suelo de los
ecosistemas estudiados varia de 0.2 a 0.3, lo cual se encuentran en un rango intermedio (Mufiiz-

Torres 1986) y no debe afectar la fijacion de N,.

La nutricion mineral de las plantas va a tener efecto en la fijacion de N, en la filosfera. Si
la planta tiene deficiencias nutricionales va a disminuir el crecimiento de microorganismos
fijadores y por ende la fijacion de N, la cual es dependiente de la disponibilidad de Mo y Fe.
Como en la fijacion en hojarasca la fijacion en la filosfera puede ser inhibida por altos niveles de
O, (Ruinen 1974). Se especula nuevamente que altos niveles de O,, bajos niveles de humedad y
un posible déficit nutricional en el suelo contribuyen a la baja fijacién de nitrgeno en estos

sistemas.

Uno de los factores mas importantes para la fijacion de N, en la filosfera es la
disponibilidad de agua en la superficie de las hojas, la cual se puede afectar en 2 a 3 dias sin
lluvia (Freiberg 1998). A medida que la hoja se seca la fijacion de N, puede disminuir
draméaticamente (Bentley 1987). La variacion en humedad en la superficie de la hoja puede
afectar la transferencia de nutrientes de la hoja a la filésfera y por lo tanto, al desarrollo de
poblaciones en la filésfera (Ruinen 1961). Existe la posibilidad de que las hojas hayan perdido
humedad en los frascos donde se tomaron las muestras, lo que pudo haber disminuido la fijacion
de N>. Si los organismos tienen un suministro de agua suficiente, la tasa de fijacion de N, va a
depender de la intensidad de luz y la temperatura del aire (Freiberg 1998), a mayor intensidad de
luz, mayor fijacion de N, (Freiberg 1998, Bentley 1987). Para futuros estudios se deben
considerar estos factores y tomar medidas de disponibilidad de agua en la superficie de las hojas,

temperatura e intensidad de luz al momento de medir la reduccién de acetileno.
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También se ha reportado que la fijacion de N se puede mantener sélo si el valor de C/N
de los lixiviados de la hoja es mayor a 10 (Bessems 1973 citado por Murty 1983). La razén C/N
en el suelo de todos los lugares bajo estudio fue menor de 10. Por lo tanto, es posible que los
lixiviados de las hojas de café tengan una razon C/N menor de 10 y estén afectando la fijacion de
N en estos ecosistemas. Se recomienda evaluar la razon C/N de los lixiviados de las hojas para

determinar si éste es uno de los factores afectando la fijacion de N, en estas localidades.

Ademas, se desconoce si existe una poblacién de bacterias fijadoras en la filosfera del
café de los agrosistemas estudiados, lo que puede limitar la fijacién de N,. Para trabajos futuros
se recomienda evaluar las poblaciones de microorganismos presentes en la fildsfera del café. Es
posible que a pesar de que exista una poblacion de microorganismos fijadores de N, en estos
sistemas, la fijacion sea baja como han encontrado Gajendiran y Mahadevan (1989) o como
sugiere Roskoski (1980a), la fijacion de N, en la filosfera del café es poco significativa. Algunos
investigadores piensan que los estimados que han sido reportados de fijacion de N, para la
fildsfera son muy altos (Jones 1982). Por lo tanto, se deben evaluar todos los factores que afecten
la fijacion de N, en este habitat para poder llegar a conclusiones mas precisas.

Furnkranz et al. (2008) encontraron que la fijacion de N, en la filosfera varia de acuerdo
a la especie de la planta hospedera y estd mayormente mediada por microorganismos asociados
con epifitas como briofitas. Las hojas evaluadas en este estudio no se observaron con
crecimiento de epifitas. Los resultados obtenidos por Murty (1983) indican que plantas con
superficies de hoja poco permeable a nutrientes tienen menor capacidad de fijar N, en la
filésfera. Por lo tanto, con los resultados obtenidos por Roskoski (1980a) y los obtenidos en este

estudio se podria concluir que el café tiene poca capacidad para fijar N, en su fildsfera.

6.2.3 Fijacion de nitrogeno en liquenes

La fijacion de N, por liquenes no fue significativamente diferente entre los ecosistemas,
por lo tanto, se acepta la hipotesis nula. La tasa promedio de reduccidn de acetileno obtenida

para todos los agrosistemas fue 0.0010 nmol C,H; cm™ hora™ 0 0.085 nmoles de C,H, producido
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g de peso seco™ hora™. Estas son menores a las reportadas por otros autores. Matzek y Vitousek
(2003) encontraron tasas de reduccién de acetileno de 0.1532 a 2.988 nmoles de C,H, producido
cm hora™ para el liquen Pseudocyphellaria crocata en Hawaii. Para liquenes foliosos en Nueva
Zelandia, Menge y Hedin (2009) reportaron tasas de reduccion de acetileno de menos de 0.024 a
61.5 nmol C,H4 cm™ hora™. En Madrid se han reportado tasas de 1.62 a 96.14 nmoles de C,H,4
producido g de peso seco™ hora™ con minimos de 0.14 a 0.21 nmoles de C,H, producido g de
peso seco™ hora™ (Miiller et al. 1989) los cuales se acercan a los valores maximos obtenidos en
los ecosistemas de café a sol y con sombra, 1.41 y 0.55 nmoles de C,H, producido g de peso

seco™ hora™, respectivamente.

Miiller et al. (1989) ademas, encontraron fluctuaciones en reduccion de acetileno muy
marcadas a lo largo del afio. En este estudio no se encontraron diferencias significativas en
fijacion de N, por liquenes entre los meses. Es posible que en estas localidades los factores
microambientales que afectan la fijacion de N, en los liquenes sean constantes a través del
tiempo. Tampoco se encontraron diferencias significativas entre ecosistemas. Por lo tanto, es
posible que la ausencia o presencia de sombra no afecte el microambiente de los liquenes de

forma que causen diferencias en la tasa de fijacion.

Los sistemas bajo estudio, a diferencia de los utilizados para comparacion, son sistemas
manejados y altamente perturbados. El ecosistema de bosque bajo estudio es de menos de treinta
afios de edad, mientras que los bosques de otros estudios tomados para comparacion son bosques
maduros. Por esta razén, el area cubierta por liquenes en el bosque es hasta 50 veces menor al
area cubierta por liquenes en otros estudios como el de Matzek y Vitousek (2003) y el de Menge
y Hedin (2009). Es posible que las tasas bajas en reduccion de acetileno también estén
relacionadas con las especies de liquenes muestreados. En los bosques bajo estudio se utilizaron
liquenes de crecimiento crustoso mayormente, mientras que en los agrosistemas de café se
observaron mayormente liquenes de crecimiento folioso. La mayoria de los estudios reportan
fijacion de N, para especies de liquenes foliosos. En el estudio de Menge y Hedin (2009) casi
todo el N fijado por liquenes provenia de liquenes foliosos. Por lo tanto, es posible que las
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especies de liquenes encontradas en el bosque (liquenes crustosos mayormente) tengan menor

capacidad de fijar N, que los liquenes de crecimiento folioso.

En términos de area, se encontr6 que en el bosque se puede fijar significativamente méas
N2 que en los ecosistemas de café, posiblemente por la mayor densidad de liquenes en el bosque.
La densidad promedio de liquenes encontrada en el bosque fue 36 m? ha™, mientras que en los
agrosistemas de café a sol y con sombra fue 2.5 y 1.6 m® ha* respectivamente. En el ecosistema
de bosque se calcularon 0.02 g de N hectarea™ afio™, mientras que en los ecosistemas de café a
sol y con sombra se fijaron 0.0017 y 0.0009 g de N hectarea™ afio™* respectivamente. A pesar de
que en el bosque se observa mayor fijacion, ésta es menor de lo que se ha reportado para
liquenes en otros ecosistemas. Matzek y Vitousek (2003), utilizando la técnica de reduccion de
acetileno, observaron fijacion entre 0.0024 a 0.0781 kg de N hectarea™ afio® por
Pseudocyphellaria crocata y otros liquenes en bosques lluviosos de Hawaii. Para Stereocaulon
vulvani con la misma técnica se han reportado tasas de fijacion de N, de 0.2 a 0.45 kg de N ha™
afio (Kurina y Vitousek 2001). En Nueva Zelandia se han reportado tasas de fijacién de N por
liquenes de 0.02 a 2.0 kg de N ha™ afio™ (Menge y Hedin 2009). Mientras, en Colombia se
calculo la tasa de fijacion de N, por liquenes para un bosque lluvioso entre 1.5 a 8 kg de N

hectarea™ afio™ (Forman 1975).

Se observd en las tres localidades que la fijacion de N, en liquenes no fue
significativamente diferente entre los ecosistemas y los rangos de fijacion de N, encontrados son
menores a lo que se ha reportado. Ademas de los factores discutidos anteriormente que afectan la
fijacion de Ny, en el caso de los liquenes se destacan otros factores. No s6lo la disponibilidad de
N controla la tasa de fijacion, sino que puede estar mas directamente relacionada con la relacion
N:P en el tallo de las plantas, mientras menor sea la relacion mayor es la fijacion de N (Bentley
1987, Matzek y Vitousek 2003, Benner et al. 2007). También el exudado de las hojas de las
plantas puede constituir una fuente importante de nutrientes a los liquenes y altas
concentraciones de N o poco P en estos pueden reducir la fijacion (Matzek y Vitousek 2003). Por
ualtimo, los liquenes dependen més de la atmosfera que del suelo para nutrientes, lo que aumenta

las posibles variables que influyen en la fijacion de nitrogeno por los liquenes.
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6.2.4 Fijacion de nitrégeno en suelo

6.2.4.1 Suelo de plantas de cafe

En el suelo la hip6tesis nula se rechaza ya que se encontraron diferencias significativas en
fijacion de N; entre el sistema de café con sombra y el sistema de café a sol en las localidades de
Jayuya y Las Marias. En estas dos localidades se encontr6 significativamente mayor fijacion de
N en el suelo de café con sombra que en el suelo de café a sol. La tasa promedio de fijacion de
N calculada para el suelo de las plantas de café fue 0.027 kg de N ha™ afio™ en el sistema a
pleno sol. En el sistema de café con sombra la tasa de fijacion promedio de N fue 0.042 kg de N
ha™ afio™, mientras que en el suelo de bosque la tasa de fijacion de N fue 0.034 kg de N ha™
afio™. Los valores més altos en fijacién de N, en el sistema de café con sombra demuestran que
los arboles fijadores de N, estan fijando N. En la localidad de Lares no se encontraron
diferencias significativas entre los sistemas por lo tanto, se acepta la hipdtesis nula. En esta
localidad a diferencia de las otras dos, no se observaron nodulos en las raices de los arboles
fijadores ya que el sistema de manejo en el café con sombra de esta localidad es més intensivo

(mayor uso de agroquimicos) que en el café con sombra de Jayuya y Las Marias.

El promedio de fijacion de N, calculado en las tres localidades y ecosistemas fue menor
al encontrado en otros estudios. En la localidad de Las Marias en el sistema de café con sombra
se obtuvo el promedio de fijacion de N, més alto (0.054 kg de N ha™ afio™). La fijacion de N,
calculada para suelos de café por Roskoski (1982) fue de 0.5 kg de N ha™ afio™ y no encontré
diferencias en fijacion de N, a traves del tiempo ni entre sistemas de manejo. Unkovich y
Baldock (2008) haciendo referencia a otros estudios sostienen que los insumos de N por medio
de la fijacion asimbidtica no son de importancia agronémica en muchas ocasiones. Estos
promedian tasas de fijacion de N, asimbidtica de < 10 kg de N ha’ afio® en cereales en
Australia. Giller (2001) también sostiene que la cantidad de N fijado por bacterias de vida libre

en el suelo de diferentes cultivos no excede 5 kg de N ha™ afio™.
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La actividad de la nitrogenasa en las tres localidades y ecosistemas vari6 de 0.005 a 0.012
nmoles de C,H, g de peso seco™ dia™. Los valores observados en el agrosistema de café con
sombra en Jayuya (0.010 nmoles de C,H, g de peso seco™ dia™) y Las Marias (0.012 nmoles de
C,H4 g de peso seco™ dia™), se acercan a los encontrados por Perotti et al. (1995) en suelos
agricolas de Argentina. Esto sugiere que los sistemas agricolas tienen baja capacidad de fijar
nitrégeno, a menos que se aumente la disponibilidad de C y disminuya la presencia de N

inorganico.

En el sistema de bosque se calcularon tasas de fijacion de N, promedio de 0.17 a 0.23 kg
de N ha™ afio™. Estos valores son menores a los encontrados en otros bosques tropicales, donde
se han encontrado tasas de fijacion de N, de 0.26 kg de N ha™ afio™ en época seca a 2.71 kg de N
ha™ afio™ (Reed et al. 2007). En bosques maduros del oeste de Estados Unidos se han encontrado
tasas de fijacion de N, de 0.178 a 0.656 kg de N ha™ afio™ (Jurgensen et al. 1991). En la revisién
realizada por Jurgensen et al. (1991) también se han encontrado variaciones en fijacion de N,
anual las cuales varian segun fluctuaciones en temperatura y humedad de suelo anual. En este
estudio no se observaron diferencias significativas en la fijacion de N, mensual en el ecosistema
de bosque en las localidades de Lares y Las Marias. Sin embargo, en la localidad de Jayuya se
observaron diferencias significativas pero estas no se correlacionan con la precipitacion
promedio obtenida en los meses evaluados. Por lo tanto, existen otros factores como humedad y

temperatura de suelo que se deben evaluar en futuros experimentos que afectan la fijacion de N,.

En bosques de Ontario se han encontrado tasas de fijacion de N, asimbi6tico de < 1 kg de
N ha® afio™ (Hendrickson 1990) en suelo. Mientras que en bosques siempreverdes de Chile se
han reportado valores de 0.03 kg de N ha™ afio™ (Pérez et al. 2003). Los valores de fijacion de
N, calculados en este estudio, muestran que la fijacion de N en el suelo de los ecosistemas de
bosque se encuentra dentro de los rangos obtenidos en otros estudios, pero son valores bajos
dentro de estos rangos. Un factor que puede influir en las bajas tasas de fijacion de N,
encontradas en este estudio lo es el grado de degradacion de los suelos. Los ecosistemas de
bosque estudiados son bosques secundarios de no mas de 30 afios de edad, mientras que los

69



bosques tomados de referencia son mayormente bosques primarios o de mas de 20 afios de

abandono.

6.2.4.2 Suelo de Inga vera

La tasa promedio de fijacién de N, calculada en el suelo alrededor de arboles de Inga
vera fue 4.9 g de N ha™ afio™. Se pudo observar en las localidades de Jayuya y Las Marias que
en el suelo alrededor de Inga hay significativamente mayor fijacion de N, que en el suelo
alrededor de plantas de café a pleno sol. En la localidad de Lares no se encontraron diferencias
significativas en fijacién de N, en suelo. En los analisis quimicos de suelo realizados por Lopez
(2008), la unica diferencia que existe entre este suelo y el de las otras localidades es el porciento
de materia organica (MO). El porciento de MO en esta localidad es menor que en las otras
localidades lo que podria disminuir la actividad microbiana (Albrecht et al. 2004). Sin embargo,
el bosque y el agrosistema de café con sombra contienen mayor cantidad de P que las otras
localidades (Lopez 2008). Por lo tanto, en esta localidad debe haber una interaccion de factores

ambientales reduciendo la fijacion de No.

La actividad de la nitrogenasa en el suelo de Inga vari6 de 0.005 a 0.015 nmoles de C,H,
g de peso seco™ dia™ en Lares y Jayuya respectivamente. Perotti et al. (1995) encontré actividad
de la nitrogenasa de trazas a 0.023 nmoles de C,H,4 g de peso seco™ dia™ en suelos agricolas. Los
valores encontrados en Jayuya y Las Marias estdn dentro de este rango. Sin embargo, la
actividad de la nitrogenasa en Lares fue menor. Esto sugiere que los sistemas agricolas tienen
baja capacidad de fijar nitr6geno, a menos que se aumente la disponibilidad de C y disminuya la
presencia de N inorgénico.

En cuanto a la fijacion de N; en el suelo de los agrosistemas de café y de bosque, ésta vario

26.9 2 42.08 g de N ha™ afio™. Al igual que para los otros sustratos, la fijacion de N encontrada

en el suelo fue menor a la reportada en otros bosques tropicales. Solo los valores encontrados en

el agrosistema de sombra se acercan a los valores mas bajos de fijacion asimbidtica de N,

encontrados por Reed et al. (2007) en la temporada seca en Hawaii (0.26 kg de N ha™ afio™). Se
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debe tener en cuenta que los bosques utilizados para comparacién son bosques primarios
mientras que los bosques en este estudio han sido perturbados y no tienen mas de treinta afios de
edad. Esto sugiere que el suelo en estos ecosistemas no se ha recuperado, ya que pueden pasar
décadas o siglos en lo que el carbono y los nutrientes del suelo se recuperan después de la

vegetacion haber sido perturbada (Jackson et al. 2000).

Los valores de fijacion de N, encontrados en el suelo se acercan mas a los que se han
encontrado en bosques templados. En Chile, Pérez et al. (2003) encontraron una tasa de fijacion
de N, de 0.03 kg de N ha™ afio™. Hendrickson (1990) reporta < 1 kg de N ha™ afio para bosques
en Ontario y Jurgensen et al. (1991) encontraron de 0.18 a 2.89 kg de N ha™ afio™* para bosques
en el Noroeste de Estados Unidos. Varios estudios en diferentes ecosistemas naturales en Estados
Unidos han reportado tasas desde < 0.01 a 8.53 kg de N ha™ afio™ (Todd et al. 1978, Grant y
Binkley 1987, DiStefano y Gholz 1989, Barkmann y Schwintzer 1998).

Al hacer comparaciones con otros sistemas se debe tener en cuenta que para medir la
fijacion de N, cada experimento se lleva a cabo bajo diferentes condiciones experimentales.
Ademas, algunos estudios se llevan a cabo por cortos periodos de tiempo (1 afio 0 menos) y
Jurgensen et al. (1991) encontré que las fluctuaciones en fijacion de N, por afio pueden ser
considerables. La variabilidad estacional también puede ser grande y muchos valores reportados
de bosque se basan en material colectado en un solo punto en el tiempo (Heath et al. 1988). Esta
es una de las desventajas principales de la técnica de reduccion de acetileno. En este estudio se
hicieron grandes extrapolaciones para poder comparar los resultados obtenidos con los
reportados por otros autores. Por otra parte, el factor de conversion de reduccion de acetileno a
fijacion de N, varia de acuerdo al sustrato que se utilice. Por lo tanto, en futuros estudios se debe
utilizar la técnica de >N para calibrar la técnica de reduccién de acetileno y encontrar un factor

de conversion para cada sustrato.

Tanto la fijacion simbiodtica como la fijacion por organismos heterotrofos de vida libre
dependen de muchos factores ambientales. El factor limitante principal en la fijacion de N, por
organismos de vida libre es la humedad (Son 2001). En algunos estudios la actividad de la
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nitrogenasa ha sido minima a menos de 30% de humedad de suelo (Hofmockel y Schlesinger
2007) y otros estudios han reportado aumento en fijacién de N, con un aumento en humedad de
suelo (Burgoyne 2007).

La relacion N:P es otro factor importante. Varios estudios han reportado mayor actividad
de nitrogenasa cuando la relacion N:P es baja (Reed et. al. 2007, Vitousek 1999, Eisele et. al.
1989). De la misma forma la relacion C:N afecta la fijacion de N,, ya que las bacterias
heterotréficas obtienen su energia de compuestos organicos (Hofmockel y Schlesinger 2007,
Perotti et. al. 1995). La relacion C:N en todos los suelos estudiados era menor de 10, lo que
puede reducir las tasas de fijacion de N.

Otro factor que no se tomo en consideracion en este estudio y se ha determinado que puede
limitar la fijacion de N, por bacterias heterotréficas de vida libre, es la disponibilidad de Mo
(Barron et al. 2009). Barron et al. (2009), sugiere que la limitacion de molibdeno puede ser
comun en suelos &cidos del tropico y altamente meteorizados. Por lo tanto, todos estos factores
limitantes deben ser estudiados para un mayor entendimiento del ciclo de N en el sistema
agroforestal en Puerto Rico.

En base a los datos obtenidos se puede decir que se encontré menos variabilidad en la tasa
de fijacion de N, en los sistemas estudiados de lo que se ha encontrado en otros estudios.
Ademas, se encontraron pocas diferencias significativas entre los sistemas de manejo lo que
sugiere que la fertilizacion y/o alta degradacion de los suelos bajo estudio sea un factor
importante que afecta la fijacion de N,. En adicion, el historial de manejo de las fincas es uno de
fertilizacion quimica y previos estudios sugieren una degradacion de los micronutrientes
disponibles en estos suelos. Esto sustenta los resultados observados de baja fijacion de nitrégeno

posiblemente a causa de la falta de micronutrientes, especialmente Mo.

6.2.5 Fijacion total de nitrogeno

Los componentes estudiados en el sistema de café con sombra demostraron tener mayor

capacidad de fijar N que los componentes en el sistema de café a sol. En el café con sombra se
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fijo dos veces mas N que en el café a sol en las localidades de Jayuya y Las Marias. En estas
localidades se fijaron en promedio 59.67 g de N ha™ afio™ en el café con sombra y 25.65 g de N
ha™ afio™ en el café a sol. En el bosque secundario se calculé un promedio de fijacion de N de
2.8 pug de N m? hora™, menor a lo reportado recientemente por Cusack et al. (2009), 95 a 120 ug

de N m™ hora™, para bosques maduros de alta y baja elevacion en Puerto Rico.

De los componentes estudiados el que demostrd tener mayor capacidad de fijar N fue el
suelo. Al igual que se ha encontrado en bosques templados del hemisferio norte donde se ha
encontrado que la mayor fijacién asimbiotica ocurre en el suelo, mientras que en bosques
templados del hemisferio sur se ha encontrado que la mayor fijacién asimbiotica de N ocurre en
la hojarasca (Pérez et al. 2003). Sin embargo, en este estudio se pudo haber medido tanto fijacion
simbiotica como asimbioética en el suelo. En el café con sombra de Jayuya no se pudo medir la
fijacion de N por unidad de area de liquenes y hojas ya que el agricultor cambio sus practicas de
manejo en esta area. A pesar de esto, la fijacion de N obtenida en los liquenes y hojas no fue

significativa.

6.3 Contenido de Nitrogeno en Hojas de Café

La concentracion de N en las hojas de café vario de 2.61 a 3.39 % (Tabla 22). Estos valores
se encuentran dentro de los niveles adecuados para el café (Conjunto Tecnoldgico para la
Produccion de Café 1999) y mayores a los encontrados en otros estudios de café con sombra
(Aranguren et al. 1982, Alpizar et al. 1985). El contenido de N en las hojas de la localidad de
Las Marias fue significativamente mayor en el cultivo de café con sombra que en el café a pleno
sol. Resultados similares fueron obtenidos por Dossa et al. (2008), lo que sugiere una mejor
nutricion de N para el café cultivado con sombra de Inga.

En las localidades de Jayuya y Lares no se pudieron observar diferencias en el contenido de
N en las hojas del agrosistema a sol y con sombra ya que existen varios factores que pueden
afectar el contenido de N en las plantas. El contenido de N puede variar a través del crecimiento

de las plantas (Fahl et al. 1992, Quintero y Ataroff 1998), por el sistema de cultivo (Dossa et al.
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2008) o nivel de irradiacion (Seemann et al. 1987), por la época del afio (Quintero y Ataroff
1998) y por el nivel de fertilizacion (Vicente-Chandler et al. 1968).

El contenido de N en la biomasa de las hojas de café vari6 de 27.79 a 50.48 kg de N ha™
(Tabla 22). En el agrosistema de café a sol en la localidad de Jayuya y Lares se observé mayor
contenido de N debido a la mayor densidad de plantas que se encuentra en este sistema. En la
localidad de Las Marias se observé mayor contenido de N en el agrosistema de café con sombra
como se ha reportado en otros estudios con sombra de leguminosas. Aranguren et al. (1982)
reportaron 61.7 kg de N ha® para el cultivo de café con sombra. Alpizar et al. (1985),
comparando dos sistemas de sombra, encontraron 46.2 kg de N ha™ en cultivos de café con laurel
(4rbol maderable) y 67.0 kg de N ha™ en cultivos de café con pord (leguminosa). Mientras que
Quintero y Ataroff (1998) encontraron 110 kg de N ha™ contenido en las hojas de café a plena
exposicion solar. Los valores encontrados en los agrosistemas con sombra son menores a lo
reportado por otros autores ya que la densidad de plantas en las fincas bajo estudio es menor a la
de otros estudios. Si los agrosistemas de café con sombra se comportan como los de Las Marias
éste podria aportar mas N de su biomasa al sistema que el café sembrado a pleno sol. Ademas del
N que puedan contener las plantas de café también los arboles de leguminosas pueden aportar de
340 kg de N ha™ (Alpizar et al. 1985) hasta 718 kg de N ha™ (Dossa et al. 2008) de su biomasa

para aumentar asi la capacidad de los agrosistemas de café con sombra de reciclar el N.

6.3.1 Contenido N en agrosistemas de café en Las Marias

El contenido de 8'°N encontrado en el arbol de leguminosa en el café, Inga vera, fue de
2.42. Este valor se aproxima a valores de 8'°N de plantas no fijadoras y es mayor al valor
encontrado en el arbol no fijador. En otros estudios se han encontrado valores desde 0.04 a 4.91
en diferentes especies del género Inga (Leblanc et al. 2005, Koponen et al. 2003, Roggy et al.
1999a). En estos estudios a pesar de que los valores de 8'°N para Inga spp. han sido mayores a
los de arboles no fijadores han podido probar la fijacion de N, potencial por otros métodos como
concentracion de N en la hoja, nodulacién, actividad de la nitrogenasa y dilucién de *°N. En este
estudio se observo la presencia de nddulos en Inga vera. La actividad de la nitrogenasa en el
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suelo del sistema de café con Inga vera fue mayor a la del sistema de café a sol. Por lo tanto, es

posible que la Inga vera en este sistema esté fijando N,.

El valor mayor de 8'"°N en hojas de Inga vera que en Guarea guidonia, puede estar
relacionado a diferencias en discriminacién de °N en la asimilacion de N, fijacién de N,
metabolismo de la planta, diferentes micorrizas (Hogberg 1997, Handley y Raven 1992) en la
Inga o por diferentes fuentes de N del suelo (Roggy et al. 1999a). El género Inga es heterogéneo
taxonomicamente y ecoldgicamente (Lawrence et al. 1995), por lo que se puede afectar la
confiabilidad de los estimados de >N (Hégberg 1997, Handley y Raven 1992). Algunas especies
de Inga resultan con un valor de 8*°N alto en las hojas (Koponen et al. 2003, Roggy et al. 1999a,
Roggy et al. 1999b), por lo tanto, pueden tener un metabolismo de N que favorece el N
(Hogberg 1997, Handley y Raven 1992) pero otras parecen no tener esta discriminacion ya que
presentan valores bajos de 8N tipico de plantas fijadoras (Roggy et al. 1999b). Algunos
estudios han encontrado que las hojas de Inga edulis tienen mayor porciento de 8'°N que raices
(Nygren y Leblanc 2009, Leblanc et al. 2009). Mientras otros estudios han encontrado valores
similares de exceso del 4&tomo °N en hojas, tallo y raices de Inga edulis (Leblanc et al. 2007).
Por lo tanto, se deben realizar mas estudios de abundancia natural de N en Inga vera en
diferentes 6rganos del arbol, en diferentes tipos de suelo y con otras técnicas para comprobar la

fijacién de N, por esta especie.

El arbol no fijador, Guarea guidonia, es una especie nativa de Puerto Rico (Weaver
1988). Una razon para que el valor de 8*°N fuera més bajo en esta especie que en la Inga vera es
la diferencia que puede existir en el consumo de NO3 y NH,4 por esta especie. Turnbull et al.
(1996) encontraron una gama de especies de arboles exhibiendo una preferencia marcada por
consumo de amonio sobre nitrato en diferentes ecosistemas naturales en Australia. En el estudio
de Roggy et al. (1999b) donde evaluaron diferentes especies de arboles fijadores y no fijadores,
encontraron mucha variabilidad en el valor de 8'°N entre especies de &rboles no fijadores. Otra
posible explicacion para el valor bajo de 8'°N en esta especie lo es la diferencia que puede haber
de N en el suelo de bosque y en el suelo de café con sombra. Vitousek et al. (1989) encontraron

valores negativos de 5'°N en plantas control, no fijadoras, posiblemente por diferentes valores de
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8'°N encontrados en el suelo. Danso et al. (1992) citando a otros autores afirma que el 5'°N en
ecosistemas naturales es usualmente menor que en suelos agricolas. Por lo tanto, se debe evaluar
la abundancia natural de *°N en los suelos bajo estudio. Como también se debe evaluar la especie
G. guidonia como &rbol de referencia para estudios de abundancia natural de *°N ya que éste es

un arbol comin en los bosques secundarios de Puerto Rico.

En un estudio evaluando la dindmica de *°N en un cacaotal encontraron valores més bajos
de "N en raices de plantas de cacao cerca de una especie fijadora de N, versus raices de cacao
sin contacto con la especie fijadora (Leblanc et al. 2009). De igual forma, en estudios con café se
ha encontrado menor valor de **N en hojas de café cerca de arboles fijadores que en hojas de
café lejos (Snoeck et al. 2000). Los resultados obtenidos en este estudio difieren de estos otros
estudios ya que las hojas de café cerca de I. vera presentaron mayor porciento de N que las
hojas de café sin I. vera. Como ya se ha discutido, uno de los factores que pudo afectar el
contenido de 5N en las hojas es la variabilidad en >N que existe en diferentes tipos de suelo. Es
posible que en sistemas agroforestales de café mayores de 5 a 7 afios se afecten los valores de
>N (Grossman et al. 2006). Por esta razén, Grossman et al. (2006) y Van Kessel et al. (1994)
sugieren que el método de abundancia natural de >N no es adecuado para sistemas agroforestales
bien establecidos (méas de 6 afios). Para llegar a estas conclusiones, en Puerto Rico se deben
realizar otros estudios utilizando el método de abundancia natural de *°N junto con otros métodos
como reduccion de acetileno y concentracion de N total entre otros. En futuros estudios se deben
muestrear mas arboles y plantas de café y se debe evaluar el §'°N en diferentes partes de las

plantas y en el suelo.

6.4 Biomasa Aérea y Almacenamiento de Carbono

6.4.1 Biomasa y carbono almacenado en plantas de café

La biomasa aérea en las plantas de café vari6 de 6.02 a 10.59 toneladas hectarea™. El

contenido promedio de C en la biomasa fue de 4.33 para el agrosistema de café a sol y 3.21 para
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el agrosistema con sombra. Los valores en el agrosistema a sol son mayores debido a la alta

densidad de plantas en estos sistemas a diferencia de los agrosistemas con sombra.

Estos valores se encuentran dentro del rango reportado en otros estudios realizados en
diversos agroecosistemas de café. Polzot (2004) report6 biomasa de 2.9 a 7.0 toneladas hectérea™
y a su vez un almacenaje de C de 1.4 a 3.5 toneladas hectérea™ para el cultivo de café creciendo
bajo diferentes tipos de sombra. Suarez Pascua (2002) encontré biomasa de 0.4 a 5.6 y
almacenamiento de C de 0.2 a 2.8 toneladas hectérea™. Para Centroamérica Vaast (2005) reporta
rangos de secuestracion de carbono para cafetos de 4 a 10 ton de C ha™. Fournier (1996) report6
8.4 toneladas de C ha™ en plantas de café creciendo bajo sombra de Erythrina poeppigiana,

valores més altos a los encontrados en este y otros estudios.

6.4.2 Biomasa y carbono almacenado en arboles de sombra

Se encontré que los arboles de sombra para café pueden contener en su biomasa un
promedio de 21.20 ton ha™ de C. Esta cifra es mayor al contenido de C que se ha encontrado en
agrosistemas de café con Inga sp. solamente, donde se ha encontrado un contenido de C de 7.6
ton ha™ (Polzot 2004). Los valores de contenido de C de los arboles de sombra en Lares y Las
Marias estan méas cercanos a las cifras encontradas en plantaciones de café con Inga sp. Sin
embargo, el contenido de C en los arboles de sombra de Jayuya es aun mayor al encontrado en
plantaciones de café con sombra diversificada (33.2 ton/ha) (Polzot 2004). En Jayuya se obtuvo
un contenido mayor de C debido a que los arboles en esta finca tenian diametros méas grandes y

mayor altura.

Polzot (2004) report6 contenido de C de 7.6 ton ha™ en agroecosistemas con érboles de

Inga sp. mientras que en sistemas con sombra diversificada encontr valores mayores de 20.

Kirsten y Burschel (1993) reportaron que los arboles de sombra en plantaciones agroforestales

pueden almacenar de 3 a 25 toneladas de C ha™. Suarez Pascua (2002) también reportd valores

de 1.9 a 17.5 ton de C ha™ en sistemas agroforestales con sombra de Inga sp. solamente. La

capacidad de almacenamiento de los sistemas agroforestales va a depender de la densidad de
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siembra, edad y especies y del uso previo de la tierra (Vaast 2005). Estos resultados confirman
que a mayor numero de arboles y tamafio aumenta el potencial de los agrosistemas de café con

sombra como fuentes de secuestracion de C.

6.4.3 Biomasa y carbono almacenado en sistemas de bosque secundario

En los sistemas de bosque estudiados se encontré un promedio de biomasa aérea y
contenido de C de 85.33 y 42.83 ton ha™ respectivamente. En Costa Rica, la biomasa aérea total
encontrada en un bosque secundario fue de 99.9 ton ha™ y la fijacién de C de 46.4 ton ha™
(Chacdn et al. 2007). Segun Aide et al. (2000), la biomasa aérea para un bosque secundario en
Puerto Rico después de 15 afios de abandono se acerca a las 100 ton ha™. La secuestracién de C
equivalente para esta biomasa es de 50.0 ton ha™. Sin embargo, en Brazil se han encontrado
valores de biomasa aérea total en bosques secundarios de 12 a 14 afios de abandono de 128.1 ton
ha™ equivalente a 64.05 ton ha® de C almacenado (Feldpausch et al. 2004). Los valores de
biomasa aérea y secuestracion de C encontrados en el sistema de bosque secundario son mas
bajos pero se acercan a los encontrados en otros bosques de Costa Rica y Puerto Rico. Por lo
tanto, los bosques utilizados en el estudio sirven como control para comparar la secuestracion de

C en los agrosistemas de café.
6.4.4 Carbono almacenado en suelo

La cantidad de carbono almacenado en el suelo varié de 25.7 a 56.4 ton de C ha™,
encontrandose la mayor concentracion de C en el suelo de bosque y la menor en el suelo del
sistema de café a sol. La concentracion de C encontrada en el suelo de bosque se acerca al
promedio de contenido de C en suelos de bosques secundarios de 50 afios en Puerto Rico,
aproximadamente 62 ton de C ha™ (Brown y Lugo 1990). El contenido de C en los agrosistemas
de café se acerca al contenido promedio de C en suelos de pasturas y areas agricolas,
aproximadamente 25 ton de C ha™ (Brown y Lugo 1990). La cantidad de C que se encuentra en
los suelos de Puerto Rico es menor a la de otros paises continentales. Avila-Vargas (2000)

encontré en Costa Rica de 108.63 a 184.43 ton de C ha en el suelo de diferentes sistemas
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agroforestales, donde obtuvo el mayor almacenamiento en el suelo de café con Erythrina. En
Nicaragua Suarez-Pascua (2002) encontré de 112 a 188 ton de C ha™, donde obtuvo el mayor
contenido de C en sistemas con rangos de altura de menos de 5 m y sistemas de café con Inga.
Mena-Mosquera (2008) también presenta un promedio de almacenamiento de C para diferentes
agrosistemas dentro de estos rangos, 102 ton de C ha™. Ademas existen varios factores como
composicién mineral del suelo, textura, profundidad, densidad aparente y aireacion que pueden

afectar el secuestro de carbono en el suelo.

Si se compara el almacenamiento de C en la biomasa aérea y en el suelo, se puede observar
que en el suelo se almacena mayor cantidad de C. Lal (2004) afirma que la cantidad de C en el
suelo es 3.3 veces mayor a la de la atmdsfera y 4.5 veces mayor a la bidtica. En el unico sistema
donde es significativa la diferencia en contenido de C en el suelo y la biomasa aérea es en el
sistema de café a sol, donde el contenido de C en el suelo es siete veces mayor al de la biomasa

aérea. En los sistemas de café con sombra y bosque la diferencia no es significativa.

Si se observa el contenido de C total, en la biomasa aérea y en el suelo en los tres
ecosistemas, se puede notar que en el bosque hay mayor almacenamiento de C que en los
agrosistemas de café. Se puede observar que el contenido de C en el agrosistema de café con
sombra es 1.6 veces mayor al contenido de C en el café a sol. Por lo tanto, los sistemas
agroforestales de café tienen mayor capacidad de almacenar C en su biomasa y en el suelo que

los sistemas agricolas de café a pleno sol.
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7 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El agrosistema de café con sombra tiene la capacidad de fijar mayor cantidad de N que el
sistema de café a sol.

Los agrosistemas de café a sol muestran tener mayor produccién de café que los sistemas de
café con sombra y por ende extraen mayor cantidad de N y nutrientes del sistema por lo que
los insumos en este sistema deben ser mayores.

La fijacion de N; en la hojarasca fue consistentemente mayor en el ecosistema de bosque y
no hubo diferencias significativas entre los dos agrosistemas de café en las tres localidades.
En la filésfera de las plantas de café, no se encontraron diferencias significativas entre los
agrosistemas de café a pleno sol y con sombra. Por lo tanto, la ausencia o presencia de
sombra no afectd la fijacion de N en este componente ni hubo variacion entre los meses.

En la fijacion de N, por liquenes no se encontraron diferencias significativas entre
ecosistemas ni entre los meses.

La mayor fijacion de N, se obtuvo en el suelo ya que en éste se obtuvo fijacion tanto
asimbidtica como simbidtica. En el agrosistema de café con sombra se obtuvo
significativamente mayor fijacion de N en el suelo que en el agrosistema de café a sol en las
localidades de Jayuya y Las Marias. No se encontraron diferencias significativas en fijacion
de N entre el suelo a 0.5y 1.2 m de distancia de la Inga.

La tasa de fijacion de N, en los agrosistemas de café y bosque en Puerto Rico tiende a ser
mas baja y menos variable a la de otros sistemas inclusive sistemas tropicales comparables.
Para futuros estudios en fijacion de Ny, se deben evaluar los factores que afectan este proceso
como disponibilidad de C, N, P y Mo en el suelo, humedad del suelo, contenido de lignina de
la hojarasca y residuos organicos, respiracion y tasa de descomposicion.

Debido a la alta variabilidad en la técnica de reduccién de acetileno y los valores bajos
encontrados en este estudio, futuros estudios que evalten tasa de fijacion de N, por medio de

esta técnica, deben ser calibrados con la técnica de >N para cada sistema que se examine.
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La tasa de fijacion depende en gran medida de la masa microbiana activa en el sustrato del
suelo. Un futuro proyecto debe analizar la masa microbiana activa en los diferentes
agrosistemas.

La biomasa aérea promedio en plantas de café a pleno sol fue de 8.65 ton ha™ conteniendo
4.33 ton de C ha™. En los sistemas de café con sombra la biomasa promedio fue 6.31 ton ha™
y el contenido de C en estas fue de 3.15 ton de C ha™. La biomasa aérea promedio en arboles
de sombra fue 42.41 ton ha™* conteniendo 21.20 ton de C ha™.

En el suelo se encontrd6 mayor contenido de carbono que en la biomasa aérea. Este vari6 de
32.1 (en el sistema de café a pleno sol) a 50.8 ton ha™ (en el bosque). En total se encontrd
mayor contenido de C en el agrosistema de café con sombra (59.65 ton de C ha™) que en el
sistema de café a pleno sol (36.42 ton de C ha™).

Se encontrd que los arboles en los sistemas agroforestales de café tienen la capacidad de
almacenar grandes cantidades de C en su biomasa. La capacidad de los sistemas
agroforestales de almacenar C va a depender de las especies de arboles, densidad a la que

estén sembrados, altura y diametro de éstos.
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9 APENDICES

Apéndice 1. Precipitacion y temperatura mensual para el afio 2008 en las localidades estudiadas

Jayuya Lares Las Marias

Mes Precip. Temp. Precip. Temp. Precip. Temp.

(mm) CO) (mm) CO) (mm) CO)
Enero 46.0 nd 46.2 19.2 113.3 19.5
Febrero 58.2 19.9 21.8 19.3 51.3 19.8
Marzo 122.7 19.4 52.1 19.4 70.6 19.3
Abril 177.8 20.1 243.6 20.4 186.4 20.4
Mayo 126.7 21.3 159.5 21.6 261.9 21.6
Junio 141.7 22.3 137.2 23.1 193.0 22.7
Julio 187.7 nd 136.7 22.8 224.3 22.7
Agosto 254.8 23.4 256.5 23.1 309.9 22.9
Septiembre 803.7 nd 594.9 23.0 686.1 21.6

Apéndice 2. Didmetro y altura de plantas de café en las zonas bajo estudio

Localidad Sistema Diametro (cm) Altura (m) Densidad de plantas

Jayuya Sol 6.1239 2.0183 4800
Sombra 5.6019 2.2833 3050

Lares Sol 7.6239 2.0300 2625
Sombra 7.0708 2.0450 2317

Las Marias Sol 6.2682 2.2567 3292
Sombra 5.7842 2.5400 2900
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Apéndice 3. ANOVA y prueba de Tukey (5%) para fijacion de N, promedio mensual en
hojarasca en sistema de bosque en Jayuya

Sistema Variable N R2 R2 Aj CV
BQ RAIZ microgramosN/g/ 35 0.45 0.35 41.73
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I1II)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 0.17 5 0.03 4.66 0.0030
Mes 0.17 5 0.03 4.66 0.0030
Error 0.21 29 0.01
Total 0.37 34

Test:Tukey AlTa=0.05 DMS=0.15051
Error: 0.0071 gl: 29

Mes Medias n
Mayo 0.14 5 A
Junio 0.15 6 A
Abril 0.17 6 A
Julio 0.18 6 A
Agosto 0.23 6 A B
Septiembre 0.34 6 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

Apéndice 4. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en hojarasca en sistema de café a
sol en Jayuya

Sistema Variable N R2 R2 Aj] CV
SL RAIZ microgramosN/g/ 36 0.07 0.00 31.27
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 3.9E-03 5 7.8E-04 0.45 0.8077
Mes 3.9E-03 5 7.8E-04 0.45 0.8077
Error 0.05 30 1.7E-03
Total 0.06 35

Apéndice 5. ANOVA y prueba de Tukey (5%) para fijacién de N, promedio mensual en
hojarasca en sistema de café con sombra en Jayuya

Sistema Variable N R2 R2 Aj CV
SM RA1Z_microgramosN/g/ 36 0.47 0.39 32.78
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1II)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 0.05 5 0.01 5.39 0.0012
Mes 0.05 5 0.01 5.39 0.0012
Error 0.06 30 1.9E-03
Total 0.11 35
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Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.07691
Error: 0.0019 gl: 30

Mes Medias n
Agosto 0.09 6 A
Mayo 0.09 6 A
Julio 0.12 6 A B
Septiembre 0.15 6 A B
Junio 0.16 6 A B
Abril 0.19 6 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

Apéndice 6. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en hojarasca en sistema de bosque
en Lares

Sistema Variable N R2 R2 Aj CV
BQ RAIZ microgramosN/g/ 36 0.18 0.05 38.89
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.02 5 4_1E-03 1.35 0.2706
Mes 0.02 5 4_1E-03 1.35 0.2706
Error 0.09 30 3.0E-03
Total 0.11 35

Apendice 7. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en hojarasca en sistema de café a
sol en Lares

Sistema Variable N R2 R2 Aj] CV
SL RAIZ microgramosN/g/ 36 0.05 0.00 54.24
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 0.01 5 1.5E-03 0.34 0.8874
Mes 0.01 5 1.5E-03 0.34 0.8874
Error 0.14 30 4 _.5E-03
Total 0.14 35
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Apéndice 8. ANOVA y prueba de Tukey para fijacion de N, promedio mensual en hojarasca en
sistema de café con sombra en Lares

Sistema Variable N R2 R2 Aj CV
SM RAIZ microgramosN/g/ 36 0.44 0.35 37.69
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I1II)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 0.04 5 0.01 4.73 0.0026
Mes 0.04 5 0.01 4.73 0.0026
Error 0.05 30 1.7E-03
Total 0.09 35

Test:Tukey AlTa=0.05 DMS=0.07191
Error: 0.0017 gl: 30

Mes Medias n
Julio 0.08 6 A
Abril 0.09 6 A
Mayo 0.10 6 A
Septiembre 0.10 6 A
Agosto 0.11 6 A
Junio 0.18 6 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

Apéndice 9. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en hojarasca en sistema de bosque
en Las Marias

Sistema Variable N R2 R2 Aj] CV
BQ RAIZ microgramosN/g/ 36 0.24 0.11 43.32
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.04 5 0.01 1.86 0.1312
Mes 0.04 5 0.01 1.86 0.1312
Error 0.13 30 4_4E-03
Total 0.17 35

Apéndice 10. ANOVA y prueba de Tukey (5%) para fijacion de N, promedio mensual en
hojarasca en sistema de café a sol en Las Marias

Sistema Variable N R=2 R2 Aj CV
SL RAIZ_microgramosN/g/ 36 0.43 0.34 30.78
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.04 5 0.01 4.54 0.0034
Mes 0.04 5 0.01 4.54 0.0034
Error 0.05 30 1.8E-03
Total 0.10 35
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Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.07482
Error: 0.0018 gl: 30

Mes Medias n
Agosto 0.10 6 A
Abril 0.10 6 A
Julio 0.12 6 A B
Junio 0.16 6 A B
Septiembre 0.17 6 A B
Mayo 0.18 6 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

Apéndice 11. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en hojarasca en sistema de café
con sombra en Las Marias

Sistema Variable N R2 R2 Aj CV
SM RAIZ _microgramosN/g/ 36 0.08 0.00 44.95
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1II)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 0.01 5 1.3E-03 0.50 0.7701
Mes 0.01 5 1.3E-03 0.50 0.7701
Error 0.08 30 2_6E-03
Total 0.09 35

Apendice 12. ANOVA vy prueba de Tukey (5%) para fijacion N, promedio mensual en hojas en
sistema de café a sol en Jayuya

Sistema Variable N R2 R2 Aj CV
SL microgramosN/g/mes 27 0.64 0.48 54.21
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 0.04 8 0.01 4.06 0.0065
Mes 0.04 8 0.01 4.06 0.0065
Error 0.02 18 1.3E-03
Total 0.07 26

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.10392
Error: 0.0013 gl: 18

Mes Medias n
Junio 0.02 3 A
Marzo 0.02 3 A
Septiembre 0.03 3 A
Abril 0.06 3 A B
Mayo 0.06 3 A B
Agosto 0.07 3 A B
Julio 0.08 3 A B
Enero 0.11 3 A B
Febrero 0.15 3 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)
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Apéndice 13. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en hojas en sistema de café con
sombra en Jayuya

Sistema Variable N R2 R2 Aj CV
SM microgramosN/g/mes 27 0.39 0.13 65.42
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I1II)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 0.01 8 1.5E-03 1.47 0.2365
Mes 0.01 8 1.5E-03 1.47 0.2365
Error 0.02 18 1.0E-03
Total 0.03 26

Apéndice 14. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en hojas en sistema de café a sol
en Lares

Sistema Variable N R2 R2 Aj CV
SL microgramosN/g/mes 24 0.33 0.04 60.10
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo II1I)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 0.01 7 1.1E-03 1.14 0.3849
Mes 0.01 7 1.1E-03 1.14 0.3849
Error 0.02 16 1.0E-03
Total 0.02 23

Apendice 15. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en hojas en sistema de café con
sombra en Lares

Sistema Variable N R2 R2 Aj CV
SM microgramosN/g/mes 24 0.42 0.17 48.66
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 0.01 7 2_0E-03 1.67 0.1877
Mes 0.01 7 2_0E-03 1.67 0.1877
Error 0.02 16 1.2E-03
Total 0.03 23
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Apéndice 16. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en hojas en sistema de café a sol
en Las Marias

Sistema Variable N R2 R2 Aj CV
SL microgramosN/g/mes 27 0.22 0.00 69.60
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I1II)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 0.02 8 2_.0E-03 0.64 0.7354
Mes 0.02 8 2.0E-03 0.64 0.7354
Error 0.06 18 3.1E-03
Total 0.07 26

Apéndice 17. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en hojas en sistema de café con
sombra en Las Marias

Sistema Variable N R2 R2 Aj CV
SM microgramosN/g/mes 27 0.33 0.04 45.60
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1II)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 0.01 8 1.7E-03 1.12 0.3932
Mes 0.01 8 1.7E-03 1.12 0.3932
Error 0.03 18 1.5E-03
Total 0.04 26

Apéndice 18. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en liquenes en sistema de bosque
en Jayuya

Sistema Variable N R2 R2 Aj Ccv
BQ LOG2_microgramosN/g/ 18 0.47 0.26 16746.20
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I1II)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 14.17 5 2.83 2.17 0.1263
Mes 14.17 5 2.83 2.17 0.1263
Error 15.68 12 1.31
Total 29.85 17
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Apéndice 19. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en liquenes en sistema de café a
sol en Jayuya

Sistema Variable N R2 R2 Aj Ccv
SL LOG2_ microgramosN/g/ 17 0.41 0.14 132.30
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1II)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 20.76 5 4.15 1.52 0.2601
Mes 20.76 5 4.15 1.52 0.2601
Error 29.98 11 2.73
Total 50.74 16

Apéndice 20. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en liquenes en sistema de café con
sombra en Jayuya

Sistema Variable N R2 R2 Aj Ccv
SM LOG2_ microgramosN/g/ 18 0.54 0.35 106.34
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1II)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 20.60 5 4.12 2.80 0.0669
Mes 20.60 5 4.12 2.80 0.0669
Error 17.67 12 1.47
Total 38.27 17

Apéndice 21. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en liquenes en sistema de bosque
en Lares

Sistema Variable N R2 R2 Aj Ccv
BQ LOG2_microgramosN/g/ 18 0.32 0.03 185.96
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1II)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 5.73 5 1.15 1.11 0.4042
Mes 5.73 5 1.15 1.11 0.4042
Error 12.38 12 1.03
Total 18.11 17
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Apéndice 22. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en liquenes en sistema de café a
sol en Lares

Sistema Variable N R2 R2 Aj Ccv
SL LOG2_ microgramosN/g/ 17 0.51 0.28 108.23
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1II)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 11.41 5 2.28 2.26 0.1211
Mes 11.41 5 2.28 2.26 0.1211
Error 11.12 11 1.01
Total 22.54 16

Apéndice 23. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en liquenes en sistema de café con
sombra en Lares

Sistema Variable N R2 R2 Aj Ccv
SM LOG2_microgramosN/g/ 18 0.50 0.29 182.12
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1II)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 12.21 5 2.44 2.39 0.1007
Mes 12.21 5 2.44 2.39 0.1007
Error 12.28 12 1.02
Total 24.49 17

Apéndice 24. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en liquenes en sistema de bosque
en Las Marias

Sistema Variable N R2 R2 Aj Ccv
BQ LOG2_microgramosN/g/ 18 0.34 0.07 167.36
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1II)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 5.38 5 1.08 1.24 0.3509
Mes 5.38 5 1.08 1.24 0.3509
Error 10.43 12 0.87
Total 15.80 17
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Apéndice 25. ANOVA para fijacion de N en liquenes en sistema de café a sol en Las Marias

Sistema Variable N R2 R2 Aj Cv
SL LOG2 microgramosN/g/ 18 0.29 3.4E-04 179.08
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 10.03 5 2.01 1.00 0.4576
Mes 10.03 5 2.01 1.00 0.4576
Error 24.05 12 2.00
Total 34.08 17

Apendice 26. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en liquenes en sistema de café con
sombra en Las Marias

Sistema Variable N R2  R2 Aj Cv
SM LOG2 microgramosN/g/ 18 0.16 0.00 1239.10
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 5.23 5 1.05 0.46 0.7955
Mes 5.23 5 1.05 0.46 0.7955
Error 27.02 12 2.25
Total 32.24 17

Apendice 27. ANOVA vy prueba de Tukey (5%) para fijacion de N, promedio mensual en suelo
de bosque en Jayuya

Sistema Variable N R2 R2 Aj CV
BQ RA1Z_gN/ha/mes 54 0.57 0.52 18.56
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 36.45 5 7.29 12.65 <0.0001
Mes 36.45 5 7.29 12.65 <0.0001
Error 27.65 48 0.58
Total 64.10 53

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.06359
Error: 0.5761 gl: 48

Mes Medias n
Junio 2.66 9 A
Mayo 3.54 9 A B
Julio 3.91 9 B C
Septiembre 4.64 9 C D
Agosto 4._.66 9 C D
Abril 5.11 9 D
Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)
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Apéndice 28. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en suelo de plantas de café a sol en

Jayuya

Sistema Variable N R2 R2 Aj CV
SL RAIZ_gN/ha/mes 54 0.11 0.01 17.43
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1II)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 1.85 5 0.37 1.14 0.3546
Mes 1.85 5 0.37 1.14 0.3546
Error 15.66 48 0.33
Total 17.52 53

Apéndice 29. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en suelo de plantas de café con
sombra en Jayuya

Sistema Variable N R2 R2 Aj CV
SM RA1Z gN/ha/mes 54 0.14 0.06 37.38
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1II)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 22.29 5 4.46 1.62 0.1730
Mes 22.29 5 4.46 1.62 0.1730
Error 132.15 48 2.75
Total 154.44 53

Apéndice 30. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en suelo de bosque en Lares

Sistema Variable N R2 R2 Aj] CV
BQ RAIZ gN/ha/mes 54 0.13 0.04 26.00
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 6.67 5 1.33 1.47 0.2158
Mes 6.67 5 1.33 1.47 0.2158
Error 43.42 48 0.90
Total 50.08 53
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Apéndice 31. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en suelo de plantas de café a sol

en Lares

Sistema Variable N R2 R2 Aj CV
SL RAIZ_gN/ha/mes 54 0.18 0.10 23.37
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1I1I)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 8.18 5 1.64 2.12 0.0791

Mes 8.18 5 1.64 2.12 0.0791

Error 37.08 48 0.77
Total 45.26 53

Apéndice 32. ANOVA vy prueba de Tukey (5%) para fijacion de N, promedio mensual en suelo
de plantas de café con sombra en Lares

Sistema Variable N R2 R2 Aj CV
SM RAIZ_gN/ha/mes 54 0.28 0.20 24.13
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1II)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 13.33 5 2.67 3.68 0.0067
Mes 13.33 5 2.67 3.68 0.0067
Error 34.75 48 0.72
Total 48.08 53

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.19235
Error: 0.7240 gl: 48

Mes Medias n
Abril 2.74 9 A
Agosto 3.11 9 A B
Septiembre 3.41 9 A B
Mayo 3.81 9 A B
Junio 3.88 9 A B
Julio 4.21 9 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

Apéndice 33. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en suelo de bosque en Las Marias

Sistema Variable N R=2 R2 Aj CV
BQ RAIZ_gN/ha/mes 54 0.17 0.08 35.08
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 20.38 5 4.08 1.98 0.0984
Mes 20.38 5 4.08 1.98 0.0984
Error 98.76 48 2.06
Total 119.14 53
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Apéndice 34. ANOVA para fijacion de N, promedio mensual en suelo de plantas de café a sol
en Las Marias

Sistema Variable N R2 R2 Aj CV
SL RAIZ_gN/ha/mes 54 0.10 0.01 18.62
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1I1I)
F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 2.69 5 0.54 1.12 0.3611
Mes 2.69 5 0.54 1.12 0.3611
Error 22.99 48 0.48
Total 25.68 53

Apéndice 35. ANOVA vy prueba de Tukey (5%) para fijacion de N2 promedio mensual en suelo
de plantas de café con sombra en Las Marias

Sistema Variable N R2 R2 Aj CV
SM RAIZ _gN/ha/mes 54 0.26 0.18 51.26
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1II)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 89.67 5 17.93 3.29 0.0123

Mes 89.67 5 17.93 3.29 0.0123
Error 261.46 48 5.45
Total 351.13 53

Test:Tukey AlTa=0.05 DMS=3.27058
Error: 5.4471 gl: 48

Mes Medias n
Mayo 3.60 9 A
Agosto 3.64 9 A
Septiembre 3.66 9 A
Abril 4.48 9 A B
Julio 4_66 9 A B
Junio 7.28 9 B

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)
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