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ES POSIBLE CARACTERIZAR EL ESTADO DEL
NITROGENO CON EL MEDIDOR DE
CLOROFILA EN MAIZ QUE PRESENTE
DEFICIENCIA DE AZUFRE?

Agustin Pagani, Hernan E. Echeverria, Fel;nando H. Andrade y
Hernan R. Sainz Rozas

Introduccion

El nitr6geno (N) es un nutriente fundamental en la produccion de maiz debido
a que es uno de los nutrientes determinantes en la acumulacién de
rendimiento (Uhart y Andrade, 1995). Se han desarrollado numerosos
métodos de diagnéstico del contenido de N basados en andlisis del suelo
(Uhart y Echeverria, 2002) o de material vegetal (Sainz Rozas et al., 2001).
Si bien los primeros son aceptables en el diagndstico de los requerimientos de
N, los métodos que utilizan material vegetal presentan la ventaja de integrar
factores climaticos, edaficos del sitio y factores propios del cultivo
(Echeverria y Sainz Rozas, 2005). Los andlisis que se conducen en material
vegetal se basan en la determinacion de alguna forma de N dentro de la
planta. Una alternativa a estos métodos es el empleo de instrumentos
portdtiles que cuantifican la intensidad de color verde de las hojas, lo que
elimina el proceso de toma y procesamiento de la muestra y el andlisis en el
laboratorio. La intensidad de color verde de la hoja estd relacionada con el
contenido de clorofila, el que a su vez se asocia con la concentracién de N
foliar (Wolfe et al., 1988). El instrumento mas utilizado es el medidor de
clorofila Minolta SPAD 502 ® que determina el indice de verdor (IV). El
empleo de esta herramienta ha sido de utilidad en numerosos cultivos,
especialmente en estadios avanzados de desarrollo (Blackmer y Schepers,
1995; Sainz Rozas y Echeverria, 1998).

En la préctica, es necesario relativizar las lecturas absolutas de IV logradas
con este instrumento debido a la diferente coloracion de los genotipos de maiz
y a las diferentes condiciones ambientales que pueden influir en la coloracién
del tejido de las hojas (Schepers et al., 1992; Jemison y Litle, 1996). Para
evitar estas interferencias es necesario establecer un drea dentro del lote
donde el N no sea limitante que sirve de referencia del médximo valor de IV,
lo que permite relativizar las lecturas absolutas a través del indice de
suficiencia de nitrégeno (ISN).

Por otra parte, se ha detectado la existencia de deficiencia de azufre (S) en el
norte y noreste de la Regiéon Pampeana en Argentina en algunos cultivos
(Martinez y Cordone, 1998; Ventimiglia, 2005), hecho que se hizo evidente
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en los ultimos afios en el trigo en el sudeste Bonaerense
(Reussi Calvo et al., 2006). Si bien no se habia
encontrado una respuesta generalizada en rendimiento a
la aplicacién de S en maiz (Echeverria, 2002),
recientemente Pagani et al. (2009) reportaron
moderadas respuestas a su aplicacion. La deficiencia de
S provoca un leve amarillamiento de las hojas, lo que
probablemente cambie las lecturas de IV y, por lo tanto,
la interaccién N / S podria derivar en situaciones que no
hagan viable el empleo del ISN para determinar el
estado de N del cultivo. Sin embargo, no se han
encontrado trabajos de investigacién que hayan
evaluado la utilidad de este indice cuando el Ny S se
encuentran en niveles limitantes.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la utilidad del ISN
y de un nuevo indice, también basado en la intensidad de
color verde de las hojas, para detectar deficiencia de N en
el cultivo de maiz en presencia de una deficiencia de S.

Materiales y métodos

Se realizaron cuatro experimentos en dos localidades de
la Regién Pampeana Argentina durante las campafas
2005-06,2006-07 y 2007-08. En la campana 2005-06 se
empled un experimento de larga duracién en la Estacion
Experimental INTA de Balcarce en adelante
denominado Balcarce I (Bce I), mientras que en la
campafia 2006-07 se realizaron dos experimentos, uno
en el mismo sitio denominado Balcarce II (Bce II) y otro
en la localidad de 9 de Julio denominado 9 de Julio I
(9dJ I). Durante la campafia 2007-08 se condujo un
cuarto experimento en 9 de Julio, en adelante
denominado 9 de Julio II (9dJ II). Los experimentos se
realizaron en los siguientes suelos: Bce I y Bee II en un
Argiudol tipico, 9dJ I en un Hapludol tipico y 9dJ II en
un Hapludol. Algunas caracteristicas de los suelos de los
tres experimentos a la siembra del maiz se presentan en
la Tabla 1. Todos los ensayos fueron fertilizados con
20-30 kg ha'! de fésforo (P), asegurando una elevada
disponibilidad. Las fuentes de N, P y S fueron urea
granulada (46-0-0), superfosfato triple (0-20-0) y sulfato
de calcio (20 % S, 16 % Ca), respectivamente.

En Bce I se emple6 un disefio en bloques completos
aleatorizados con tres repeticiones. El arreglo fue en

dos sistemas de labranza, convencional (LC) y directa (SD), y
la subparcela cuatro tratamientos de fertilizacion. Estos tltimos
fueron: testigo (T), azufre (S), nitrégeno (N) y nitrégeno més
azufre (NS). Se agregd N y S en cantidades no limitantes (N:
150kgha'!y S: 15 kg ha'). En Bee I1,9dJ Iy 9dJ 11, el sistema
de labranza utilizado fue SD y se utiliz6 un disefio en bloques
completos aleatorizados (tres repeticiones) con un arreglo
factorial de los tratamientos. Los factores utilizados fueron N,
con niveles de 0,50 y 100 kg ha'! para Bee Il y 0, 60, 120 kg
ha! para9dJ 1y 9dJ 'y S, con niveles de 0, 8 y 16 kg ha'! para
Beely9dJ1yO0, 5,10y 20 kg ha! para 9dJ II (Tabla 2).

Se realizaron determinaciones del IV (30 lecturas por
parcela) con el medidor de clorofila Minolta SPAD 502 ®
alos 51,55, 62,71 y 76 dias después de la emergencia
(DDE) en Bce I (V7, V8, VI1, VI3 y VI5,
respectivamente); 40, 56, 65,70,79 y 91 DDE en Bce 11
(V5,V8,V12,V13,V16 y R2, respectivamente); 26, 33,
50,55,66y 76 DDE en 9dJ I (V5, V6, V11, V13, V18
y R2, respectivamente); y 37, 43, 56, 63, 73 y 80 DDE
en 9dJ II (V6, V7, VI1, V14, VI8 y R2,
respectivamente). Las determinaciones del IV se
realizaron en la dltima hoja completamente expandida,
aproximadamente a la mitad de la distancia entre el tallo
y el dpice y a la mitad de la distancia entre el borde de
la hoja y la nervadura central (Blackmer y Schepers,
1995). El ISN se calculé de la siguiente manera:

ISN=1V, ./ IV ..
donde:
IV, e IV de los tratamientos donde N es
eventualmente limitante.
v . IV de los tratamientos donde N no es

max

limitante.

Un nuevo indice de N, denominado indice de verdor
relativo (IVR) se calcul6 de la siguiente manera:

IVR =1V, ../ IV
donde:
IV, IV de los tratamientos donde N es
eventualmente limitante.
IV ax IV de los tratamientos donde N o S no son

parcelas divididas, en donde la parcela principal fueron limitantes.
Tabla 1. Caracteristicas de los suelos de los sitios experimentales.
MO pH P N-NO;- S-S0,
% 1:2.5 mg kg'! kg ha! a 60 cm kg ha! a 60 cm
Bee I 53 59 19.8 66 36
Bee 11 53 53 8.0 88 31
9dJ 1 2.8 6.3 9.0 52 38
9dJ 11 2.3 6.4 18.1 61 30

)



Se determind el rendimiento en grano expresado a 14 %
de humedad. Se calcul6 el rendimiento relativo de
nitrégeno (RRN) de la siguiente manera:

RRN = Rto,,,. / RtOp

donde:

Rto,,. Rendimiento de los tratamientos donde N
es eventualmente limitante.

RtO ¢ Rendimiento de los tratamientos donde N
no es limitante.

Ademas, se calculo el rendimiento relativo de

nitrégeno-azufre (RR NS) de las siguiente manera:

RR NS = Rto,,,. / Rtoyg

donde:

Rto,,. Rendimiento de los tratamientos donde N
es eventualmente limitante.

Rt0ax Rendimiento de los tratamientos donde N y

S no son limitante.

El RRN y el ISN, asi como el RR NS y el IVR se
calcularon de manera andloga, es decir que los mismos
tratamientos fueron utilizados como denominadores de
ambos pares de indices.

Se realizaron andlisis de varianza y de regresion lineal
simple utilizando los procedimientos GLM y REG, respec-
tivamente, incluidos en las rutinas del programa Statistical
Analysis System. Cuando las diferencias entre tratamientos
fueron significativas, se empled la prueba de la diferencia
minima significativa (LSD). Para la comparacién entre dos
medias y entre dos rectas de regresion, se utilizé la prueba
de comparacién de medias (t de Student) y el andlisis de
coincidencia y paralelismo, respectivamente (SAS
Institute, 1996). En todos los andlisis realizados se utilizé
un nivel de significancia del 5 %.

Resultados y discusion
Evolucion de las precipitaciones

En Bee Iy 9d] I, las precipitaciones registradas durante
el ciclo del cultivo de maiz tuvieron una adecuada
distribucién, totalizando 490 y 594 mm, respec-
tivamente, por lo que la disponibilidad de agua no
habria limitado en forma significativa el crecimiento del
cultivo. Por su parte, en Bce II y 9dJ II, las
precipitaciones totales alcanzaron 522 y 453 mm, pero
con una inadecuada distribucion, ya que las lluvias no
fueron abundantes alrededor de la floracidn, situacion
que condicioné el rendimiento en ambos experimentos.

Rendimiento de grano

No se observé efecto a la interacciéon de N x S sobre los
rendimientos de ninguno de los cuatro experimentos. En
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Tabla 2. Rendimiento de grano de los cuatro
experimentos en funcion del sistema de labranza y la
adicion de Ny S (Bce I) y de la aplicacion de N y S
(Bece II, 9dJ I y 9dJ II). Letras iguales indican
diferencias no significativas.

-------- Tratamientos -------- Rendimiento
Labranza N S
kg ha’!
Bee
SD 0 0 8064 d
0 15 9026 cd
150 0 10 286 b
150 15 10635b
LC 0 0 9817 ¢
0 15 9642 ¢
150 0 11418 a
150 15 11872 a
Bee II
0 0 8234d
8 8185d
16 8 772 bc
50 0 8410 ¢
8 8991 b
16 8998 b
100 0 8482 ¢
8 9386 a
16 9383 a
9dJ 1
0 0 9742 d
8 9869 d
16 9998 d
60 0 12307 ¢
8 12455 ¢
16 12483 ¢
120 0 13929 b
8 14732 a
16 15399 a
9dJ 11
0 0 5501 f
5 6 490 ef
10 6701 de
20 6 467 ef
60 0 7 300 cde
5 7858 ¢
10 7786 cd
20 7975¢
120 0 9467 b
5 9 544 ab
10 10 183 ab
20 10 606 a
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general, los resultados de este trabajo en términos de
rendimiento coinciden con los obtenidos en el norte de la
Provincia de Buenos Aires por Ferraris y Couretot (2006).

En Bce I se registré un efecto significativo del sistema
de labranza (p<0.01), siendo mayores los rendimientos
bajo LC que bajo SD (Tabla 2), resultados que
coinciden con los de Dominguez et al. (2001). El efecto
del N sobre los rendimientos fue el de mayor
importancia (p<0.01), con una respuesta promedio de
1916 kg ha'! (Tabla 2), indicando que este nutriente es
el que limit6 en mayor medida el crecimiento del
cultivo. Con respecto al S, si bien la respuesta no fue
significativa (p<0.22), se observé un incremento
promedio del rendimiento (a través de los sistemas de
labranza) de 400 kg ha'! por la adicion de dicho
nutriente (Tabla 2).

En Bce II, las reducidas precipitaciones alrededor del
periodo critico de floracion limitaron el rendimiento.
Sin embargo, se registré un efecto significativo de N y
S (p<0.01) siendo las respuestas medias de 382 y 682 kg
ha! para la adicion de 50 y 100 kg N hal,
respectivamente 'y de 499 y 697 kg ha! para el
agregado de 8 y 16 kg S ha'!, respectivamente (Tabla 2).
Las respuestas de magnitud similar a N y S se
explicarian por la relativamente alta disponibilidad de N
y por la baja disponibilidad de S en el suelo (Tabla 1).

En 9dJ I se determind un efecto significativo de ambos
nutrientes (p<0.01), siendo las respuestas medias de
2545 y 4817 kg ha'! a la aplicaciéon de 60 y 120 kg N
ha'l, respectivamente, y de 360 y 624 kg ha'! a la adicién
de 8 y 16 kg S ha'!, respectivamente (Tabla 2). Los
incrementos de rendimiento debidos a la adicién de S
coinciden con los reportados por otros autores en la
Regién Pampeana Norte (Fontanetto et al., 2000). Si
bien en este experimento no se observd efecto de
interacciéon de N x S (p=0.11), se evidencié una clara
tendencia de aumento de rendimiento en la mayor dosis
de N con la adicion de S (804 y 1471 kg ha'! para las
dosis de 8 y 16 kg S ha’l, respectivamente), hecho que
no ocurrid en los otros dos niveles de N.

En 9dJ II se determiné un efecto significativo de ambos
nutrientes (p<0.01), con las respuestas medias de 1 440
y 3661 kg ha'! a la aplicacién de 60 y 120 kg N hal,
respectivamente, y de 541,800 y 926 kg ha'! a la adicion
de 5,10y 20 kg S ha-!, respectivamente (Tabla 2).

La razén de no haber encontrado respuesta a la
interacciéon de N x S probablemente se deba a las
moderadas deficiencias de N y S que se presentaron,
sobre todo en Bce I y Bee II. Cuando se incrementa el
nivel de las deficiencias, como ocurrié en 9dJ I, se
evidenciaron indicios de interaccién entre ambos
nutrientes (p=0.11).
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Figura 1. Evolucion del indice de verdor (IV) a través del
ciclo del cultivo para los cuatro experimentos, las
flechas indican los momentos de floracion y los
asteriscos, efecto significativo de S.
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Indice de verdor

En Bce I se encontré interacciéon de N x labranza
(p<0.05) en el IV en las dos tultimas épocas de
determinacién. Los tratamientos sin N mostraron
mayores IV en LC que en SD con valores de 45.7 y 43
unidades SPAD, respectiva-mente (promedio de todas
las determinaciones), mientras que los tratamientos con
N no mostraron diferencias entre LC y SD con 47.7 y
47.5 unidades SPAD, respectivamente (Figura 1). E1 IV
de los tratamientos con N fue generalmente mayor al de
los tratamientos sin este nutriente (promedio de 47.6 y
44 4 unidades SPAD, respectivamente). Estos valores
concuerdan con los reportados por Blackmer y Schepers
(1995) y Sainz Rozas y Echeverria (1998). No se
encontrd interaccion de N x S pero la aplicacién de S
incrementd el IV (p<0.05) determinado a los 71 y 76
DDE (Figura 1).

En Bcee 11, la adicion de N increment? el IV (p<0.05) en
todas las épocas de determinacion con lecturas
promedio de 46.2, 49.0 y 50.5 unidades SPAD para 0,
50, y 100 kg N ha'!, respectivamente. No se encontrd
interaccion de N x S en ninguna de la épocas de
determinacion. Se observo efecto del S a los 56 DDE
con lecturas promedio de 48.6, 48.4 y 49.4 unidades
SPAD para las dosis de 0, 8, y 16 kg S ha’l,
respectivamente (Figura 1).
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El N increment6 el IV (p<0.05) en todas las épocas de
determinacién en 9dJ I con lecturas promedio de 43.3,
499 y 52 .4 unidades SPAD para dosis de 0,60 y 120 kg
N ha'l, respectivamente (Figura 1). No se observé
interaccién de N x S pero el S increment6 el IV alos 33
y 76 DDE (p<0.05) (Figura 1).

En 9dJ II se observaron incrementos significativos
(p<0.05) del IV en todos las épocas de determinacién
como respuesta a la adicién de N con lecturas promedio
de 42.1,45.0 y 47.5 unidades SPAD para dosis de 0, 60
y 120 kg N ha'l, respectivamente y en las tltimas tres
épocas de aplicacién de S (p<0.05). Sélo se observo
interaccioén significativa de N x S (p<0.02) a los 63 DDE
(Figura 1).

Relacion entre IV y rendimiento

En Bce I se observaron relaciones lineales y positivas
entre el rendimiento y el IV (p<0.01) (datos no
mostrados). Los coeficientes de determinacion de las
regresiones fueron 0.47,0.72,0.79,0.51 y 0.82 para las
épocas de 51, 55, 62, 71 y 76 DDE, respectivamente.
Estos resultados coinciden con los reportados por
Blackmer y Schepers (1995) y Sainz Rozas y Echeverria
(1998), quienes atribuyen el bajo valor predictivo del IV
en estados tempranos del ciclo de maiz las bajas
temperaturas ambientales que generalmente se registran
durante las primeras fases del ciclo del cultivo limitando

Tabla 3. Indice de suficiencia de N (ISN), indice de verdor relativo (IVR) y valor p para cada época de determinacion

de IV para los cuatro experimentos.

Indice Dias después de la emergencia
Bee I
51 55 71 76 -
ISN 0.98 0.98 0.99 0.98 0.95 -
IVR 0.95 0.93 0.96 0.90 091 -
valor p 0.10 0.13 0.11 0.001 0.10 -
Bee II
40 56 70 79 91
ISN 0.99 0.98 0.97 0.96 0.96 0.94
IVR 0.93 0.96 0.96 0.95 0.96 1.00
valor p 0.01 0.11 0.35 042 0.58 0.15
9dJ I
26 33 55 66 76
ISN 0.90 0.97 0.95 0.94 0.92 0.95
IVR 091 091 0.93 091 091 0.89
valor p 045 0.10 0.24 0.19 043 0.20
9dJ I
37 43 63 73 80
ISN 0.89 091 0.90 0.92 0.88 0.88
IVR 0.89 0.87 0.87 0.86 0.83 0.81
valor p 0.51 0.23 0.19 0.03 0.05 0.02
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Figura 2. Relacién entre el rendimiento relativo de
nitrogeno (RR N) y el ISN (cuadrados verdes, linea
continua), y el rendimiento relativo de nitrogeno-
azufre (RR NS) y el IVR (cuadrados azules, linea
discontinua) para distintas épocas de determinacion.
Datos de los cuatro experimentos.

la sintesis de clorofila (Dwyer et al., 1991) y en los
aportes tardios de N por mineralizacién.

En Bce II, la regresién entre las lecturas de IV y el
rendimiento fue significativa (p<0.03) para todas las épocas
de determinacién, a excepcion de la dltima (91 DDE). Los
coeficientes de determinacion de las regresiones lineales
fueron 0.52, 0.55, 0.50, 0.50, 0.55 y 0.10 para las
mediciones de IV hechas a los 40, 56, 65,70,79 y 91 DDE,
respectivamente. En este experimento se observé que los
valores de R? no mejoraron a medida que avanzé el ciclo
del cultivo, lo que se explicaria por el marcado déficit
hidrico que sufri6 el cultivo a partir de 80 DDE.

En la localidad 9 de Julio, se encontré una muy estrecha
asociacion entre el IV y el rendimiento en todas las épocas
de medicidén (p<0.01). Los coeficientes de determinacién
de las regresiones lineales en 9dJ I fueron 0.88,0.83,0.92,
0.88,0.95 y 0.94 para las mediciones de IV a los 26, 33,
50,55,66y 76 DDE, respectivamente, y en 9d J I de 0.84,
0.91,0.89,0.88,0.87 y 0.93 para los 37,43, 56, 63,73, 80
DDE, respectivamente. Estos valores difieren de los
reportados por Ferrari et al. (2000), quienes trabajando en
el centro-norte de la Provincia de Buenos Aires y sur de
Santa Fe, no encontraron relaciones entre las lecturas del
medidor de clorofila y el rendimiento del maiz en épocas
tempranas del ciclo y en etapas posteriores encontraron
ajustes de menor magnitud a los aqui presentados. Estos
elevados R? pueden deberse en primer lugar a las
adecuadas condiciones hidricas que se registraron durante
todo el ciclo del cultivo y a que la localidad 9 de Julio
presenta, generalmente, mayores temperaturas que las
registradas en Balcarce, sobre todo en los primeros etapas
del cultivo. Ademds, el estrés por N que se presentd en los
experimentos de la localidad 9 de Julio fue de mayor
magnitud en comparacién con los otros dos sitios de
Balcarce, lo que permitié que los rangos de IV y de
rendimientos sean mayores en 9 de Julio. Esta
caracteristica también contribuyé al mejor valor
explicativo de la segunda variable en funcién de la
primera.

Comparacion de indices

Con el objetivo de determinar si el efecto del S sobre el
IV es lo suficientemente importante como para alterar el
ISN, se empled la prueba de comparacién de medias
(test t de Student) entre el ISN y el IVR. El IVR es un
nuevo indice propuesto para ser utilizado en situaciones
en las que se supone que podrian existir deficiencias de
S. La Tabla 3 muestra que los valores de IVR tendieron
a ser menores que los de ISN para la mayoria de épocas
de determinacién. El promedio de todas las épocas de
determinacion fue 5, 2, 3 y 4 % menor para Bce I, Bce
II, 9dJ I 'y 9dJ 1II, respectivamente. Estos resultados son
consecuencia de los mayores valores de IV observados
en los tratamientos con N y S en comparacion con los
tratamientos con solamente N.
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Para visualizar las diferencias entre el ISN y el IVR, se
tomaron los valores de los cuatro experimentos y se
agruparon por intervalos de momentos de muestreo: V5-
V8, VO9-V11, V13-V14 y V15-V18. En la Figura 2 se
presenta la relacion entre los rendimientos relativos (RR
Ny RR NS) y los dos indices de verdor (ISN e IVR). Se
observa que las lineas de regresion resultantes de la
utilizacion de ambos indices son coincidentes para todas
las épocas de determinacién (no existe diferencia
significativa en las pendientes ni en el intercepto)
(p=0.86). Sin embargo, el IVR se ubica en la parte
inferior de las lineas de regresién, mientras que el ISN
en la parte superior. Lo anterior indica que el N no fue
el Unico nutriente determinante de la intensidad de color
verde del tejido de las hojas, no obstante, la falta de
interacciéon con S permitiria utilizar el ISN como
metodologia de diagndstico ain en situaciones donde
existe deficiencia de S, condicién bajo la cual no se
maximizan los rendimientos del cultivo ni la intensidad
de color verde de las hojas (Figura 2).

Conclusion

Una moderada deficiencia de S no afect6 la capacidad
ISN, calculado de las lecturas del medidor de clorofila,
para caracterizar la deficiencia de N en maiz. No se
percibieron ventajas significativas por la utilizacién de
un nuevo indice (IVR) ya que este se relaciond de la
misma manera que el ISN con el rendimiento relativo.
Seria pertinente repetir esta experiencia en suelos con
mayor estrés de S para confirmar estos resultados.
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