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Nremgrano (%b): porcentaje del N en el grano proveniente de removilizacion

Rxxx: Reflectancia del cultivo en la longitud de onda XXX



XV

RESUMEN

En Argentina la cebada cervecera frecuentemente tiene bajo contenido proteico. Una
alternativa para incrementarlo es aplicar N via foliar en antesis, sin embargo, no es claro el
mecanismo de asimilacion y movilizacion. Los objetivos fueron determinar el efecto de
aplicar N en antesis sobre la calidad de grano, predecir la necesidad de fertilizacion
complementaria mediante evaluaciones directas e indirectas (sensores remotos) del cultivo
en antesis y evaluar la distribucién del N aplicado en las diferentes fracciones nitrogenadas
de la hoja y su repercusion sobre la removilizacion del N absorbido pre-antesis. Se realizaron
ensayos a campo durante tres afios consecutivos en la provincia de Buenos Aires, con cuatro
tratamientos: Control, N150 (150 kg ha de N, para determinar la deficiencia de N), N20f
(20 kg ha* de N foliar en antesis) y N40f (40 kg ha de N foliar en antesis). La proteina de
los granos se asocio al contenido de N en planta en antesis y al INN establecido mediante
curvas de dilucion. La relacién dependié de la proporcion de N en grano aportado por
removilizacion, que estuvo inversamente relacionada al aporte de N del suelo (N-NOs en
antesis + N mineralizado post-antesis). La fertilizacién foliar incrementé la proteina 0,67
puntos porcentuales en promedio, sin afectar el rendimiento ni la removilizacién de N. El
cociente R7so/Raso Y las diferencias normalizadas de reflectancias (Rs70-R730) Y (R1080-R730)
fueron los mejores estimadores del crecimiento, el N absorbido y el contenido de N
respectivamente. El rendimiento y el N absorbido final se relacionaron significativamente a
varios indices calculados en antesis, los cocientes (R730/R710) Y (R760/Rss0) respectivamente
fueron los que mejor explicaron las variaciones de ambos pardmetros. La estimacion directa
de la proteina en antesis mediante indices fue poco precisa, sin embargo, se logré estimar
mediante el cociente entre el N disponible inicial y el rendimiento estimado. La aplicacion
foliar aument6 el contenido de aminoacidos y nitrato en hoja, mientras que el contenido de
proteinas solubles y clorofila aumenté solo cuando no hubo limitacion de S. Asimismo, la
fertilizacion foliar no afect6 el inicio de la senescencia foliar y aument6 la tasa de
disminucion de proteinas foliares por lo que se infiere que aumentd la degradacion de las
mismas, lo que redundé en un mantenimiento de la ERN y en un incremento de la
movilizacién de N via floema. La mayor movilizacién estuvo estrechamente relacionad a la
proteina en grano y su incremento podria atribuirse a la mayor actividad y expresién génica
de la enzima GS y la mayor expresion de los trasportadores de aminoacidos AAP6 y AAP7.

Palabras Clave: cebada cervecera, calidad maltera, proteina, fertilizacion foliar,
removilizacion de N, sensores remotos, senescencia foliar
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ABSTRACT

In Argentina malting barley often present low protein content. An alternative to
increase this parameter is a foliar N fertilization at anthesis. However, the mechanism by
which this application is assimilated and mobilized is not clear. The aims of this work were
to determine the effect of applying N at anthesis on grain quality, to estimate the need of
complementary fertilization through direct and indirect (remote sensors) crop evaluations at
anthesis and to evaluate the distribution of applied N in the different nitrogenous fractions of
the leaf and its impact on the remobilization of N absorbed at pre-anthesis. Three years of
field trials were done in Buenos Aires province with four treatments: Control, N150 (150 kg
ha! of N, to determine N deficiency), N20f (20 kg ha™* of foliar N at anthesis) and N40f (40
kg ha! of foliar N at anthesis. Grain protein was associated to plant N content at anthesis and
NNI established through dilution curves. The relationship depended on the proportion of
grain N provided by remobilization, and inversely related to soil N contribution (N-NO3z at
anthesis + post-anthesis N mineralized). Foliar fertilization increased protein in 0.67
percentage points on average, without affecting yield or N remobilization. R7go/Raso
reflectance ratio and normalized differences (Rs70-R730) and (Ruioso-R730) were the best
estimators of pre-anthesis growth, absorbed N and N content respectively. Yield and final N
absorbed had a strong relationship with the ratios (R730/R710 and R7eo/Rss0) respectively,
measured at anthesis. Protein had a weak direct relationship with the spectral indices tested,
but it can be estimated by the ratio between the initial available N and the estimated yield.
Foliar application increased foliar amino acids and nitrate content, while chlorophyll and
soluble protein only increased when S was not limitant. Foliar application did not affect foliar
senescence onset and protein decrease rate was increased which explains that crops maintain
NRE and increase phloem N mobilization. This last parameter was strongly related to grain
protein, and may be explained by the increase in activity and gene expression of GS enzyme
and the expression of the amino acids transporters AAP6 and AAP7.

Key words: malting barley, malting quality, protein, foliar fertilization, N remobilization,
remote sensors, leaf senescence



CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL



1.1 Situacion actual del cultivo de cebada

La cebada es el cuarto cereal mas cultivado en el mundo: de alrededor de 680 millones
de hectareas cultivadas con cereales, el 7% (cerca de 47 millones de hectareas) son cultivadas
con cebada (FAOSTAT, 2019). EIl principal uso de la cebada es la alimentacion animal:
aproximadamente el 85% de la produccién mundial es destinada a este fin (Fischbeck, 2001).
Una fraccion menor, alrededor del 15%, se emplea para obtener malta. EI valor comercial de
la cebada destinada a las malterias
suele ser muy superior al de la 1800
cebada forrajera, por lo que existe
un marcado interés entre los = --®--Buenos Aires
productores por obtener cereal que
cumpla con los requisitos de la
industria. Por lo tanto, el manejo
del cultivo debe ser realizado con
el doble objetivo de obtener altos
rendimientos 'y una calidad
aceptable para las malterias. La
produccién de cebada en la
Argentina y, en general, en el 0
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(Gutierrez Cabelloetal., 2017). La -
Argentina cuenta con condiciones Figura 1.1: Superficie cosechada de cebada cervecera en

agro-ecoldgicas favorables para Argentina, y provincia de Buenos Aires (MAGYP, 2019).

obtener granos de calidad adecuada para malterias. La cebada cervecera se ha presentado en
los ultimos afios como una alternativa de creciente interés entre los cultivos de invierno. De
hecho, a partir de la campafia 2011/2012 la superficie aumentd, debido a modificaciones en
el mercado del trigo y actualmente se mantiene alrededor de 1 millén de hectareas (Figura
1.1), representando el ultimo afio en la provincia de Buenos Aires un area equivalente al 16
% del area destinada a trigo. Entre los factores que determinaron el aumento de la superficie
sembrada con este cultivo se destacan las condiciones comerciales favorables, el mayor
consumo local de cerveza, una mayor demanda internacional de cebada y malta y un aumento
en la capacidad de la industria maltera instalada en el pais. Ademas, la menor duraciéon de su
ciclo de cultivo en comparacion con el trigo (Alvarez Prado et al., 2013) favorece su inclusion
en la rotacion. Esta caracteristica permite la implantacion mas temprana de soja de segunda,
mejorando su productividad y rentabilidad frente a la alternativa trigo/soja (Tosi, 2013). Del
total de la produccién a nivel nacional, el 90,5% de la misma se encuentra dentro de la
provincia de Buenos Aires, comprendiendo 3 areas principales: Centro-Norte, Sudeste y
Sudoeste-Oeste de la provincia.

Para alcanzar el objetivo de alta productividad del cultivo y calidad adecuada para su
comercializacion en malterias (contenido proteico entre 10 y 12% y un minimo de 85% de
granos mayores a 2,5 mm), es necesaria una regulacion precisa del contenido de proteinas
del grano sin detrimento del rendimiento. En la region Pampeana, la historica falta de
reposicion de los nutrientes exportados con las cosechas y la erosion condujeron a una



disminucion en la disponibilidad de nutrientes en los suelos. En los ultimos afos, la
intensificacion de la produccién, a través del doble cultivo y los mayores rendimientos de los
mismos aumentaron la exportacion de nutrientes del sistema. En la actualidad, los nutrientes
que mas frecuentemente limitan la produccion de cultivos son el nitrégeno (N), el fosforo (P)
y el azufre (S). En el caso del N, las deficiencias se conocen desde hace décadas. Sin
embargo, en el cultivo de cebada en la tltima década se hizo mas frecuente la respuesta a la
fertilizacion nitrogenada. Esto se debe, principalmente, a que los cultivos tienen mayores
requerimientos de N debido al incremento en su potencial de rendimiento (Abeledo et al.,
2003).

El uso de fertilizantes ha sido un factor decisivo para el aumento de la produccion de
cereales. Sin embargo, una proporcién importante de los fertilizantes aplicados,
especialmente los nitrogenados, no son aprovechados por los cultivos y se pierden del
sistema. Estas pérdidas significan un perjuicio econdémico para los productores (Hirel et al.,
2007) y ademas causan problemas en el medio ambiente. Entre ellos se destaca la
contaminacion de aguas subterrdneas con nitrato (Rimski-Korsakov et al., 2004) y otros
efectos sobre el aire y el agua superficial (Vitousek et al., 1997; Duarte et al., 2006). Por lo
tanto, una de las metas méas importantes del manejo de la nutricion mineral de los cultivos es
compatibilizar la alta productividad y calidad de los granos con la preservacion de los
ecosistemas y la reduccion de los costos de produccion (Hirel et al., 2007).

1.2 Determinacion del rendimiento y su relacion con la nutricion nitrogenada

En cebada, como en otros cultivos de granos, el rendimiento se encuentra determinado
principalmente por el nimero de granos por unidad de superficie (Baethgen et al., 1995;
Prystupa et al., 2004). El numero de granos esta asociado a las condiciones ambientales
durante un intervalo de tiempo denominado periodo critico, el crecimiento en este periodo
resulta critico para la determinacion del nimero de granos y por lo tanto del rendimiento,
tanto en cebada (Baethgen et al., 1995; Prystupa et al., 2004), como en trigo (Savin & Slafer,
1991; Ehdaie & Wines, 2001). En el caso de cultivos de invierno dicho periodo se encuentra
alrededor de antesis. En variedades de cebada cervecera de dos lineas (similares a las
cultivadas en nuestro pais), Arisnabarreta & Miralles (2008) observaron que el periodo critico
tiene lugar entre 40 y 10 dias antes de espigazon. Considerando que en cebada la antesis
ocurre simultaneamente con espigazén, el periodo critico en este cultivo ocurriria un poco
antes que en trigo. Previo a este estado, el crecimiento simultaneo de la espiga y los 6rganos
vegetativos generan una fuerte competencia por fotoasimilados que disminuiria la
supervivencia de las flores y, por lo tanto, el nimero de granos (Miralles et al., 1998). En
trigo el rendimiento del cultivo esta asociado positivamente a la biomasa total producida
durante el ciclo (Dreccer et al., 2003), especificamente, la materia seca en espigas durante
antesis esta estrechamente relacionada con el nimero de granos por unidad de superficie, y
por lo tanto el rendimiento, (Fischer, 1993; Demotes- Mainard et al., 1999). En cebada,
ademas de la biomasa, el contenido de N en espigas durante el periodo espigazon-floracion,
se asocian significativamente al nimero de granos y, por lo tanto, al rendimiento (Bulman &
Smith, 1993b; Baethgen et al., 1995; Prystupa et al., 2004). La biomasa acumulada del cultivo
y en espigas es proporcional a la radiacién interceptada acumulada durante el periodo de
crecimiento (Demotes-Mainard et al., 1999; Abbate et al., 1997). Por lo tanto, los factores



que limiten el crecimiento dentro de este periodo afectaran significativamente el nimero de
granos. La biomasa aérea a fin de macollaje esta relacionada al numero de macollos y, por lo
tanto, al nimero de espigas por unidad de superficie, aunque en bajas densidades de macollos
estos tienen un efecto compensatorio por alcanzar un mayor peso individual.

La disponibilidad de N afecta el crecimiento del cultivo previo y durante el periodo
critico de determinacion del rendimiento. La aplicacion de N incrementa el area foliar y
aumenta la capacidad fotosintética de las hojas, llevando a un aumento de la radiacion
interceptada por el cultivo. Por lo tanto, un incremento en la disponibilidad de N en etapas
tempranas del ciclo del cultivo genera un incremento de biomasa aérea que se traduce en
mayor peso de espigas en antesis, fijando un mayor nimero de granos (Prystupa et al., 2004).
La aplicacion de N en etapas tempranas del cultivo, antes del inicio de la elongacién del tallo,
estimulan el macollaje y la expansion foliar, por lo que aumenta la fijacion del nimero de
granos debido a una mayor tasa de crecimiento en el periodo critico (Hansen et al., 2002). La
respuesta depende de las condiciones climaticas: en trigo, se observd que la respuesta del
rendimiento a la fertilizacion nitrogenada esta relacionada a las precipitaciones durante el
ciclo de cultivo (Reussi Calvo et al., 2013). Ademas, la respuesta depende del requerimiento
del cultivo relacionado al potencial de rendimiento para un determinado ambiente (Bell et
al., 2013). Si la aplicacion de N se realiza después de siembra se debe asegurar que a la
siembra el cultivo cuente con una disponibilidad inicial de N adecuada.

1.3 Manejo de la disponibilidad de nitrégeno y calidad de grano

Durante los ultimos 15 afios, hubo un 45 -
cambio en los cultivares de cebada cervecera _ 4.0 * o0,
utilizados en el pais que llevaron a grandes ~ 35 % __---
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(Matthiess et al., 2002; Michiels & Degenhart, Figura 1.2: Rendimiento promedio nacional
2004). Por otro lado, los cultivares actuales 4€ cebada cervecera (MAGYP, 2019).
presentan mayor eficiencia de uso del N disponible para producir rendimiento en grano. Esta
eficiencia esta condicionada por la disponibilidad de N, tendiendo a disminuir cuando ésta
se incrementa (Abeledo et al., 2008). Es por esto que el mejoramiento en cebada tiene que
seguir dos objetivos principales: aumentar el rendimiento en grano, pero también mejorar la
calidad comercial e industrial (Savin & Aguinaga, 2011).



La industria maltera y cervecera impone diversos estandares de calidad que deben
cumplir los granos para ser aceptados o al menos no penalizados. Entre estos, el calibre es
un parametro que determina la calidad industrial del grano siendo éptimo cuando predominan
granos grandes (tamafio mayor a 2,5 mm), con una muy pequefia proporcion de granos chicos
(tamafio menor a 2.2 mm) (Briggs et al., 2004). Este parametro es importante desde el punto
de vista de la industria porque los granos de distinto tamafio se comportan de diferente
manera en el proceso de malteado, siendo ideal para la industria lograr la mayor uniformidad
posible. El poder germinativo es otro pardmetro importante ya que las semillas deben
germinar en el proceso y, por lo tanto, la industria maltera requiere que sea mayor al 95%.
Dentro de los requisitos de calidad, el contenido proteico del grano es clave para la industria
maltera, los valores deben estar comprendidos entre el 10 y 12%. Contenidos menores a 10%
limitan el crecimiento de las levaduras encargadas de la fermentacion durante el proceso de
produccidn de cervezay se relaciona con una menor cantidad de enzimas claves en el proceso
de malteado. Contenidos proteicos mayores al 12% disminuyen el rendimiento de la malta
en la cerveceria (producen disminuciones en el “extracto de malta”), aumentan la “dureza de
malta”, dificultando el proceso industrial y ademas, generan problemas de turbidez en la
cerveza (Briggs et al., 2004). La reduccion del rendimiento de la malta se debe, en parte, a
que las principales proteinas de almacenamiento del grano de cebada (hordeinas), que
representan el 30-50% de la proteina total del grano (Jonassen et al., 1981; Kirkman et al.,
1982), se asocian fuertemente con los granulos de almiddn inhibiendo su hidr6lisis durante
la maceracion, primer paso en la fabricacion de la cerveza (Slack et al., 1979).

Dado que el contenido proteico es un parametro clave en la produccién de cebada
cervecera y puede ser modificado durante el ciclo del cultivo, mediante la aplicacion
complementaria de N, es necesario conocer los factores del cultivo y del ambiente que
definen el contenido de proteina de los granos y condicionan la respuesta a la fertilizacion.
El contenido proteico de los granos esta relacionado a la cantidad de N que recibe el grano
durante el periodo de llenado. El aporte de N al grano depende tanto de la cantidad de N
absorbido después de antesis como de la cantidad de N removilizado que fue absorbido pre-
antesis (Dupont & Altenbach, 2003). La removilizacion de N durante el llenado desde las
hojas hacia los granos constituye un importante aporte de N al grano en crecimiento (Austin
et al., 1977; Hirel, 2007; Bieker & Zentgraph, 2013). Trabajos previos mostraron que el
aporte por removilizacion en cebada contribuye en alrededor de un 60% al N total en grano
(Bulman & Smith, 1993), mientras que en trigo puede alcanzar alrededor de un 80% (Heitholt
et al., 1990; Dalling et al., 1985; Habash et al., 2007). Se ha observado que la ERN esta
inversamente relacionada a la disponibilidad de N en el suelo y a la absorcion en la etapa
post-antesis, bajo situaciones de baja disponibilidad de N, la removilizacion desde las hojas
es el principal determinante del contenido de N en grano (Gaju et al., 2014).

Una alternativa para aumentar la proteina en grano es aumentando la disponibilidad
de N (via fertilizacion) al comienzo del ciclo del cultivo (siembra-macollaje), que ademas
incrementa el rendimiento. En experimentos en la region pampeana se observd que la
disponibilidad de N necesaria para alcanzar los contenidos proteicos 6ptimos fue superior a
la necesaria para maximizar el rendimiento (Prystupa et al., 2008), lo que lleva a que muchos
planteos productivos produzcan granos de baja proteina. La principal limitacidn para calcular
dosis de N requerida es que se debe estimar el rendimiento al comienzo del ciclo de cultivo,



ya que este depende de las condiciones ambientales, principalmente la disponibilidad hidrica
en el periodo critico (Prystupa et al., 2012). Debido a las dificultades en la estimacion de la
dosis optima de N, es muy alto el riesgo de obtener grano con bajo contenido de proteina,
por una insuficiente provision de N a la siembra. La mayor parte del N absorbido por el
cultivo corresponde a la etapa pre-antesis (75 a 90%), que luego es removilizado hacia el
grano durante el llenado. Sin embargo, bajo condiciones de alta disponibilidad en el suelo y
adecuada humedad, la absorcion post-antesis puede ser significativa. La absorcion y
asimilacion de N en esta etapa puede ser incrementada con la fertilizacion nitrogenada,
llegando a ser la principal fuente de N para los granos (Bulman & Smith, 1993a). Otra
alternativa para aumentar el contenido de proteina es complementar la fertilizacion basal con
aplicaciones foliares durante antesis-espigazén. Como esta aplicacion se realiza cuando ya
ha transcurrido una buena parte del ciclo del cultivo, se podria estimar el rendimiento y por
lo tanto diagnosticar la necesidad de fertilizar con mayor precision que al inicio. Si bien existe
informacion acerca de la respuesta del cultivo a la aplicacion foliar (Bulman & Smith 1993a;
Ferraris et al., 2008) no existe informacion clara acerca de los factores de cultivo, suelo y
ambiente que determinan la respuesta del cultivo a la aplicacion foliar.

El diagndstico del status nutricional del cultivo puede realizarse con mediciones
directas como el crecimiento y el contenido de N en la planta. Uno de los parametros que
permite evaluar el estado nutricional del cultivo es el indice de nutricidén nitrogenada, que
relaciona ambas variables. Este indice, calculado como el cociente el contenido de N del
cultivo el contenido N critico, obtenido de una curva de referencia, para una biomasa dada,
refleja el estado de nutricién de un cultivo (Lemaire et al., 1997). Para la determinacion de
este indice es necesaria una curva de referencia, que puede no ser representativa del cultivo,
por lo que el calculo del mismo puede ser erroneo.

Si bien el estado nutricional de los cultivos se puede determinar mediante cosecha y
posterior medicion del contenido de N, esta metodologia a nivel productivo es lenta y costosa,
por lo que las mediciones indirectas, mediante indices espectrales pueden brindar una
solucion préctica para determinar el estado nutricional del cultivo (Mistele & Schmidhalter,
2008). Ademas de ser mas rapidas y econdmicas respecto a las mediciones directas sobre el
cultivo, se ha observado que estas técnicas pueden estimar el estado nutricional con una alta
precision ya que se relacionan a variables de interés, como el rendimiento y la proteina del
cultivo (Mistele & Schmidhalter, 2008). Muchos estudios sobre la respuesta del cultivo a la
aplicacion de N en antesis, 0 sobre el uso de indices de vegetacion para la estimacion del
contenido de proteina de los granos a cosecha han tenido una aproximacion empirica. Esto
es, se mide la reflectancia del cultivo, se calculan diversos indices, y se explora la relacion
entre estos indices y la caracteristica del cultivo que se desea predecir (e.g. proteina en grano).
Sin embargo, a pesar de que se observaron relaciones significativas entre indices y variables
agrondmicas, en general, corresponden a pocos sitios, donde la principal fuente de variacion
son los niveles de N agregado. Cuando se intenta generalizar estas relaciones a nivel zonal,
éstas son mas débiles (menor correlacion) y variables (i.e. el indice y la relacion observada
cambia en cada zona). Lo que se manifiesta como una necesidad de calibracion local, puede
deberse al desconocimiento de los factores de cultivo o del ambiente que afectan la relacion
estudiada. Varios trabajos sugieren que, en cereales, indices espectrales medidos en periodos
cercanos a antesis tienen buena correlacion con variables agronémicas de interés como el



rendimiento y la proteina (Hansen et al., 2002; Petterson et al., 2006, S6derstrom et al., 2010)
y ademés permiten corregir las deficiencias nutricionales mediante aplicaciones
complementarias de N.

A partir del conocimiento de los factores que definen el contenido proteico en el
grano, una estrategia prometedora a largo plazo para mejorar este parametro sin aumentar la
fertilizacion seria, entonces, aumentar la eficiencia de la removilizacion (ERN), ya que este
proceso constituye un aporte importante de N para el grano. Para lograr este objetivo es
fundamental conocer la regulacion de este proceso y los factores que lo influyen. Pese a la
importancia del tema, es poco lo que se conoce sobre la regulacion fisiologica, bioquimica 'y
genética del proceso de removilizacion. Trabajos previos indican que la glutamina sintetasa
(GS), principal enzima involucrada en la asimilacion del N, jugaria un rol importante en la
provision de aminoacidos para el transporte del N (Tabuchi et al., 2005; Bernard & Habash,
2009, Caputo et al., 2009). Asimismo, para que el proceso de removilizacién tenga lugar
durante el llenado de los granos, es necesario que se inicie al proceso de senescencia foliar,
para proveer los aminoacidos que seran aportados al grano, a partir de la degradacion de
proteinas. Por lo tanto, el inicio de la senescencia y la velocidad con la que las proteinas se
degradan es un paso fundamental en la removilizacion. La prote6lisis asociada a la
senescencia se retrasa cuando la disponibilidad de N es alta (Gan & Amasino, 1997;
Masclaux-Daubresse et al., 2010), lo que contribuye a disminuir la eficiencia de la
removilizacion. Finalmente, se ha observado que el mecanismo de cargado apoplastico del
floema requiere de la participacion de proteinas transportadoras de aminodacidos, (Kohl et al.,
2012; Veliz 2017). Sin embargo, ain hoy poco se sabe acerca del efecto del agregado de N
en etapas avanzadas del cultivo sobre la senescencia, removilizacion de N y cargado de
aminoéacidos al floema, asi como su relacion con el contenido proteico final en el grano. Este
trabajo, entonces, aborda mediante estudios bioquimicos y moleculares, el impacto de la
fertilizacion de N en antesis sobre estos procesos con el objetivo de avanzar en la
comprension de la regulacién de la acumulacion de N al grano.

1.4 Objetivo general

El objetivo general de este proyecto es determinar el efecto de la disponibilidad de N
(aplicacion de N en antesis) sobre: i- la calidad de grano en cebada vy ii- la regulacion de la
removilizacion de N de las hojas a los granos.

1.5 Objetivos especificos e hipotesis

-Determinar el efecto de la aplicacion de N en antesis sobre la proteina y el calibre de
los granos grano en cebada y la removilizacion de N al grano.

-Predecir la necesidad de fertilizaciébn complementaria mediante evaluaciones del
estado nutricional del cultivo en antesis usando mediciones directas e indirectas (sensores
remotos). Identificar variables de suelo o cultivo que puedan complementar los indices
espectrales y permitan diagnosticar la necesidad de aplicacion de N.



La hipotesis a poner a prueba relacionada con este objetivo especifico es: La relacion entre
el estado nutricional del cultivo en antesis y el contenido de proteina en el grano a cosecha
depende de la proporcion de N del grano que proviene de la removilizacion, y de las
condiciones ambientales durante el llenado de grano.

- Determinar el mecanismo por el cual el N aplicado en antesis es movilizado hacia el
grano durante el llenado, su efecto sobre la regulacion de la removilizacion de N de las hojas
hacia los granos, y su relacion con el contenido de proteinas establecido en los granos.

Las hipotesis a poner a prueba relacionada con este objetivo especifico son:

a- Laaplicacion de N en antesis producird un aumento en estadios tempranos del llenado
de la movilizacion via floema de N, en forma de amino&cidos, al grano, provenientes de la
asimilacion del N aplicado.

b- La asimilacion del N incorporado en antesis producird un retraso del inicio de la
senescencia que redundara en un retraso del inicio de la removilizacion del N almacenado
pre-antesis.



CAPITULO 2: EL ESTADO DEL CULTIVO ENANTESISY LA
FERTILIZACION FOLIAR COMO DETERMINANTES DEL
RENDIMIENTO Y LA PROTEINA
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2.1 INTRODUCCION

Para lograr un adecuado contenido de proteina en grano se debe lograr una adecuada
disponibilidad de N para el cultivo en pre-antesis, ya que, en cereales, el N absorbido pre-
antesis es el principal aporte de N para el grano (Austin et al., 1977; Malhi et al., 2006).
Trabajos previos determinaron que la proteina en grano se asocia positivamente al N
disponible para el cultivo, tanto en forma de nitrato (0-60 cm) como el agregado por
fertilizacion, esta mayor disponibilidad de N también incrementa el rendimiento, relacionado
negativamente con la proteina (Magliano et al., 2014). Por lo tanto, un cociente entre el N
disponible (Nd) y el rendimiento (R) conocido como indice Nd/R, resulté ser un mejor
estimador de la proteina en grano que el valor de N disponible (Prystupa et al., 2018). A partir
de esta relacion observada, se determind que para alcanzar un contenido proteico entre el 10
y el 12% (6ptimo para malterias) se debe disponer de entre 22 y 40 kg ha* de N disponible
por Mg de rendimiento. Este modelo permite calcular los requerimientos de N del cultivo
estimando el rendimiento antes de fertilizar (Prystupa et al., 2008).

ElI N acumulado en pre-antesis es removilizado hacia los granos durante el llenado, la
magnitud del aporte por removilizacion es mayor que la absorcion del suelo en este periodo
(Heitholt et al., 1989). Por lo tanto, el contenido proteico de los granos estaria mayormente
relacionado con la cantidad de N absorbido pre-antesis que es removilizado (Austin et al.,
1977; Heitholt et al., 1990; Hirel, 2007). La eficiencia de removilizacion (ERN), que
determina la proporcion de N absorbido en biomasa en antesis que es destinado al grano, en
trigo, es de alrededor de 70% (Kichey et al., 2007). Cuando la disponibilidad de N en el
periodo post-antesis es baja, la ERN se vuelve esencial para el aporte de N a los granos
(Dalling, 1985; Masclaux-Daubresse et al., 2010). Cuando la disponibilidad de N es alta, la
eficiencia de removilizacion y la proporcion de N en grano proveniente de la removilizacion
disminuyen, tanto en cebada (Bulman & Smith, 1994) como en trigo (Papakosta & Gagianas,
1991; Cassman et al., 1992), y entonces, una cantidad significativa de N queda en el rastrojo
(Dalling, 1985; Ercoli et al., 2008). A consecuencia de la disminucion de la ERN, el indice
de cosecha de N, que indica la particién del N absorbido total al grano, también disminuye
con alta disponibilidad de N en el suelo en trigo (Ehdaie & Waines, 2001; Ercoli et al., 2008).
El ICN es afectado, ademas, por aplicaciones tardias de N, ya que parte del N absorbido no
se destina al grano (Heitholt et al., 1989). Otro aporte de N a los granos es el N absorbido en
el llenado, su magnitud depende de la disponibilidad en el suelo (Cassman et al., 1992) y se
observo que se relaciond a la demanda del cultivo determinada por el crecimiento post-antesis
(Przulj & Momc¢ilovi¢, 2003). Ademas de la cantidad de N absorbido, se observo que el
contenido de N en la biomasa en antesis, en trigo, esta asociada a la proteina final (Sexton et
al., 2006; Feng et al., 2008). Se puede esperar entonces que cuanto mayor sea la proporcion
del N en el grano que provenga de la removilizacion, mas estrecha seré la relacion entre el
status nitrogenado del cultivo en antesis, evaluado a través del contenido de N, y la proteina
en grano.

Ademas de la nutricion nitrogenada del cultivo, en trabajos previos se observé que el
contenido proteico en grano aumenta cuando el cultivo estd expuesto a altas temperaturas
durante el llenado del grano. Las altas temperaturas reducen el periodo de acumulacion de
carbohidratos en grano, mientras que no afecta el periodo de acumulacion de N, que se da
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previo a la acumulacion de carbohidratos en cereales (Bhullar & Jenner, 1985; Savin &
Nicolas, 1996), generando un incremento en el porcentaje de proteina.

Ademas de incrementar el rendimiento y la proteina, el aumento de la disponibilidad
de N reduce el calibre del grano (Eagles et al., 1995). Este efecto se debe a que se forma una
mayor cantidad de granos en los extremos de las espigas y en macollos los que en general
son de menor tamafio que los granos de las posiciones centrales de la espiga. Ademas, se
observé que aumento de la disponibilidad de N aumenta la sensibilidad al estrés por altas
temperaturas, sobre el peso de grano en trigo (Elia et al., 2018). La disminucidn del peso del
grano se debe a que altas temperaturas durante el Ilenado reducen la duracion del periodo,
principalmente por acelerar la senescencia del canopeo (Wardlaw et al., 1989; Slafer &
Miralles, 1992) y a su vez afectan la sintesis del almiddn (Jenner, 1994).

Una practica para incrementar la proteina en el grano y, por lo tanto, la calidad
maltera, es la aplicacion foliar de N en antesis. Se observaron incrementos en la proteina en
grano con aplicacion foliar de N en periodos cercanos a antesis tanto en trigo (Woolfolk et
al., 2002; Readman et al., 2002; Ma et al., 2006), como en cebada (Bulman & Smith, 1993b).
En la Region Pampeana, en ensayos a campo sobre cultivos de cebada se ha observado que
cada kilogramo de N por ha aplicado en este estado, aumenta el contenido proteico entre
0,028% (Prystupa et al., 2012) y un 0,0375% (Ferraris et al., 2008). Acerca de la efectividad
de la aplicacion foliar respecto a la aplicacion en el suelo en etapas avanzadas del cultivo, la
informacion es variable. Powlson et al., (1989), observaron que la aplicacion de N tanto foliar
como al suelo incrementan la proteina de manera similar. Por otro lado, Heitholt et al., (1990)
observaron que el agregado de N al suelo en post-antesis aumenta la absorcion total de N,
pero no aumenta la proteina, por lo que la aplicacion de N via foliar resulta mas conveniente.
La informacién disponible acerca de la eficiencia de absorcion para cebada a campo es
escasa, los valores de absorcion observados en otros estudios son muy variables. Powlson et
al., (1989), en trigo a campo usando '°N observaron altas eficiencias de absorcion llegando
hasta un 70% de absorcion. Contrariamente, en trigo en camara de cultivo, Rawluk et al.,
(2000) reportaron que la recuperacion de N aplicado via foliar resulté muy baja (como
méaximo 27% del N aplicado). Trabajos previos mostraron que el N absorbido via foliar se
destina en una alta proporcion al grano (Powlson et al., 1989; Woolfolk et al., 2002). La
informacidn acerca del efecto de la aplicacion foliar de N en etapas avanzadas del cultivo,
sobre el rendimiento es variable. Trabajos realizados tanto en trigo (Heitholt et al., 1990; Ma
et al., 2006) como en cebada (Bulman & Smith, 1993), observaron que no se incremento el
rendimiento. Sin embargo, en Argentina, se observd que aplicaciones foliares de N al
momento de espigazén incrementan el rendimiento del trigo cuando el N disponible es bajo
y cuando la provision de N es suficiente, solo incrementan la proteina (Ferraris et al., 2011).

2.1.1 Objetivos especificos:

-Determinar el efecto de la aplicacion de N en antesis sobre la proteina y el calibre de
los granos grano en cebada y la removilizacion de N al grano.

-Predecir la necesidad de fertilizacion complementaria mediante evaluaciones del
estado nutricional del cultivo en antesis usando mediciones directas. Identificar variables de
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suelo o cultivo que puedan complementar los indices espectrales y permitan diagnosticar la
necesidad de aplicacion de N.

2.1.2 Hipotesis

La relacién entre el estado nutricional del cultivo en antesis y el contenido de proteina
en el grano a cosecha depende de la proporcion de N del grano que proviene de la
removilizacion y de las condiciones ambientales durante el llenado de grano.

La prediccion de esta hipotesis es:

La relacion entre el estado nutricional del cultivo en antesis y el contenido de proteina
en el grano a cosecha sera positiva y estrecha cuando el N removilizado sea la principal fuente
de N para el grano.

2.2 MATERIALES Y METODOS

Se realizaron 39 experimentos a campo durante tres campafas (15 en 2014, 16 en
2015 y 8 en 2016), sobre cultivos comerciales de cebada cervecera ubicados en el centro-
norte de la provincia de Buenos Aires (Figura 2.1). Se emplearon los cultivares comerciales
usados por los productores. El disefio experimental fue en bloques completos aleatorizados,
con 2 a 4 repeticiones. Las parcelas tuvieron una dimensién de 16 x 4 m.

afio 2014, simbolos rojos al afio 2015 y simbolos azules al afio 2016.
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Todos los experimentos tuvieron tres tratamientos:

- Control: Sin fertilizacion adicional a la empleada por el productor (Tecnologia de Uso
Actual).

- N150: Se aplicaron 150 kg ha* de N, en forma de urea granulada, en la etapa de emergencia.
El fertilizante se aplico en forma manual, distribuido uniformemente sobre la superficie.

- N20f: Se aplicaron 20 kg ha* de N en antesis en forma foliar, mediante una pulverizadora
manual. Se us6 como fuente el fertilizante comercial Foliarsol U (grado 20-0-0), se aplico
puro en una dosis de 100 | ha. La dosis empleada corresponde a recomendaciones para trigo
(Loewy, 2004), y empleada en trabajos anteriores en cebada (Prystupa et al., 2006).

Todos los tratamientos contaron con la fertilizacion realizada por el productor y recibieron
el mismo manejo fitosanitario que el resto del lote. EI momento de aplicacion del N foliar
coincide con lo descripto en una revision bibliogréafica de Gooding & Davies, (1992), quienes
observaron que la maxima respuesta, en terminos de incremento proteico, se logra cuando la
aplicacion foliar se realiza alrededor de antesis.

Al momento de instalar los ensayos, en la etapa de emergencia-inicio de macollaje,
se tomaron muestras de suelo para su caracterizacion. Se muestreo en intervalos de 20 cm
hasta los 60 cm de profundidad para determinaciones quimicas y fisicas, mientras que, para
la determinacion de humedad se muestreo hasta los 100 cm. El muestreo de suelos se realizd
posteriormente a la fertilizacion por parte del productor (en algunos casos aplico el
fertilizante nitrogenado junto a la siembra, mientras que otros casos la aplicacion fue
realizada pocos dias despues).

En antesis se tomaron muestras de biomasa aérea, cosechando de 4 a 6 m lineales por
parcela, dependiendo de la biomasa del cultivo. Se muestreo el suelo hasta los 60 cm para la
determinacion de nitrato y hasta los 100 cm para cuantificar la humedad. En madurez se
tomaron muestras de biomasa aérea del cultivo, mediante cosecha manual de 4 m lineales
por parcela, y de suelo hasta los 60 cm para la determinacion de nitrato. En 4 de los sitios de
la red no se realizé la cosecha de biomasa en antesis y en 7 de los sitios no se cosechd la
biomasa final, ya que la cosecha de grano se realizé mediante cosechadora de parcelas.

Las temperaturas y precipitaciones durante el periodo de crecimiento del cultivo se
obtuvieron de estaciones meteoroldgicas cercanas a los sitios experimentales. Se establecio
la relacién entre la temperatura y variables del cultivo. Para generar un indice que refleje la
exposicion del cultivo a altas temperaturas después de antesis, se calculd la suma térmica de
temperaturas maximas en los primeros 30 dias post-antesis, en forma similar a la metodologia
descripta en Pettersson et al., 2006. La sumatoria de temperatura se calculd de la siguiente
manera:

ST> To=X Tmax — To

Tmax: temperatura maxima diaria

To= temperatura minima para la suma de tiempo térmico con altas temperaturas (en este
trabajo se evaluaron temperaturas entre 18 y 30 °C).

A diferencia de Pettersson et al., 2006, donde el comienzo de la suma térmica se realizé en
etapa de vaina engrosada y duré 3 semanas, en el presente trabajo, el inicio de la suma térmica
comenzd en antesis y se considerd un periodo de 30 dias.
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Las muestras de suelo se secaron al aire y se tamizaron por 2 mm para las
determinaciones de nitrato (0-20; 20-40; 40-60 cm) P extractable, pH y textura (0-20 cm) y
por 0,5 mm para materia organica (0-20 cm). Se midio nitrato con el método Sneed, para lo
cual se realizd la extraccion con una solucion de CuSO4 0,25% (Marbén & Ratto, 2005) y la
determinacion colorimétrica del nitrato extraido luego de reducirlo a nitrito usando hidrazina
como agente reductor (Sawicki & Scaringelli, 1971). El P extractable se determind con el
método Bray | (Bray & Kurtz, 1945), el pH por método potenciométrico en agua (relacion
1:2,5) (SAGPyA, SAMLA, 2004), la materia organica con el método de Walkley & Black,
(1934) y la textura con el método de Bouyoucos (1962).

Las muestras de biomasa aérea tomadas en antesis se secaron en estufa a 70°C hasta
peso constante y luego se pesaron para determinar el crecimiento pre-antesis (Crec. preant.)
Posteriormente se molieron (<1 mm) y se midid el contenido de N por colorimetria en
digestos Kjeldahl (Baethgen & Alley, 1989). Estas mediciones permitieron determinar el
contenido de N en la biomasa aérea en antesis (Nantesis), y la cantidad de N absorbido en el
periodo pre-antesis (Nabsant.).

Las muestras obtenidas en madurez fisioldgica se secaron en estufa a 70°C hasta peso
constante para la determinacion de biomasa aérea y se trillaron con una trilladora
estacionaria. Se pesaron los granos para determinar el rendimiento y el rastrojo se calculd
por diferencia entre la biomasa aérea y el peso de los granos. El rendimiento se expreso en
base himeda con 13% de humedad. Se determinaron los componentes numéricos del
rendimiento; el peso individual de los granos se calculd como el peso promedio de 3 muestras
de 100 granos por conteo manual y el nimero de granos se estimé con el rendimiento vy el
peso individual de los granos. En los granos se midié el calibre con una calibradora Sortimat
K-3 (Pfeuffer), y se establecié como calibre el porcentaje (en peso) de granos de tamafio
mayor a 2,5 mm. Se determind el contenido de N en grano y en rastrojo por colorimetria en
digestos Kjeldahl (Baethgen & Alley, 1989), para determinar el contenido de N en el grano
(Ngrano) y en el rastrojo (Nrast). Se calcul6 la cantidad de N cosechado con el grano
(Nabsgrano) y la cantidad de N remanente en el rastrojo (Nabsrast) a la madurez del cultivo,
la cantidad de N absorbido en la biomasa aérea (Nabsfinal) se calcul6 como la suma de
Nabsgrano + Nabsrast. El contenido de proteina en el grano se calculé multiplicando el
contenido de N en el grano por 6,25.

Se calcularon la cantidad del N foliar que fue absorbido por el cultivo, la cantidad de
N absorbido durante el llenado de los granos (Nabsllenado), y el indice de cosecha de N:
Nabsfoliar (kg ha™) = Nabsfinal (N20f) - Nabsfinal (Control)
Nabsllenado (kg ha*) = Nabsfinal — Nabsant.
indice de cosecha de N (ICN) = Nabsgrano / Nabsfinal
En el tratamiento N20f, se calculo la cantidad de N absorbido durante el llenado proveniente
del suelo como la diferencia entre el N absorbido durante el llenado y el N foliar absorbido.
Se calcularon la cantidad (Nrem.) y la eficiencia (ERN) con que el N absorbido pre-antesis
fue removilizado al grano durante el llenado de los granos, y la contribucion del N
removilizado al N en los granos a cosecha (Nremgrano) de la siguiente manera:
Nrem. (kg ha) = Nabsant. (kg ha'*) — Nabsrast. (kg ha™®)
ERN (%) = [Nrem. / Nabsant.] x 100



15

ERN (%) N20f= [(N rem- Nabsfoliar)/Nabsant. Control] x 100

Nremgrano (% del Nabsgrano) = [Nrem. / Nabsgrano] x 100

Donde Nabsant. y Nabsrast. son la cantidad de N absorbido en la biomasa aérea en pre-antesis
y en el rastrojo a madurez, respectivamente, y ERN es la eficiencia de removilizacion de N.

Para evaluar el grado de limitacién por N en el tratamiento Control se ajustd una curva
de dilucion para el tratamiento N150 y se calcularon los indices de nutricién nitrogenada
partir de las curvas de dilucion (Lemaire et al., 1997). Ademas, se calculo la oferta total de
N en post-antesis como la suma del N-NOs hasta 60 en antesis (NOs antesis) + la
mineralizacion aparente post-antesis (Nmin.). La mineralizacion aparente post-antesis se
calculo de la siguiente manera
Nmin.= N total final - N total antesis
N total antesis = Nabsant. + NOs antesis
N total final = Nabsrast. + Nabsgrano + NOgz final

Los datos se analizaron mediante analisis de varianza con el software Infostat. Se
probaron los efectos de tratamiento, sitio y la interaccion sitio x tratamiento, y se compararon
los tratamientos usando el test de comparacion de medias LSD Fisher al 5%. Las relaciones
entre variables se analizaron mediante regresion, y se compararon tratamientos comparando
las funciones ajustadas mediante un test de F, con el software Graph Pad Prism 6. Para los
analisis donde se usaron funciones tipo lineal plateau, éstas se ajustaron con el software Table
Curve Version 5y se graficaron en Graph Pad Prism 6. Se establecié un modelo de regresion
maultiple para estimar la proteina, incluyendo variables de suelo y cultivo al inicio y en
antesis. El anélisis de regresion multiple se realiz6 con el software Infostat y las variables
incluidas en el modelo se seleccionaron mediante stepwise.

2.3 RESULTADOS

Los resultados de la caracterizacion de sitios y cultivos se muestran en el Cuadro 2.1.
En el andlisis inicial de los suelos se determind que el contenido de materia organica (0-20
cm) tuvo un valor promedio de 2,26%, mientras que el 50% de los casos centrales se
encontraron entre 1,77% y 2,61%, con minimos 0,93% de y maximos de 4,19%. Para el caso
del P extractable el valor promedio fue de 10,9 ppm, con una amplia variabilidad ya que los
valores minimos y maximos fueron de 2,2 y 32.9 respectivamente, mientras que la mitad de
los casos se encontraron entre 6,7 y 12,2 ppm. Todos los cultivos recibieron fertilizacion
fosforada por parte del productor, la dosis promedio aplicada fue de 21,2 kg ha, en el 50%
de los casos centrales la dosis estuvo entre 19,2 y 22, 2 kg ha™. El contenido de agua en el
suelo al inicio de los ensayos fue variable, debido a diferencias en textura de los suelos y
lluvias previas, en promedio los suelos tuvieron 255 mm, con valores minimos y maximos
de 131 y 357 mm, mientras que el 50% de los datos estuvo entre 196 y 286 mm. La
disponibilidad inicial de N para el cultivo, considerando la fertilizacion realizada por el
productor estuvo en promedio en 52,8 kg ha!, mientras se observd una amplia variabilidad
ya que los valores variaron entre 21,1 y 110 y la mitad de los casos estuvieron comprendidos
entre 41,8 y 59,9. Las texturas predominantes fueron Franco y Franco Arenosa y no se
observaron valores extremos de acidez o alcalinidad. En antesis la disponibilidad de N-NO3
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fue de 20,6 y 32,5 kg ha™ en los tratamientos Control y N150 respectivamente, mientras que

el contenido de agua en el suelo hasta 100 cm en antesis, en promedio, fue de 221 mm.

Cuadro 2.1: Caracterizacion de los cultivos y sitios al inicio de los ensayos y en antesis.

Inicio Antesis
S/Afio Loc. Ant. Cv F.S. Text. MO pH Pext. Pfert N-NOs Hum.|] N-NOs Hum.
Cont. N150.
% ppm kg ha! mm | kgha! mm
1/2014 25 M. S S 16-5 AF 1,70 55 188 198 29,2 196 |14,7 22,0 158
2/2014 25M. TIS S 175 AF 1,70 54 11,3 198 58,9 197 [34,1 25,0 154
3/2014 25M. CIS S 185 AF 184 56 70 158 465 177 44,3 46,0 144
4/2014 25M. G S 19-5 AF 221 60 6,2 290 402 19 |46 37,0 153
5/2014 FT. CIS A 20-5 FA 237 57 6,7 193 591 267 3865 653 182
6/2014 Baig. T/S A 21-5 F 261 57 104 188 436 269 [|244 139 192
7/2014 Baig. S S 22-5 FA 283 57 12,1 188 455 247 7,7 218 142
8/2014 Baig. S A 23-5 F 260 59 165 20,2 305 357 [8,0 22,1 289
9/2014 Baig. CIS S 24-5 F 275 59 3,7 202 44,0 357 |J10,0 13,2 351
10/2014 Baig. CIS S 255 FA 254 59 73 314 533 286 |48 67,2 278
11/2014 G. U. S J 26-5 FA 2,16 54 18,3 26,6 21,1 207 155 42,1 191
12/2014 Morse S S 27-5 F 2,77 59 41 500 248 241 278 754 120
13/2014  Junin S S 285 FA 163 57 98 29,0 338 187 [28,0 83,7 169
14/2014  Ferre S Sc 29-5 F 281 72 118 202 634 s 33,9 93,2 sd
15/2014  Perg. S A 30-5 FL 241 57 78 202 588 sd 61,0 751 sd
16/2015 25 M. S A 315 FA 169 58 165 19,2 316 184 10,2 334 135
17/2015 25 M. S A 1-6 FA 093 58 329 192 22,1 131 |21 144 111
18/2015 25M. G A 2-6 FA 257 61 51 16,2 47,7 281 122 20,7 337
19/2015 25 M. S A 3-6 FA 176 58 47 162 385 268 196 10,3 334
20/2015 9. S E 4-6 F 243 6,1 41 20,7 479 328 |135 253 267
21/2015 9. S E 5-6 F 419 63 6,2 207 46,8 351 |151 23,3 250
22/2015 9. S E 6-6 F 247 6,1 22 20,7 429 326 |13,8 29,7 290
23/2015 Agus. S T 7-6 FL 228 60 105 12,3 57,5 207 |15,7 14,8 296
242015  Arrib. S A 8-6 F 201 57 74 222 66,7 285 [159 228 296
25/2015 Arrib. S A 9-6 F 286 56 119 222 751 339 (10,2 125 315
26/2015 Baig. S A 106 FA 259 60 70 s 58,4 321 |241 13,2 285
27/2015 Baig. S A 11-6 FA 270 58 6,8 sd 59,9 279 16,8 225 244
28/2015 Baig. T A 12-6 F 297 59 110 579 283 14,2 155 297
29/2015  Perg. S E 13-6 FL 226 57 78 202 729 sd sd sd sd
30/2015  Wh. S A 14-6 F 283 59 122 222 904 sd 22,4 146 sd
31/2015 Wh. S A 15-6 F 245 61 8,7 222 785 sd 19,2 304 sd
32/2016 25M. G A 166 AF 159 57 149 192 418 187 |[17,3 14,8 103
33/2016 25 M. S A 176 AF 103 58 12,7 320 451 179 [133 20,1 101
34/2016 Arrib. S A 18-6 FL 210 59 150 32,0 77,7 276 |184 146 205
35/2016 Arrib. S A 19-6 FL 1,77 5,6 95 246 753 240 14,1 253 158
36/2016  Junin S A 206 FA 097 59 119 246 569 191 329 76,3 211
37/2016 AsC. S A 21-6 F 212 60 31,8 20,2 110 332 17,0 255 332
38/2016 Perg. S T 22-6 FL 2,41 57 7,8 243 sd sd 11,7 22,2 sd
39/2016 Wh. S A 23-6 F 245 59 122 20,2 sd sd 17,7 315 sd

S: Sitio; Loc: Localidad (25 M.: 25 de Mayo, F.T.: Fortin Tiburcio, Baig.: Baigorrita, G.U.: Gdor. Ugarte, Perg.:
Pergamino, 9 J.: 9 de Julio, Wh.: Wheelwright, Asc.: Ascensién) (Ant.: Antecesor: (S: soja, T: trigo, G: girasol C:
cebada); F.S.: Fecha de Siembra. Cv: cultivar: (A: Andreia, S: Shakira T: Traveller E: Explorer Sc: Scarlett J:

Jenifer), Text.: Textura: (F franco, AF areno franco, FL: franco limoso, FA: franco arenoso.), MO.: Materia

Organica 0-20 cm.; P ext.: P extractable 0-20 cm.; P fert.: P agregado por el productor, N-NOz: Nitrato 0-60 cm

(incluye el N agregado por productor). Hum.: Humedad 0-100 cm.; sd: sin determinar.
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2.3.1 Crecimiento del cultivo, rendimiento y sus componentes

El tratamiento Control tuvo un rendimiento medio de 5303 kg ha, con un amplio
rango de valores observados (entre 2105 y 7640 kg ha). EI 50% de los rendimientos del
Control se encontraron en el rango entre 3365 y 5596 kg ha™* (Cuadro 2.2). La variabilidad
observada refleja el amplio rango de condiciones de crecimiento atribuidas a las distintas
condiciones climaticas y edaficas de los sitios y a los distintos manejos de los cultivos. Entre
las variables de sitio analizadas, el rendimiento del tratamiento Control se relaciono a la
humedad del suelo (0-100cm) al inicio (R? = 0,31) y, en segundo lugar, a la disponibilidad
inicial de N-NO3 (R? = 0,26). Un modelo con ambas variables mejor6 la estimacion del
rendimiento del tratamiento Control (Rend. = 35,46 +47,79* N-NOsz inicial +
11,72*Humedad inicial; R? = 0,49, n = 37). Las demas variables analizadas (precipitaciones
durante el ciclo, humedad inicial, humedad en antesis, suma térmica, P disponible, pH y
materia organica) no fueron retenidas en el modelo.

La disponibilidad de N en el tratamiento Control limit6 el rendimiento de los cultivos,
en 23 de los 39 sitios tuvo un rendimiento inferior al 90% del rendimiento del tratamiento
N150 (Figura 2.2), por lo que en el 59% de los casos, la fertilizacion aplicada por el productor
resultd insuficiente. El rango de limitacién al crecimiento por efecto de la disponibilidad de
N en el tratamiento Control, representativo de las condiciones de crecimiento del cultivo con
el manejo realizado por el productor, fue amplio y dependié del sitio. En el momento de
antesis, en el 72% de los sitios (25 sitios) se observo un crecimiento relativo del Control
menor al 90%, respecto al tratamiento N150 (Figura 2.2). En promedio, el crecimiento post-
antesis se redujo un 13,5% en el tratamiento Control respecto al tratamiento N150. La
biomasa final se redujo en el 68 % de los casos, en 22 de 32 sitios fue inferior al 90% respecto
al N150 (Figura 2.2). El rendimiento relativo del tratamiento Control, respecto a N150 se
asocio, en primer lugar, la disponibilidad de N-NOs al inicio y en segundo lugar la
disponibilidad de N-NO3 en antesis (RR = 0,01*Ninic + 0,0048*Nant; R? = 0,32; n = 35).
Las demas variables analizadas (precipitaciones durante el ciclo, humedad inicial, humedad
en antesis, suma térmica, P disponible, pH y materia orgéanica) no fueron retenidas en el
modelo.
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Figura 2.2: Probabilidad y probabilidad acumulada para las variables crecimiento pre-antesis,
biomasa final y rendimiento del tratamiento Control, relativo al tratamiento N150.
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La variacion en rendimiento se relaciond con la variacion del crecimiento pre-antesis
(Figura 2.3a), la pendiente de la funcién fue comun entre los tratamientos Control y N150
por lo esta relacion no fue afectada por la fertilizacion nitrogenada. Los residuales de la
regresion entre el rendimiento o y el crecimiento pre-antesis se asociaron al crecimiento post-
antesis, por lo que se genero un modelo de regresion multiple para integrar ambas variables
(Rendimiento (kg ha) = 0,00664*Crec pre-ant + 0,00657*Crec post-ant; R? = 0,93 n= 102).
Variables de sitio (P disponible, materia organica, pH, precipitaciones y suma térmica no
fueron retenidas en el modelo.

Cuadro 2.2: Medias de los tratamientos y cuartiles 25 y 75 para las variables relacionadas al
crecimiento del cultivo, rendimiento, componentes del rendimiento y ANOVA (valores de p de los
factores Sitio, Tratamiento y su interaccion). Letras diferentes junto a las medias indican diferencias
significativas entre tratamientos (p<0,05, LSD).

Medias de tratamientos ANOVA

Control N20f N150 Q25 Q75 Sitio Trat. SxT
Crec. preant. (g m2): 500 a 620b 4221 661,3 <0,01 <0,01 <0,01
Crec. postant. (g m?): 464 a 499 ab 536 b 345 677 <0,01 <0,01 0,19
Crec. postant./total (%): 47,0 48,3 46,1 39,8 553 <001 0,55 0,06
Biomasa final (g m): 9578a 9975a 1135b 819,7 1275 <0,01 <0,01 <0,01
Rendimiento* (kg ha) 5303a 5618b 6205¢ 3796 6173 <0,01 <0,01 <0,01
Numero granos (m2) 11337a 11785a 13797b 10356 14829 <0,01 <0,01 <0,01
Peso de grano (mg) 40,6 b 41,2 b 392a 374 433 <0,01 <0,01 <0,01
Calibre (% >2,5mm) 86,2 b 84,2 b 795a 80,0 94,1 <0,01 <0,01 <0,01
indice de cosecha 0,50 b 0,49 b 0,47 a 0,46 052 <0,01 <0,00 0,17

*Expresado en base himeda

El rendimiento se asocié débilmente al peso de granos (Figura 2.3d). ElI Control
presentd un peso de grano ligeramente mayor que el tratamiento N150 (3,5% mayor en
promedio), ambos componentes del rendimiento no estuvieron relacionados entre si. La
relacion entre el peso de grano y el rendimiento varié con el tratamiento. Si bien las
pendientes de esta relacion para los tres tratamientos no fueron distintas, el tratamiento N150
present6 una ordenada al origen mayor a los tratamientos Control y N20f (Figura 2.3d). El
indice de cosecha de biomasa vari6 con el tratamiento, en promedio, en el Control fue 6%
mayor que para N150, mientras que la fertilizacion foliar no afecto esta variable, el efecto
del tratamiento fue independiente del sitio (Cuadro 2.2).
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Figura 2.3: Relacion entre el rendimiento y el crecimiento pre-antesis (a). Relacion entre el nimero
de granos y el crecimiento pre-antesis (b). Relacion entre el rendimiento y el nimero de granos (c)
Relacion entre el rendimiento y el peso del grano (d).

El efecto de la aplicacion foliar de 20 kg de N ha* en antesis sobre el rendimiento
dependid del sitio. El rendimiento aumenté significativamente respecto al Control sélo en el
12% de los casos (5 sitios). Este aumento del rendimiento, en promedio de los sitios donde
la respuesta resulté significativa, fue de 775 kg ha™™. La aplicacion foliar aument6 la biomasa
en uno de los sitios y no fue diferente del Control a nivel general (Cuadro 2.2).

El calibre, una de las variables clave de calidad del grano, fue afectado por el agregado
de N en emergencia. En los tratamientos Control y N20f, el 28% de los sitios (11 de los 39
sitios) no alcanzaron el minimo requerido por la industria (85%), mientras que en el
tratamiento N150, el 43% de los sitios (17 sitios) no llego a dicho porcentaje. A nivel general,
en el tratamiento N150, el calibre se redujo 7,8% respecto al Control mientras que la
fertilizacion en antesis no lo afectdé (Cuadro 2.2). El calibre se relacioné al peso de grano
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ajustandose a una relacion lineal-plateau sin diferencia entre tratamientos (Figura 2.4). El
plateau se alcanzo6 con un peso de 42,9 mg correspondientes a un calibre de 92,6%.
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o y= 3,74x- 62,7 si x>42,9
y= 92,6si x>42,9
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0 1
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Peso de grano (mg grano™')
Figura 2.4: Calibre en funcién del peso de grano

El calibre y el peso de los granos se relacionaron negativamente a la temperatura en
los primeros 30 dias de llenado (Figuras 2.5a y 2.5b). La suma térmica con una temperatura
minima para el célculo del indice de estrés térmico de 27°C fue la que se relaciond con un
mayor ajuste a ambas variables. La relacion con la suma térmica, evaluada a través de las
pendientes de las funciones, fue similar entre los tratamientos. La funcién que mejor se ajustd
a los datos fue la lineal-plateau. Para el caso del peso de grano, cuando la suma térmica
superior a 27°C es inferior a 25°C dia no es afectado, el plateau se alcanzé con un peso de
43, 25 mg. El calibre fue afectado por sumas térmicas superiores a 41,7 °C dia, el calibre
correspondiente al plateau fue de 91,4%.
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Figura 2.5: Efecto de la suma térmica durante los primeros 30 dias del llenado de los granos sobre
el peso (a) y el calibre (b) de los granos. ST: suma de las temperaturas maximas diarias usando 27°C
como temperatura minima para el célculo del indice de estrés térmico.
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2.3.2 Absorcién y particion del N en el cultivo

El N absorbido pre-antesis se relaciond a la disponibilidad de N en el suelo (0-60 cm)
en la etapa de emergencia (Figura 2.6a). Por lo tanto, el tratamiento Control absorbié menos
N en pre-antesis que el tratamiento N150 en practicamente todos los sitios, con una diferencia
entre tratamientos que dependié del sitio (Cuadro 2.3). En el 92% de los sitios (33 de 35
sitios), la absorcion de N del Control al momento de antesis resulto inferior al 90% respecto
al tratamiento N150. En promedio, el N absorbido pre-antesis fue 40,8% menor en el Control
respecto al tratamiento N150 (Cuadro 2.3). La relacion entre el N absorbido pre-antesis
respecto al N disponible al inicio fue afectada negativamente por la disponibilidad de N
(Figura 2.6b). Ademas, de la menor absorcion pre-antesis, el tratamiento Control absorbid
durante el periodo post-antesis un 19,7% menos N que el tratamiento N150.

Cuadro 2.3: Resumen de las variables relacionadas a la absorcion y particion de N. Letras diferentes
junto a las medias indican diferencias significativas entre tratamientos (LSD Fischer; p<0,05).

Medias de tratamientos ANOVA

Control  N20f N150 Q25 Q75 Sitio Trat. SXT
Nabsant. (kg ha?) 56,9 a 93,3b 479 90,2 <0,01 <0,01 <0,01
Nabsllenado (kg ha?) 236a 323b 305b 1849 47.12 <0,01 0,01 0,56
Nabsfinal (kg ha) 805a 89,2b 1238c 734 120,8 <0,01 <0,01 0,10
Nabsgrano (kg ha) 641a 715b 915c 54,6 92,1 <0,01 <0,01 <0,01
Nabsrast. (kg ha) 16,4a 17,7a 323b 136 28,0 <0,01 <0,01 <0,01
Nrem. (kg ha) 409a 493b 619c 324 624 <001 <001 <0,01
ICN 0,79b 080b 0,73a 0,72 0,83 <001 <001 0,17
Ef. Fisiologia (kg ha™) 68,6c 622b 512a 520 69,9 <0,01 <0,01 <0,01
Nantesis (mg g* de N) 114 a 16,1b 10,7 145 <0,01 <0,01 <0,01
Proteina (%) 84a 907b 105c 812 10,3 <0,01 <0,01 <0,01
Nrast. (mg g de N): 3,38a 366a 594b 295 527 <0,01 <001 <0,01
Nabs Foliar (kg hat) - 9,3 - 456 14,09 - - -
ERN (%): 718b 720b 665a 584 768 <0,01 <0,01 <0,01
Nremgrano (%): 64,5 68,2 69,5 47,1 83,2 <0,01 0,35 0,11

Nabsant. (kg ha): Cantidad de N absorbido pre-antesis (en la biomasa aérea)

Nabsllenado (kg ha*): Cantidad de N absorbido en la etapa de llenado

Nabsfinal (kg ha'): Cantidad de N absorbido en biomasa a cosecha final

Nabsgrano (kg ha): Cantidad de N en grano a cosecha

Nabsrast. (kg ha?): Cantidad de N en rastrojo

Nrem. (kg ha): Cantidad de N absorbido pre-antesis que fue removilizado a los granos post-antesis
Nantesis (mg g* de N): Contenido de N en la biomasa aérea en antesis

Nrast. (mg g de N): Contenido de N en el rastrojo

ERN (%): Porcentaje del N absorbido pre-antesis que fue removilizado a los granos post-antesis
Nremgrano (%): Porcentaje del N en el grano proveniente de removilizacion

Nabs Foliar (kg ha): N absorbido en biomasa proveniente de la aplicacion foliar

A cosecha final, en promedio, la disminucidn fue de 43,3 kg ha'* de N absorbido total,
representando una disminucion del 35%. La cantidad de N cosechado en grano en el
tratamiento Control fue, en promedio, un 30% menor respecto al tratamiento N150 (una
disminucion de 27,4 kg hal) y la cantidad de un N remanente en el rastrojo 50% menor (una
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disminucion de 15.9 kg de N hal). La proteina en grano en el tratamiento Control fue 20%
(2,1 puntos porcentuales) inferior respecto al tratamiento N150, mientras que el contenido de
N en rastrojo fue un 43% inferior respecto al tratamiento N150.
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Figura 2.6: Relacién entre el N absorbido pre-antesis y el N disponible en el suelo en emergencia
(a). Proporcion de N absorbido pre-antesis respecto al N disponible en funcion del N disponible (b).
N disponible: Control: N suelo 0-60 cm; N150: N suelo 0-60 cm + 150kg ha™

El rendimiento se relaciono al N absorbido pre-antesis, la eficiencia fisiologica media
fue de 57,9 kg grano kgN, mientras que las eficiencias maximas y minimas fueron de 78,9
y 37,2 kg grano kgN respectivamente (Figura 2.7). La eficiencia fisioldgica fue afectada
por los tratamientos, siendo mayor en el tratamiento Control, seguido por N20f y fue menor
en el tratamiento N150 (Cuadro 2.3).
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Figura 2.7: Relacidn entre el rendimiento y el N absorbido pre-antesis. La linea llena representa la
eficiencia fisiol6gica media para todos los tratamientos, la linea discontinua indica la eficiencia
fisiol6gica méaxima (5% mayor), donde el plateau de rendimiento fue calculado con los 5% de los
rendimientos mas altos, la linea punteada indica la eficiencia fisiol6gica minima (5 % inferiores).
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El N absorbido pre-antesis fue el principal determinante del N absorbido total tanto
en grano como en biomasa a madurez (Figuras 2.8a y 2.8b). En ambos casos las relaciones
resultaron lineales y no fueron afectadas por los tratamientos.

160714"15716 1407
- (o) Ocontrol D%,If a o~
< 140{O AN 20 ¢ '©190
®
= OAON 150 ;
- N
gtzo T2 21001
<100 s . °
o 1 S 801
; 801 [t o
e S 607
2 007 5
o o 40
© 401 7 a
© % -=Todos < | % =-=Todos
z 201 Vj 1.18x + 16,4 20 y=0,75x + 19,9
R%= 0,77 2_
O T T T T T T T 1 O T T T T R |O’6(l) T 1
0 20 40 60 80 100120140160 0 20 40 60 80 1001201401610
N absorbido pre-antesis (kg ha'l) N absorbido pre-antesis (kg ha 7)

Figura 2.8: Relacion entre el N absorbido total y el N absorbido pre-antesis (a). Relacion entre el N
absorbido en grano y el N absorbido pre-antesis (b).

La aplicacion foliar de N en antesis incrementd el N absorbido total en 9,3 kg hal, en
el promedio de todos los sitios, sin diferencias entre sitios (Cuadro 2.3), por lo que la
eficiencia de absorcion fue del 46.5 % del N aplicado. Del N absorbido, se particionaron 7,5
kg al grano, lo que representd el 37% del N aplicado y el 82% del N absorbido. La aplicacion
foliar de N no afect6 el contenido ni la cantidad de N en el rastrojo (Cuadro 2.3).

El contenido de N en planta en antesis se relaciond al crecimiento pre-antesis
mediante una curva de dilucién (Figura 2.9a). La funcion obtenida en base al tratamiento
N150 resulté inferior, en todo el rango de biomasa considerado, a curvas de dilucion critica
para cultivos de cebada previamente reportadas (Justes et al., 1994 y Zhao, 2014). Se
identificaron los sitios donde el crecimiento pre-antesis no fue limitado por la disponibilidad
de N (i.e. Control/N150 > 0,9, puntos llenos en la Figura 2,9). Se ajusto, ademas, otra curva
de dilucién con el 50% de los sitios de menor contenido de N en el tratamiento N150. Los
indices de nutricion nitrogenada (INN) calculados a partir de las curvas, se asociaron al
rendimiento relativo del tratamiento Control, la relacion fue similar entre el indice calculado
con la curva ajustada a todos los cultivos y el calculado con la curva ajustada a la mitad de
los cultivos de menor contenido de N (N150 50%; Figuras 2.9b y 2.9c). Los INN calculados
con las curvas de Justes et al., 1994 y Zhao, 2014, presentaron un ajuste levemente inferior
respecto al rendimiento relativo (R?= 0,52; Datos no mostrados).
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Figura 2.9: Curvas de dilucion ajustada al tratamiento N150, la linea punteada (N150 50%)
corresponde al 50 % de los datos que estuvieron por debajo de la linea ajustada al tratamiento N150.
y curvas de referencia de Justes et al., 1994 y Zhao, 2014. Los simbolos llenos corresponden a los
sitios donde el crecimiento pre-antesis del control fue mayor al 90% del tratamiento N150 (a).
Relacién entre el rendimiento relativo y el INN calculado con las curvas del tratamiento N150 (b), y
la curva 50% inferior (c).

2.3.3 Absorcion y removilizacion de N post-antesis

La cantidad de N removilizado en el periodo post-antesis dependid de la cantidad de
N acumulado pre-antesis (Figura 2.10a). Las pendientes de las funciones ajustadas no fueron
distintas entre tratamientos, aunque disminuyé el valor de ordenada al origen en el
tratamiento N150 (Figura 2.10a). Por otro lado, el tratamiento N20f removilizé 49,3 kg ha,
un 20% mas respecto al tratamiento Control (Cuadro 2.3). La cantidad de N removilizado
post-antesis se asocid al rendimiento del cultivo, sin diferencias entre tratamientos (Figura
2.10b).
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Figura 2.10: N removilizado post-antesis en funcion del N acumulado en biomasa aérea en
pre-antesis(a), del rendimiento (b).

Los tratamientos Control y N20f removilizaron un mayor porcentaje del N
acumulado en pre-antesis respecto a N150 (71,8 y 72% respectivamente vs 63,5% del
tratamiento N150; Cuadro 2.3). La ERN fue afectada negativamente por el contenido
de N en la biomasa aérea (Figura 2.11c). La cantidad de N absorbido por Mg de
biomasa final, indicador de la abundancia de N, se relaciond significativamente la ERN
con pendiente negativa (Figura 2.11d). Por otro lado, estuvo muy débilmente
relacionada a la disponibilidad de N en el suelo (Figura 2.11a). La absorcion de N post-
antesis (Figura 2.11b) ni la cantidad de N absorbido pre-antesis (datos no mostrados)
afectaron la ERN.
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Figura 2.11: Eficiencia de Removilizacion de N en funcion del N disponible como nitrato en
antesis (a), del N absorbido post-antesis (b), del contenido de N en antesis (c) Relacién de la ERN
con el N absorbido final por Mg de biomasa final (d). Se ajustaron funciones a los tratamientos
donde la regresion resulto significativa (p<0,05).

La removilizacion del N acumulado en pre-antesis fue la principal fuente de N para
el grano, en promedio aport6 alrededor del 67% del N de los granos a madurez, sin ser
afectada por los tratamientos (Cuadro 2.3). La contribucion del N removilizado al contenido
final de N en grano (Nremgrano) no varid significativamente entre tratamientos (Cuadro 2.3).
Se determin0 que esta variable se relaciond negativamente a la oferta de N para el cultivo en
el periodo post-antesis, estimada como la cantidad de N-NOgz disponible en el suelo en antesis
y la mineralizacion aparente de N en el periodo post-antesis (Figura 2.12d). La cantidad de
N removilizado y la ERN tuvieron una débil relacién con la contribucion de N aportado por
removilizacion al grano (Figuras 2.12a 'y 2.12b). mientras que la disponibilidad de N-NOgz en
antesis no afecto la contribucion del N removilizado (Figura 2.12c).
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removilizacion y la Eficiencia de Removilizacion (b). Porcentaje N en grano proveniente de
removilizacién en funcion del N-NO; en antesis (c) y de la sumatoria del N-NOg3 en antesis y el N
mineralizado en el llenado (d).

La otra fuente de N para el grano, la absorcion del suelo durante el llenado, dependio
de la oferta de N en el periodo post-antesis, calculada como el N disponible en el suelo como
NO3 en antesis y el N mineralizado durante el periodo post-antesis (Figura 2.13a), mientras
que la disponibilidad de N-NOs en antesis no se relacion6 a la absorcion (Datos no
mostrados). La absorcion de N en el periodo post-antesis se asocio al crecimiento post-antesis
(Figura 2.13b), por lo que la menor absorcion del Control se atribuye a su menor crecimiento
en esta etapa. La aplicacion foliar no afectd la absorcion desde el suelo (Cuadro 2.3).
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Figura 2.13: Cantidad de N absorbido del suelo en la etapa post-antesis en funcion de la
disponibilidad de N como nitrato (0-60 cm) en antesis + el N mineralizado en post-antesis (a) y del
crecimiento post-antesis (b).

El indice de cosecha de N (ICN) fue afectado por el tratamiento, en promedio el
Control destind mayor proporcién de N al grano (79% del N pre-antesis en el control vs 73%
en el tratamiento N150; Cuadro 2.3). El ICN se relacion6 débilmente a la disponibilidad de
N en el suelo en antesis (Figura 2.14a) y se relacion6 en mayor medida al N absorbido final
por Mg de biomasa (Figura 2.14b). No se relacion6 al N absorbido pre-antesis (Datos no
mostrados). La aplicacion de N en antesis no afectd el ICN ni el contenido de N remanente
en el rastrojo (Cuadro 2.3).
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Figura 2.14: Relacion del indice de Cosecha de N con el N disponible (N-NOs en antesis) (a), con el
N absorbido final por Mg de biomasa final (b).

2.3.4 Proteina en grano

El tratamiento Control tuvo un contenido proteico inferior al requerido por la industria
en 28 de los 39 sitios. La reduccion de proteina en grano, atribuida a la disponibilidad de N
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(diferencia significativa entre el Control y N150), fue dependiente del sitio (Cuadro 2.3), y
se observo en el 70% de los casos (27 sitios). La proteina en grano se relacion6 con el N
absorbido pre-antesis (R? 0,28, Fig. 2.15b) y, en especial, con el contenido de N en antesis
(R2 0,58, Figuras 2.15a). En ambos casos las relaciones fueron iguales entre los tratamientos.
Ademas del N en planta, la proteina en grano se relacion6 al N disponible (N suelo + N
agregado) por unidad de rendimiento logrado (cociente Nd/R), sin diferencias entre los
tratamientos (Figura 2.15d). En la relacion se excluyeron los sitios que recibieron lluvias
mayores a 400 mm en el periodo emergencia-antesis ya que se apartaron de la regresion,
hacia debajo de la linea, probablemente debido a las altas perdidas de N. EI N absorbido final
por unidad de rendimiento tuvo una significativa relacién con la proteina para todos los
tratamientos (Figura 2.15c¢). La proteina no se asocio a la cantidad de N removilizado, ni a la
cantidad de N absorbido post-antesis para ninguno de los tratamientos (datos no mostrados).
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Figura 2.15: Relacion de la proteina en grano con: el contenido de N en antesis (a), el N absorbido
pre-antesis (b), el N absorbido final por Mg de rendimiento (c), el N disponible al inicio del cultivo
por Mg de rendimiento (d). La linea punteada es la funcion ajustada a todos los sitios, la linea llena
corresponde a la funcidn ajustada excluyendo los sitios donde la precipitacion entre emergencia y
antesis fue mayor a 400 mm, los simbolos llenos corresponden a los sitios excluidos de la regresion.
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La relacion entre el contenido de N en antesis y la proteina fue dependiente de la
proporcion del N en el grano proveniente de la removilizacion. En el 50% de los sitios que
tuvieron mayor proporcion de N en grano proveniente de removilizacion (mas del 66,9% del
N del grano; Figura 2.16b), el contenido de N en antesis explicd el contenido de proteina en
grano en mayor medida que en el caso del 50% de los sitios que tuvieron menor contribucion
de la removilizacion al grano (R? 0,85 vs R? 0,56; Figuras 2.16a y 2.16b).
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Figura 2.16: Relacion entre la proteina y el contenido de N en antesis agrupados en funcién de la
proporcion del N en grano aportada por removilizacion (a) corresponde al 50% de los sitios que
tuvieron la menor proporcién de N aportado por la removilizacion, (51,6% en promedio). La figura b
corresponde al 50% de los cultivos que tuvieron la mayor proporcion de N en grano aportado por la
removilizacién, (80,1% en promedio).

La proteina en grano se relacion6 a los INN calculados con las curvas de dilucién. El
INN obtenido con la curva del tratamiento N150 se relacioné a la proteina, sin embargo, el
INN calculado con la curva de Zhao, 2014 tuvo un mejor ajuste (Figuras 2.17ay 2.17b).
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Figura 2.17: Relacion entre la proteina y los indices de Nutricion Nitrogenada. Calculados con las
curvas de dilucion (a) de N150 y (b) de Zhao, 2014. Los INN de las curvas Justes et al., 1994 y N150*
no se muestran por tener R? inferior a las mostradas.
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La suma de temperaturas maximas diarias en los primeros 30 dias post-antesis,
usando una temperatura minima para la suma de tiempo térmico de 29 °C, que tuvo la mejor
relacion entre las temperaturas minimas probadas (Figura 2.18), se asoci6 positivamente a la
proteina para todos los tratamientos. El tratamiento N150 tuvo mayor pendiente y ordenada
al origen, mientras que los tratamientos Control y N20f tuvieron igual pendiente pero
diferentes ordenadas al origen.

Proteina (%)

= Control

6| T
0 10 20 30 40
Suma térmica > 29 °C

Figura 2.18: Relacion entre la proteina y la suma de temperatura maximas diarias mayores a 29°C
en los primeros 30 dias post-antesis.

Un modelo de regresion multiple permitio explicar la proteina en grano con un mejor
ajuste que una sola variable medida en antesis. En el modelo, la proteina se asocio
positivamente al INN calculado con la curva de Zhao (2014) y a la suma de temperaturas
maximas por encima de la temperatura minima de 29 °C en post-antesis y negativamente a
la humedad en el suelo, hasta los 100 cm. EI modelo obtenido se establecid de la siguiente
manera:

Ecuacioén 2.1

Proteina = 6,55 + 8,67*INN Zhao + 0,032*ST29 — 0,010*HA

R%?=0,73;n =59

Donde INN Zhao es el indice de nutricion nitrogenada calculado con la curva de Zhao (2014),
HA es el agua total del suelo en antesis hasta 100 cm de profundidad (mm) y ST29 es la suma
térmica, con temperatura minima de 29 °C en los primeros 30 dias del llenado.

La proteina calculada con el modelo de regresion multiple se relacioné a la proteina
observada y el ajuste aumento respecto al INN individual (R?=0,73 vs R?=0,63). La relacion
no resultd estadisticamente diferente de la linea 1:1 (Figura 2.19).
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multiple previamente descripto.

La aplicacion foliar de 20 kg de N en antesis increment6 la proteina respecto al
Control, y el aumento fue dependiente del sitio. En promedio incremento la proteina en 0,67
puntos porcentuales, lo que representd un incremento del 7,9% respecto del tratamiento
Control (Cuadro 2.3). La respuesta del 50% de los casos centrales fue de entre 0,34 y 0,99
puntos porcentuales. En el 54% de los casos (21 sitios) la proteina del tratamiento N20f
superd el limite inferior para la comercializacion (vs 38% del Control). La proteina en el
tratamiento N20f se relaciond a la proteina en el tratamiento Control (Figura 2.20a), la
funcién ajustada fue diferente a la linea 1:1, en los sitios donde el tratamiento Control tuvo
menor proteina, se observo un mayor incremento por la fertilizacion foliar. La respuesta a la
aplicacion foliar, en términos de incremento proteico, se relaciond negativamente, al
crecimiento del cultivo en el momento de antesis, aunque el valor de R? fue bajo (Figura
2.20b). Larespuesta no se relaciond al N disponible en suelo (Figura 2.20c), ni al rendimiento
del cultivo, tanto en forma absoluta como relativa (datos no mostrados). El status nitrogenado
del cultivo, evaluado mediante indices de nutricion nitrogenada obtenidos de curvas de
dilucion, tampoco se asocio a la respuesta a la aplicacion foliar (Figura 2.20d). El andlisis de
regresion multiple con variables ambientales consideradas (Agua del suelo y NOsz disponible
en antesis), no mejora la relacion respecto al crecimiento pre-antesis.
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Figura 2.20: Relacién entre la proteina en grano en el tratamiento N20f y la proteina en grano en el
tratamiento Control (a). Relacién entre la respuesta a la fertilizacion foliar, en incremento de
contenido proteico, y la biomasa aérea en antesis (b), el N disponible en antesis como N-NOs (c) y el
INN obtenido con la curva ajustada al tratamiento N150 (d).

2.4 DISCUSION
2.4.1 Crecimiento y rendimiento

La red experimental exploré un amplio rango de variabilidad ambiental, reflejado por
los rendimientos del Control, que variaron entre 2105 y 7640 kg ha. La mayoria de los
cultivos en los sitios bajo estudio fueron deficientes de N, la reduccion del crecimiento pre-
antesis, la biomasa final y el rendimiento, comparados con los que recibieron N en
emergencia, tuvo un amplio rango de debido a la variabilidad ambiental (Figura 2.3). En el
59% de los sitios el Control, que refleja el manejo por parte del productor, tuvo un
rendimiento relativo al tratamiento N150 menor al 90%. EI menor crecimiento pre-antesis en
los cultivos que no recibieron fertilizacion nitrogenada (Cuadro 2.2) llevé a que fijen un
menor nimero de granos, asociado directamente al rendimiento (Figura 2.3b). Trabajos
previos mostraron que, en cereales, el crecimiento en el periodo cercano a antesis resulta
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critico para la determinacion del nimero de granos y por lo tanto del rendimiento, tanto en
cebada (Baethgen et al., 1995; Prystupa et al., 2004; Arisnabarreta & Miralles 2008), como
en trigo (Savin & Slafer, 1991; Ehdaie & Wines, 2001).

El peso de los granos estuvo débilmente asociado al rendimiento (Figura 2.3d). El
tratamiento Control, presenté un mayor peso y calibre de grano respecto del tratamiento
N150 (Cuadro 2.2). El tratamiento N150 tuvo un menor peso de grano y a consecuencia de
ello, menor calibre, resultados similares fueron observados por varios autores (Eagles et al.,
1995; Zhao et al., 2006), con dosis de N similares a la usada en el presente trabajo.
Contrariamente a lo que sucede con fertilizaciones tempranas, la aplicacion en antesis no
afecto el calibre (Cuadro 2.2). Factores ambientales como la suma térmica, con temperatura
minima de 27 °C, en los primeros 30 dias de llenado redujeron el calibre y el peso de los
granos (Figuras 2.5a y 2.5b). La respuesta de ambas variables a la suma térmica se ajusto a
una funcion lineal plateau, por lo que bajas sumas térmicas acumuladas no tienen efecto ni
sobre el calibre ni el peso de grano. La sensibilidad del cultivo a la exposicién a altas
temperaturas después de antesis no tuvo interaccion con la fertilizacion (las pendientes de
ambos tratamientos son iguales: Figuras 2.5a y 2.5b). Este resultado difiere de lo observado
en trigo por Elia et al. (2018), quienes observaron, que el aumento de la disponibilidad de N
aumenta la sensibilidad a las temperaturas altas, aunque los valores de N disponible en dicho
trabajo fueron mayores a los de la presente red. En el presente trabajo se observé que el peso
de grano fue afectado por temperaturas post-antesis inferiores a las que producen dafios por
golpe de calor en cereales (Alvarez Prado et al., 2017). Entonces, la reduccion del peso de
grano se atribuye a una disminucion del periodo de llenado, mas que al dafio directo de la
temperatura sobre el cultivo. Trabajos previos demostraron que, en cereales, altas
temperaturas en el llenado afectan el peso del grano debido a una reduccion del periodo de
llenado, principalmente por acelerar la senescencia del canopeo (Wardlaw et al., 1989; Slafer
& Miralles, 1992). Se determind previamente que el menor peso de grano en cultivos que
sufren altas temperaturas en llenado se debe a una menor acumulacion de almidon en el grano
(Savin & Nicolas, 1996), ya que afectan el proceso de sintesis (Jenner, 1994).

La aplicacion de N en antesis en la mayoria de los sitios no tuvo efecto sobre el
rendimiento, solo en el 12% de los casos se observé una respuesta significativa, que no se
relaciond a variables de sitio o de cultivo. En trabajos anteriores se observaron resultados
dispares respecto al efecto de la aplicacion foliar, en periodos cercanos a antesis, sobre el
rendimiento. La mayoria de los trabajos, al igual que en la presente red, no observaron efectos
generalizados sobre el rendimiento por aplicacion foliar en dosis similares a las usadas en
este ensayo, tanto en trigo (Heitholt et al., 1990; Wuest & Cassman, 1992; Wolfolk et al.,
2002; Maet al., 2006) como en cebada (Bulman & Smith, 1993). Algunos trabajos reportaron
respuestas puntuales, como la observada en la presente red, a la aplicacion foliar en algunas
situaciones en cultivos de trigo (Gooding et al., 1991, Strong, 1982).

2.4.2 Efecto de la disponibilidad de N sobre la absorcidn y removilizacion post-antesis.
La absorcion en el periodo pre-antesis resultd clave para el aporte de N al grano ya

que el N cosechado en el grano estuvo significativamente asociado a la absorcion pre-antesis
(Figuras 2.8a y 2.8b). La absorcion de N en este periodo estuvo relacionada a la
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disponibilidad de N en el suelo al comienzo del cultivo (Figura 2.6a). Sin embargo, la
proporcion del N disponible al inicio del cultivo que fue absorbida en el periodo pre-antesis
fue afectada negativamente por la disponibilidad de N (Figura 2.6b). Trabajos anteriores en
cebada (Bulman & Smith, 1993b; Baethgen et al., 1995) y en trigo (Bancal et al., 2008)
mostraron gue, tanto el rendimiento como el nimero de granos, se relaciona a la cantidad de
N absorbida previamente al periodo critico. Tal como fue observado previamente en cereales,
la absorcion pre-antesis es el principal aporte de N al grano (Austin et al., 1977; Malhi et al.,
2006). La cantidad de N absorbido se asoci6 al rendimiento (Figura 2.7). Los valores de
eficiencia fisioldgica calculados fueron similares a los determinados previamente en cebada
en Argentina (Abeledo et al., 2008). Asimismo, al igual que lo observado en el trabajo de
Abeledo et al., 2008, la eficiencia fisiologica disminuyo con la fertilizacion inicial.

La relacion entre el contenido de N en antesis y el crecimiento pre-antesis se ajusto a
una curva de dilucién (Figura 2.9a). El contenido de N, para todo el rango de biomasa
considerado, para el tratamiento N150, estuvo muy por debajo de las curvas de dilucién
determinadas para cebada por otros autores (Justes et al., 1994; Zhao, 2014). Segun estas
curvas de dilucidn criticas, todos los cultivos del tratamiento N150 sufrieron limitaciones en
su crecimiento debido al contenido de N. Sin embargo, en nuestra red hubo varios sitios
donde no se observaron diferencias en el crecimiento pre-antesis entre el tratamiento Control
y N150 (puntos llenos en la figura 2.9a). Los cultivos del tratamiento N150 en esos sitios
deberian quedar por encima de una curva de dilucién critica, ya que es evidente que no
sufrieron ninguna limitacién en su crecimiento pre-antesis por falta de N. Estos resultados
sugieren que las curvas descriptas en los estudios previos no representan adecuadamente los
cultivos de cebada de nuestra red experimental. Las diferencias podrian atribuirse a que las
curvas de referencias fueron realizadas con cebada de invierno o que en el caso de la curva
obtenida por Justes, se usaron cultivares mas antiguos, que tienden a tener mayor contenido
de N en la biomasa que los cultivares actuales (Abeledo et al., 2008). A pesar de no contar
con una curva de dilucidn critica calibrada para los cultivos de cebada de nuestra red, los
INN calculados a partir de las curvas, fueron indicadores de la limitacion por N ya que se
relacionaron significativamente al rendimiento relativo, indicador de la limitacion por N
(Figuras 2.9b y 2.9¢).

La cantidad de N removilizado en el periodo post-antesis se relaciond a la cantidad
de N absorbido en el periodo pre-antesis (Figura 2.10a). Estos resultados coinciden con los
previamente reportados en trigo (Kichey et al., 2007) y en cebada (Przulj & Momcilovi¢,
2003). La cantidad de N removilizado post-antesis estuvo asociada al rendimiento (Figura
2.10b), por lo que la demanda de N por parte de los granos durante el llenado parece ser un
determinante de la removilizacion del N, como fue sugerido por Gregersen (2008). La
aplicacion de N foliar en antesis increment6 la cantidad de N removilizado, respecto al
Control, practicamente todo el N absorbido a partir de la aplicacion foliar se removilizo en
el periodo post-antesis (Cuadro 2.3). La ERN se relacion6 negativamente al contenido de N
de la biomasa aérea, tanto en antesis como en madurez (Figuras 2.11c y 2.11d), por lo que a
mayor contenido de N una menor proporcion de N fue removilizada. La ERN no fue afectada
por la aplicacion foliar (Cuadro 2.3), por lo tanto, un alto porcentaje del N absorbido fue
removilizado en post-antesis. La aplicacion tardia, permitié incrementar el aporte de N al
grano sin disminuir la eficiencia del proceso de removilizacion del N absorbido previamente,
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como ocurre cuando el N se aplica temprano. La cantidad de N absorbido post-antesis no
afectd la ERN (Figura 2.11b), por lo que la removilizacion de N dependid de la cantidad de
N absorbido en la planta (Figura 2.10a). Trabajos previos mostraron que la alta disponibilidad
de N en el suelo disminuye la eficiencia de removilizacion, tanto en cebada (Bulman &
Smith, 1994) como en trigo (Papakosta, & Gagianas, 1991; Khan, 2017), con dosis similares
de N. Sin embargo, en este trabajo la eficiencia de removilizacion (ERN) se relaciono
débilmente tanto a la disponibilidad de N en antesis (Cuadro 2.3; Figura 2.11a), como a la
oferta de N en el llenado. En promedio los tratamientos Control y N20f removilizaron 71,8
y 72% respectivamente, mientras que N150 removilizé un 66,5% del N absorbido pre-antesis
(Cuadro 2.3).

La removilizacion aporto, en promedio, el 66% del N cosechado en grano, y fue
similar en todos los tratamientos (Cuadro 2.3). El aporte de N por removilizacion al grano
result6 algo superior a la lo informado para cebada, que esté alrededor del 60% (Bulman &
Smith, 1993). Los valores fueron similares a valores reportados para trigo, donde se observo
una contribucién media de la removilizacion de alrededor de 70%, (Kichey et al., 2007)
mientras que Heitholt et al., (1990), determinaron que el aporte de N al grano por
removilizacion puede ser superior al 80%. La proporcion del N en grano aportada por
removilizacion estuvo principalmente asociada a la oferta de N en el periodo post-antesis
estimada como la suma de la cantidad de N-NOgz en antesis y el N mineralizado post-antesis
(Figura 2.12d). La absorcion post-antesis, que en promedio aportd el 34% del N en grano, se
relaciono a la oferta de N para el cultivo durante el llenado, estimada como la sumatoria del
N-NOsz en antesis y el N mineralizado en post-antesis (Figura 2.13a), en linea con lo
observado previamente en trigo donde la absorcidn post-antesis se relaciond a la oferta de N
en el suelo en antesis (Cassman et al., 1992). Sin embargo, la medicion del contenido N-NO3
en antesis no estimd la absorcion, por lo que la mineralizacion post-antesis constituye un
aporte importante para el grano. La absorcion de N en periodo post-antesis también se
relaciono a la demanda del cultivo, estimada a través del crecimiento post-antesis (Figura
2.13b), en linea con lo observado en cebada por Przulj & Momcilovi¢, (2003).

El indice de cosecha de N se relaciono significativamente al contenido de N en la
biomasa aérea final (Figura 2.14b), también relacion6 negativamente a la disponibilidad de
N en el suelo en antesis (Figura 2.14a), como fue reportado en trabajos anteriores en trigo
(Ehdaie & Waines, 2001; Ercoli et al., 2008, aunque en menor medida. La aplicacion foliar
no modificd el ICN (Cuadro 2.3), debido a que un alto porcentaje del N absorbido a partir
del aplicado via foliar se export6 al grano (80%). La alta eficiencia con que el N absorbido
via foliar se traslocé al grano hizo que este tratamiento no aumente la cantidad de N
remanente en el rastrojo (Cuadro 2.3), como fue descripto en trigo por Woolfolk et al. (2002).

2.4.3 Proteina

El contenido proteico en el tratamiento Control, representativo del manejo de los
cultivos en la region, result6 bajo, en 28 de los 39 sitios experimentales fue inferior al 9%,
base minima para su comercializacion a malterias. Esta problematica fue observada
previamente en la region pampeana (Matthiess et al., 2002; Michiels & Degenhart, 2004). El
contenido proteico en el tratamiento Control estuvo limitado por la disponibilidad de N, en
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mas de la mitad de los sitios (27 de los 39 sitios) fue inferior al tratamiento N150. La proteina
en grano se relaciono significativamente al contenido de N en planta al momento de antesis,
una relacion mas débil se observo con la cantidad de N absorbido en pre-antesis (R>= 0,58
vs R?= 0,28 Figuras 2.15a y 2.15b). Trabajos previos observaron que el contenido de N en
planta cerca de antesis se relaciond significativamente a la proteina final en trigo (Sexton et
al., 2006; Feng et al., 2008). EI N absorbido a madurez por unidad de rendimiento fue la
variable que mejor explico la proteina en grano (R?= 0,86), esta relacion no fue afectada por
el tratamiento (Figura 2.15c). En menor medida, la proteina se relacioné linealmente con la
disponibilidad de N en suelo por unidad de rendimiento (Figura 2.15d). La disponibilidad N
necesaria para un 10 % de proteina fue de 24,7 kgN Mg, similar a lo observado en otro
trabajo realizado en la region, donde se determiné que se necesitan 23,6 kgN Mg para un
10% de proteina (Prystupa et al., 2018)

La relacion entre la proteina en grano y el contenido de N en antesis fue afectada por
la proporcion del N en grano proveniente de la removilizacion (Figuras 2.16a y 2.16b). En
los cultivos donde la proporcién del N en grano aportada por removilizacion fue mayor, el
contenido de proteina estuvo mas relacionado al estado nutricional del cultivo en antesis,
evaluado mediante el contenido de N (R?= 0, 85 donde el aporte por removilizacion fue
mayor al 66% vs R?= 0, 56 donde el aporte fue menor al 66%). El status nitrogenado del
cultivo, evaluado a través de INN calculados con las curvas de dilucién ajustadas al
tratamiento N 150 y las curvas de referencia explicO mejor la proteina en grano que el
contenido de N en antesis (R?= 0.63 vs R?= 0,58; Figuras 2.17a y 2.17b). La relacion con el
INN de la curva de Zhao (2014), resulto levemente superior al ajuste obtenido con la curva
ajustada al tratamiento N150 (R?= 0.56 vs R?= 0,63).

Ademas de la nutricidn nitrogenada del cultivo, la proteina fue afectada por las altas
temperaturas durante el llenado del grano. Un indice que reflej6 la exposicion del cultivo a
altas temperaturas, calculado como la suma de temperaturas maximas mayores a 29 °C en
los primeros 30 dias post-antesis, se relaciond positivamente con la proteina (Figura 2.18).
El incremento en el contenido porcentual de N en grano se debe a que las altas temperaturas
durante el llenado reducen el periodo de acumulacion de carbohidratos en grano, mientras
que no afectan el periodo de acumulacion de N, que en cereales ocurre previamente a la
acumulacién de carbohidratos (Bhullar & Jenner, 1985; Stone & Nicolas, 1994; Savin &
Nicolas, 1996). La sensibilidad a las altas temperaturas dependi6 de la disponibilidad de N.
El tratamiento N150 tuvo una mayor sensibilidad al incremento de la temperatura,
manifestado por una mayor pendiente de la recta respecto al tratamiento Control (Figura
2.18). Las diferencias entre las pendientes probablemente se deben a que el tratamiento N150
podria haber sufrido un déficit hidrico mayor que el Control atribuido al mayor consumo de
agua por su mayor crecimiento pre-antesis. La combinacion de altas temperaturas y déficit
hidrico afectan la acumulacion de carbohidratos en mayor medida que las temperaturas altas
(Savin & Nicolas, 1996). La fertilizacion en antesis no afectd la sensibilidad a altas
temperaturas ya que el tratamiento N20f tuvo igual pendiente que el tratamiento Control
(Figura 2.18). Mediante un modelo lineal de regresion multiple, que incluy6 el INN y factores
ambientales se explico la proteina en grano con mayor precision respecto a una variable
individual (R?= 0,73 del modelo vs R?= 0,63 del INN). Este modelo incluyo la suma térmica
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durante el llenado, debido a su relacion positiva con la proteina y la humedad en antesis que
se relaciono en forma negativa con la proteina.

La aplicacion foliar de N en antesis increment6 el contenido proteico y permitio
alcanzar la calidad maltera varios sitios donde el cultivo no llegé al 9% de proteina. En el
tratamiento Control un 28% de lotes lograron la calidad adecuada, mientras que con el
tratamiento N20f se logrd que un 54% de los lotes resulten aptos para malteria (11 sitios en
el Control vs 22 en N20f). EI aumento promedio fue de 0.67 puntos porcentuales (Cuadro
2.3), representando un 7,9% mas de proteina respecto al Control. Estos resultados coinciden
con varios trabajos que observaron respuestas generalizadas a las aplicaciones de N en
periodos cercanos a antesis. En cebada (Bulman & Smith, 1993b), obtuvieron un incremento
de 7,5% del contenido proteico con la aplicacion de 50 kg ha™ de N via foliar, por lo que la
dosis de 20 kg ha® de N usada en el presente trabajo resulté mas eficiente. En trigo, con
aplicaciones foliares en dosis de entre 10 y 34 kg de N, se obtuvieron incrementos de entre
10 y 12% de proteina, (Strong, 1982; Woolfolk et al., 2002; Ma et al., 2006). En etapas
avanzadas del cultivo, la aplicacion de N foliar resulta mas adecuada que la aplicacion al
suelo. Heitholt et al. (1990) observaron que las aplicaciones tardias de N en el suelo post-
antesis no afectan el contenido proteico. La eficiencia de absorcion del N aplicado via foliar
fue, en promedio, del 46.5% del N aplicado al momento de la aplicacion, con un amplio
rango de variabilidad, donde el 50% de los casos estuvo entre un 23 y un 70% de absorcion
y no se relaciond a variables del cultivo. La informacion disponible acerca de la eficiencia
de absorcion para cebada a campo es escasa, los valores de absorcion observados en otros
estudios son muy variables. En trigo, con una dosis mayor de N (40 kg N ha?), se observaron
valores de eficiencia de absorcion mayores al observado en el presente trabajo, llegando hasta
un 70% de absorcion (Powlson et al., 1989). Contrariamente, en trigo en camara de cultivo,
reportan que la recuperacion de N aplicado via foliar resulté como maximo del 27% (Rawluk
et al., 2000), muy inferior al promedio observado en la presente red, coincidiendo con los
sitios donde la eficiencia fue baja. La eficiencia con que el N absorbido via foliar se
removilizo al grano fue alta (82% en promedio), variando entre 73 y un 98% para el 50% de
los casos. La eficiencia en promedio resulté algo menor a lo reportado por Powlson et al.
(1989), quiénes observaron una eficiencia de recuperacion en el grano del 92% del N
absorbido a partir de la aplicacion foliar en antesis. Sin embargo, la recuperacion de N en
grano fue mas alta que lo observado en trigo por Moller et al., donde la translocacion de N al
grano fue de alrededor del 50% del total de N aplicado.

La proteina en grano en el tratamiento N20f se relaciond a la proteina del tratamiento
Control, los sitios que tuvieron menor proteina en el tratamiento Control mostraron un mayor
incremento en el tratamiento N20f (Figura 2.20a). La respuesta a la aplicacion foliar no se
relaciond a la disponibilidad de N en el suelo en antesis (Figura 2.20c), contrariamente a lo
reportado en una revision de trabajos Gooding & Davies (1992), quienes observaron una
relacién negativa entre el incremento de contenido proteico por la aplicacion foliar de N y el
N disponible para el cultivo en antesis. La respuesta a la aplicacion foliar solo se correlaciono
en forma negativa y débil al crecimiento del cultivo en antesis (Figura 2.20b), probablemente
debido a una dilucion del N absorbido. La respuesta no se relaciono ni con el rendimiento ni
el crecimiento relativo en antesis, tal como fue propuesto previamente que la respuesta a la
fertilizacion foliar en trigo depende del rendimiento relativo (Bly & Woodard, 2003). El
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status nitrogenado, evaluado a través del INN, al momento de aplicacion no se relaciond a la
respuesta del cultivo (Figura 2.20d), probablemente debido a que el N aplicado se moviliza
al grano sin afectar los procesos que determinan el aporte de N al grano, como la eficiencia
de removilizacion y la absorcion post-antesis. Dado que mediante la aplicacion foliar de N
se incrementa la absorcion post-antesis sin afectar la removilizacion del N acumulado pre-
antesis, se incrementa el aporte de N al grano y por lo tanto su contenido proteico, tal como
fue sugerido previamente (Monaghan et al., 2001).

2.5 CONCLUSIONES

La Hipotesis planteada para este capitulo: “La relacion entre el estado nutricional del
cultivo en antesis y el contenido de proteina en el grano a cosecha depende de la proporcion
de N del grano que proviene de la removilizacién, y de las condiciones ambientales durante
el llenado de grano”, fue aceptada. La relacion entre el contenido de N en antesis y el
contenido de proteina en grano fue mas estrecha cuando la proporcion de N en el grano
proveniente de removilizacion fue alta.

El contenido proteico de los cultivos en la region fue inferior al requerido por la
industria maltera en la mayoria de los casos, limitado por la disponibilidad de N, que se
tradujo en un menor crecimiento, absorcion y contenido de N en biomasa aérea al momento
de antesis. El contenido de N al momento de antesis y el INN, calculado con curvas de
referencia y con una curva ajustada en el presente trabajo, fueron los mejores estimadores de
la proteina en grano. La proteina se relaciond al N absorbido final por unidad de rendimiento
y, en menor medida, al N disponible al inicio del cultivo por unidad de rendimiento.

La aplicacion foliar en antesis incrementd la proteina ya que gran parte del N
absorbido fue removilizado al grano, por lo que la técnica es altamente efectiva para aumentar
el N aportado al grano. La aplicacion foliar de N no afect6 la removilizacion del N acumulado
previamente ni el indice de cosecha de N. Sin embargo, la eficiencia de absorcion del N fue
relativamente baja. La magnitud del incremento de proteina de los granos por la fertilizacion
foliar se relacioné a la proteina del tratamiento Control y en menor medida al crecimiento
del cultivo y no se relacioné al status nitrogenado del cultivo al momento de la aplicacion.

A partir de lo observado en este trabajo se determind la utilidad de un indice de
nutricion nitrogenada para predecir la proteina en antesis y decidir una aplicacion
complementaria de N para mejorar la calidad maltera. La determinacion del INN en antesis
permite una estimacién de la proteina que se espera obtener a la cosecha mas precisa que una
estimacion realizada al inicio del ciclo del cultivo basada en la cantidad de N disponible y el
rendimiento esperado.
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3.1 INTRODUCCION

Para optimizar el manejo de la nutricion nitrogenada es necesario conocer el status
nitrogenado del cultivo en un periodo cercano a antesis. El diagndstico puede hacerse, como
se describidé previamente, mediante la cosecha de biomasa y determinacién de su contenido
de N, sin embargo, esta metodologia normalmente resulta poco préactica en la produccion. El
uso de sensores remotos es la alternativa mas sencilla y rapida frente a los métodos
destructivos que, si bien son de alta precision, son lentos y costosos (Erdle et al., 2011). El
rapido acceso a la informacion usando métodos de diagndstico remotos es fundamental para
el manejo de la fertilizacién durante el ciclo del cultivo (Hatfield et al., 2008; Xu et al., 2014).

Dado el numero de bandas que presentan los sensores multiespectrales pueden
calcularse numerosos indices que se relacionan con distintas caracteristicas de un cultivo.
Los mas comunes utilizan la reflectancia de dos bandas, siendo las mas usadas la reflectancia
en el rojo, infrarrojo cercano (NIR), verde, azul o borde rojo, debido a su sensibilidad a
cambios en caracteristicas del canopeo como cobertura, area foliar, biomasa acumulada, o el
contenido de clorofila (Gitelson et al., 2003; Hatfield et al., 2008; Thenkabail et al., 2011).
Las formas de célculo mas habituales de un indice de vegetacion (V1) son un simple cociente
(e.g. RVI=NIR/rojo) o la diferencia normalizada de la reflectancia de dos bandas (e.g. NDVI
= (NIR-rojo) / (NIR+r0jo)) (Sims & Gamon, 2002; Pettersson & Eckersten, 2007). Uno de
los indices mas usado para la caracterizacion de cultivos es el NDVI (Lukina et al., 1999;
Raun et al., 2002; Fox & Walthal, 2008; Moges et al., 2005), este indice, calculado como la
diferencia normalizada entre bandas del rojo e infrarrojo, se relaciona principalmente con el
area foliar o biomasa acumulada y, en segundo término, con la cantidad de N absorbido. Este
indice sufre interferencias por la reflectancia del fondo (e.g. suelo) a valores bajos de area
foliar (Eitel et al., 2008), y tiende a saturarse a valores de &rea foliar de 3-4 y altos contenidos
de clorofila (Fox & Walthal, 2008). Se han desarrollado otros indices para intentar resolver
estos inconvenientes, como el GNDVI, similar al NDVI, pero utilizando la reflectancia del
verde en lugar del rojo en su célculo. EI GNDVI tuvo una mayor sensibilidad en un rango
mas amplio de valores de area foliar y N absorbido en el canopeo (Gitelson et al., 1996). Otro
indice de vegetacion propuesto fue el OSAVI, que introduce una correccion para reducir la
influencia del color de la superficie del suelo sobre el indice (Rondeaux et al., 1996). Otra
aproximacion para disminuir las interferencias por fondo o condicién atmosférica fue
integrar la reflectancia de tres bandas en un indice (e.g. TVI: verde, rojo y NIR; CARI y
TCARI: verde, rojo, y borde rojo), o utilizar un cociente de dos indices (e.g. TCARI/OSAVI)
(Broge & Leblanc, 2000; Haboudane et al., 2002). Varios autores observaron relaciones
significativas entre varios indices de vegetacién medidos en espigazon-floraciéon y el
rendimiento tanto en el cultivo de trigo como en el de cebada. Estas relaciones entre los
indices y el rendimiento fueron significativas y con altos valores de ajuste (r>> 0,8), tanto en
estudios basados en pocos sitios experimentales (Hansen et al., 2002; Pettersson et al., 2006;
Xue et al., 2007), como en estudios regionales (Wang et al., 2014).

Si bien existen numerosos indices que permiten estimar el status nitrogenado del
cultivo alrededor de antesis, se observé que la prediccion de la proteina en grano mediante
sensores remotos fue mucho méas débil y variable que para rendimiento, tanto en trigo como
en cebada (Hansen et al., 2002; Freeman et al., 2003). Los errores en las estimaciones de
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proteina en etapas tempranas del cultivo se deben a que la proteina depende, ademas del
status nitrogenado del cultivo en antesis, de otras caracteristicas del cultivo, principalmente
de la removilizacion del N acumulado hacia el grano durante el llenado, y del rendimiento
efectivamente alcanzado. Una de las razones que determinan la relacién entre el contenido
de N en planta en antesis y el contenido proteico final es la proporcion del N en el grano que
proviene de la removilizacion (Capitulo 2 de la presente tesis). Se observo que cuando es
mayor la proporcién de N en el grano que proviene de removilizacion, el contenido de N en
antesis explica en mayor medida las variaciones en el contenido de proteina de los granos.
Sin embargo, la removilizacion es afectada por diferentes factores durante el llenado,
afectando la proporcion de N que aporta al grano, estos factores pueden ser dificiles de
conocer o estimar al momento de antesis dificultando la prediccion. La recomendacion de
una aplicacion de N en antesis, para aumentar la proteina en grano, podria basarse en una
estimacion del rendimiento junto a otras variables del cultivo (e.g.: biomasa, contenido de N)
o de suelo (e.g.: N-NOg, agua util), relacionadas con las dos fuentes de N para el grano
(removilizacién del N absorbido en antesis y absorcion de N del suelo durante el llenado).

La proteina en grano esta relacionada con el contenido de N en antesis, tanto en trigo
como en cebada (Wright et al., 2004; Xue et al., 2007; Spaner et al., 2005). Sin embargo, esta
relacién puede ser afectada por el cultivar (Xue et al., 2007), o el afio del experimento (Spaner
et al., 2005). Se han desarrollado indices especificos para evaluar el contenido de N con
independencia de la biomasa del cultivo, para que resulten utiles bajo diferentes condiciones
agronoémicas y ambientales. Entre los indices mas usados se encuentran el indice
transformado de la absorcion de la clorofila TCARI (Kim et al., 1994) y el indice de
vegetacion ajustado por la reflectancia del suelo OSAVI (Rondeaux et al., 1996). A su vez,
en otros trabajos se observd que combinaciones entre alguno de dichos indices son mejores
estimadores del contenido de N, que los indices por separado. Este mejor ajuste se logra
debido a que son mas resistentes a las variaciones en el indice de area foliar entre diferentes
condiciones de crecimiento del cultivo. Haboudane et al., (2002) sugiere que el cociente
TCARI/OSAVI es adecuado para la estimacion de clorofila a nivel canopeo, minimizando la
interaccion del suelo. Eitel et al., (2008) observaron una buena relacion del cociente de
MCARI/MTVI2 con el contenido de N en hoja en trigo, aunque esta relacion no fue
generalizada ya que se observo solo en uno de los tres ensayos realizados. En cultivos de
cebada, se observé una buena relacion (r> > 0,50) entre varios indices y el contenido de N en
hojas (Xu et al., 2014).

3.1.1 Objetivos especificos

Los objetivos de este capitulo fueron:

Evaluar el crecimiento, la absorcion y el contenido de N en antesis a través de
mediciones indirectas (sensor multiespectral portatil).

Predecir la necesidad de fertilizacibn complementaria mediante evaluaciones del
estado nutricional del cultivo en antesis obtenidas con el sensor multiespectral.
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3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Mediciones a campo

Las mediciones de la reflectancia se realizaron sobre los ensayos descriptos en el
capitulo anterior. La reflectancia se midio la semana previa a antesis del cultivo con el
objetivo de evitar la influencia de las espigas en la reflectancia del canopeo. Las fechas de
antesis se estimaron usando el programa Cronocebada (Alzueta et al., 2014) y los datos de
temperatura para cada localidad. La reflectancia del cultivo se midié con un radidmetro
pasivo multiespectral portatil (CropScan MSR16, Rochester EEUU). Las mediciones se
realizaron en el horario comprendido entre las 10 y 16 hs., para asegurar un adecuado angulo
de incidencia de la luz solar y una radiacion suficiente para las mediciones. La reflectancia
de cada parcela se calcul6 como el promedio de 4 mediciones. También, en el mismo
momento, se determind el indice de verdor mediante un clorofildémetro Minolta SPAD en la
antetltima hoja tomando una muestra de 20 plantas por parcela. El sensor midié la
reflectancia en las siguientes longitudes de onda (nm): 450, 500, 550, 610, 660, 680, 710,
730, 760, 780, 810, 870, 950, 1080, 1220, 1600. Para el calculo de algunos indices se estimo
la reflectancia en las bandas espectrales de 670 y 720 nm por interpolacion lineal con la
reflectancia en bandas cercanas (i.e. 660-680 y 710-730, respectivamente).

3.2.2 Andlisis de los datos de reflectancia

A partir de las lecturas de reflectancia obtenidas se realiz6 un gréafico de reflectancia
en las distintas longitudes de onda medidas (Firma espectral) para los tratamientos Control y
N150, en cada longitud de onda se compararon las reflectancias de los tratamientos Control
y N150 mediante test t apareado. Se calcularon varios indices espectrales descriptos en
estudios previos (Cuadro 3.1). En los casos de indices donde las bandas requeridas fueron
diferentes a las medidas por el radiometro, se usaron las bandas méas cercanas medidas por el
radiometro, correspondientes al mismo al mismo color que en el indice original, segin se
describe en la columna ‘Formula usada’ en la Cuadro 3.1. Ademaés, se calcularon los
siguientes cocientes simples entre indices TCARI/OSAVI (Haboudane et al., 2002),
MCARI/OSAVI, TCARI/MTVI, MCARI/MTVI (Haboudane et al., 2004).

Ademas de los indices descriptos en el Cuadro 3.1, se calcularon todos los cocientes
simples (n=240) y diferencias normalizadas (n=120) posibles con todas las bandas medidas,
tal como fue descripto por Sims & Gamon, (2002). Algunos de estos cocientes o diferencias
normalizadas resultaron iguales o similares a otros reportados en estudios previos; por lo que
se cito la referencia al trabajo en el Cuadro 3.3. Ademas, se calcularon los mismos indices
relativos al tratamiento N150 en cada sitio.
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Cuadro 3.1: Férmulas de los indices descriptos en trabajos previos, que fueron calculados en este
trabajo. En los casos donde no se midieron las bandas correspondientes se usaron las bandas medidas
mas aproximadas a las descriptas en la férmula.

indice Formula original Formula usada Referencia
NDVI  (Rsoo- Re70)/(Rsoo + Reo) (Rs10 - Re70)/(Rs10+ Re0) Rouse et al.,
1973
GNDVI (Rs7o- Rsso)/(Rs7o + Rsso) Sin cambios Gitelson et al.,
2002
REIP  700+(40((( Re7o + Rs0)/2) - 700 + (40*(((Re70 + R7s0)/2) - Collins, 1978
R710)/( R7a0 - R710)) R710)/(R730 - R710))
TCARI 3[(R7oo - R67o) - 0,2(R7oo - 3[(R710 - Re7o) - 0,2(R710 - Haboudane et
Rss0) (R700/Re70)] Rss0) (R710/Re70)] al., 2002
OSAVI (1+0,16)(Rsoo— Re70)/(Rsoo + Re7o (1+0,16)(Rs10 - Re70)/(Rs10+ Rero + Rondeaux, et
+0,16) 0,16) al., 1996
MCARI [(R700 - RG?O) - 0,2(R700 - [(R710 - Re7o) — 0,2(R710 -R550)](R710 Daughtry etal.,
Rs50)](R700 /Ré70) /Re70) 2000
MTVI 1,2[1,2(R800 - R550) - 2,5( Re70 - 1,2[1,2( Rg10- R550) - 2,5( Re70 - R550)] Haboudane et
Rsso)] aI., 2004

Se establecieron relaciones entre variables del cultivo y los indices calculados y
ademas, se establecio la relacion entre las variables de cultivo y la reflectancia en bandas
individuales. Para ello se utilizaron las siguientes variables: contenido de N en la biomasa
aérea en antesis (Nantesis), crecimiento pre-antesis, cantidad de N absorbido pre-antesis
(Nabsant), indice de nutricion nitrogenada (INN), rendimiento, proteina 'y N absorbido total
a cosecha final (Nabsfinal). Las funciones probadas fueron: lineal, cuadratica, exponencial y
potencial. Se seleccionaron los indices, reflectancias, cocientes de reflectancias y diferencias
normalizadas que tuvieron relacién significativa con cada variable (p<0,05). Se
seleccionaron aquellos que mejor explicaron las variaciones de cada variable a estimar en
funcion de su valor de R%. Ademas del valor de R?, se calculé la asimetria de la distribucion
de los valores de cada indice. Cuando los valores de R? fueron similares se seleccionaron los
indices con menor valor de asimetria, indicando una distribucion méas cercana a la normal.

Ademas de las relaciones directas, se elaboraron modelos de regresion mdaltiple para
estimar el rendimiento y la proteina con indices espectrales calculados y variables de suelo
en antesis (Humedad y N disponible). Las variables incluidas en el modelo se seleccionaron
mediante una regresion stepwise. Se calcularon estimadores de proteina, descriptos en el
capitulo 2, mediante indices y se relacionaron a la proteina medida. Se establecio la relacion
de la proteina con el N disponible por unidad de rendimiento (Nd/r), (usando el rendimiento
estimado por indices y el N disponible medido) y con el N absorbido total por unidad de
rendimiento (ambos estimados mediante indices). Las funciones obtenidas con los
estimadores predichos (Nd/r estimado y N absfinal estimado /r estimado) se compararon con
las funciones obtenidas con los datos medidos (Capitulo 2), mediante comparacién de
funciones a través de un test de F.
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3.3 RESULTADOS

La reflectancia media del cultivo para los tratamientos Control y N150 se muestra en
la Figura 3.1. En la comparacion de las reflectancias entre tratamientos se observé que en las
longitudes de onda desde 450 a 550 nm no hubo diferencias entre el Control y el tratamiento
N150. En las longitudes de onda siguientes, hasta 710 nm el Control present6 una reflectancia
mayor, mientas que a partir de 710 nm el tratamiento N150 tuvo mayor reflectancia hasta
1600nm donde no hubo diferencias entre tratamientos.

0.6
-~ Control

& N150
0.5

Reflectancia
o o
w IS
L L

o
N
1

0.1

0.0 T T T T T T
400 600 800 1000 1200 1400 1600
IR cercano IR mediol
Longitud de onda (nm)

Figura 3.1: Reflectancia del cultivo en funcién de la longitud de onda.

3.3.1 Relacidn entre indices espectrales y el estado del cultivo en antesis.

El crecimiento pre-antesis se relaciono significativamente a varios de los indices
espectrales propuestos en estudios previos y, entre ellos, el OSAVI fue el indice que mejor
explicé las variaciones en el crecimiento del cultivo pre-antesis (Cuadro 3.2). También se
relaciond con la reflectancia en varias de las bandas evaluadas, con un mayor ajuste en la
banda R7go (Cuadro 3.4; Figura 3.2). El agregado de una segunda reflectancia, en forma de
cociente simple y/o diferencia normalizada mejoré la relacion con el crecimiento del cultivo.
Dentro de los indices calculados con la reflectancia en dos bandas, el cociente R7so/Raso
mostrd la mejor relacion (Cuadro 3.3; Figura 3.2), con un ajuste similar al indice OSAVI
(Cuadro 3.2, Figura 3.2). Varias diferencias normalizadas se relacionaron con el crecimiento
del cultivo, mejor que bandas individuales, aunque el R? fue menor al indice OSAVI vy al
cociente Rzso/Raso (Cuadro 3.2; Figura 3.2). Entre los indices que tuvieron los valores de R?
mas altos, el cociente R7go/Ras0 tuvo menor asimetria en su distribucion respecto al OSAVI,
indicando una distribucion mas homogénea y por lo tanto menor tendencia a la saturacion a
valores altos de biomasa aérea acumulada en antesis.
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Figura 3.2: Relacidn entre el crecimiento pre-antesis y la reflectancia de la banda Rsso (@), el indice
OSAVI (b), el cociente R7so/Raso (€) y la diferencia normalizada entre Rzeoy R710 (d). Asm: asimetria
de la distribuci6n de la variable x.

Cuadro 3.2: Relacién entre el crecimiento pre-antesis, contenido de N en planta, N absorbido pre-
antesis y los indices espectrales descriptos en bibliografia. Se muestran los valores de R? en aquellas
relaciones que resultaron significativas (p<0,05), ns: regresion no significativa: (p>0,05). Los valores
de R? en negrita corresponden a las regresiones que mejor explicaron las variaciones en cada una de
las variables analizadas.

indice Crec. preant.(g m?) Nantesis (mg N g?)  Nabsant. (kg N ha?)
Ecuacion R2 Ecuacion Rz  Ecuacion R2
NDVI 57,89e2622x 0,678 4,500e1:227 0,279 2,564¢8386% 0,732
GNDVI 8,098ge%885 0,698 2,040e213% 0,250 0,902¢5826x 0,739
REIP 2x1077g002%x 0,553 1.105¢0.018x 0,416 3.1014g0047x 0,744
TCARI ns Ns ns ns ns ns
OSAVI 88,35e2540x 0,702 4,601e1066x 0,283 162.9x?4%2 0,706
MCARI 280,2e3875 0,445 20,69x0-255 0,164 28,03e53%x 0,445
MTVI 875,94x05:869 0,652 16,18x0:4%0 0,275 16,15e2461x 0,675
TCARI/OSAVI  1619e6:267x 0,435 5,865x0:451 0,130 328,8e8:83% 0,465
MCARI/OSAVI 1598x%71 0,286 ns ns 27,35e+037 0,226
TCARI/MTVI 1245¢-3810x 0,653  6,636x7040 0,245 23455534 0,713
MCARI/MTVI 1013x0816 0,674 17,12x0:362 0,260 16,23e3026x 0,702
SPAD 2.142x1464 0,424 0,731e0.764 0,219 9,207g0046x 0,379

SPAD rel. ns Ns 12,78x1272 0,285 2,811e3241x 0,276
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Cuadro 3.3: Relacion entre la biomasa, contenido de N en planta, N absorbido en antesis y la
reflectancia en bandas individuales, cocientes y diferencias normalizadas entre bandas. Se muestran
los valores de R? en aquellas relaciones que resultaron significativas (p<0,05). Los valores de R? en
negrita corresponden a las regresiones que mejor explicaron las variaciones en cada una de las
variables analizadas. (ns: regresion no significativa: valor p>0,05).

Predictor Crec. preant.(g m?) Nant. (mg N g*) Nabsant. (kg N ha?)
Reflectancia Ecuacién R2 Ecuacion R2 Ecuacion R2
Ruaso 1333x11*# 0,386 17,80x0411 0,101 244 7x 1574 0,378
Rsso 3303x193 0,228 ns ns 886,3x14% 0,226
R730 20,38x1%80 0,129 ns ns 0,740x1499 0,126
R7so 7,280x%1%¢ 0,583 1,109x%:6% 0,294 0,113x%74? 0,652
Rs7o 6,209x%1%° 0,528 1,262x061° 0,280 0,063x868 0,659
R10s0 3,652x%30 0,426 5,111e0:02x 0,376 3.193x 165 0,669
Cocientes

R730/R710 144,31x+%% 0,670 7,321x0689 0,258 11,29x2267 0,684
R760/Rss0 77,88x%%4 0,680 4.870x%52° 0,361 4.268x1540 0,748
Rreo/Rroy  147,3x%%% 0,667 6,649x0470 0,361 10,6166 0,751
R7o/R7s0  180x-97 0,574 6,502x%167 0,459 12,80x%9% 0,733
R7s0/R4s0 44,10x%8% 0,703 4,2038x°%3% 0,274 2,192x%199 0,717
Rlogo/R730 129,7X1‘809 0,356 3,546Xl‘620 0,594 5,339X3‘266 0,617
R1220/R730 ns ns 5,926x78 0,314 ns ns
Dif. Norm.

(R730-R7s0)  294.8e178% 0,221 6.699e 190 0,498 23.03g331 0,385
(R7s0-Rss0) 3y 33,4438 0,673 3,195¢1936x 0,376 1,218g5661x 0,773
(R7s0-R710) (4 114,5€%%2% 0,685 5,861e1316x 0,367 7,221e3837 0,767
(R370-R730) 128,064’178X 0,599 5..‘].4-4-92'630X 0,507 549.6Xl‘903 0,786
(Reso-R730) 5) 125,1e*2™ 0,447 3,058g3407 0,598 5,945¢7:191x 0,675
(Rlogo-R730) 108,094’314X 0,381 3,11993’761X 0,611 4,15597’553)( 0,623

@: Similar a Red Edge Simple Ratio (750/700) Gitelson & Merzlyak, 1997
@: Erdleetal., 2011

@: Similar a nd705 Gitelson et al., 1998 (750-705)

@: Hackl et al., 2012

). Similar a Elsayed et al., 2018 (952-720)

El contenido de N en biomasa aérea se relaciond significativamente a varios de los
indices probados, con valores de R? relativamente bajos, comparados a los valores de R?
observados para el crecimiento y el N absorbido pre-antesis. EI REIP fue el indice que mejor
explicé las variaciones en esta variable (Cuadro 3.2). El contenido de N se relacioné con la
reflectancia en la banda Ri0s0, mientras que cuando se agrego la banda R730, tanto como
cociente simple o diferencia normalizada, mejoré la estimacion en términos de R? (Cuadro
3.3; Figura 3.3). El cociente Riogo/R730 tuvo una distribucion mas cercana a la normal respecto
a la diferencia normalizada y el indice REIP. Las relaciones entre bandas exploradas en este
trabajo explicaron las variaciones en el contenido de N en biomasa mejor que los indices
reportados en estudios previos (Cuadros 3.2 y 3.3).
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distribucién de la

variable x.

La cantidad de N absorbido pre-antesis (Nabsant) se relacioné significativamente a
varios de los indices reportados en estudios previos, entre los que el REIP tuvo el mejor ajuste
(Cuadro 3.2). Al igual que el crecimiento, se relaciono a la reflectancia en varias bandas,
donde R7go mostrd el mejor ajuste. Los cocientes y diferencias normalizadas explicaron las
variaciones en el N absorbido pre-antesis mejor que las reflectancias individuales. La
diferencia normalizada Rs7o-R730 y €l cociente Rzeo/R710 tuvieron las relaciones mas robustas
con el N absorbido, siendo este ultimo el que tuvo menor asimetria en su distribucion y por
lo tanto menor tendencia a la saturacion (Cuadro 3.3; Figura 3.4).
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la variable x.

Los indices de nutricidn nitrogenada (INN), calculados en el Capitulo 2, que integran
el contenido de N con el crecimiento del cultivo, se relacionaron a varios de los indices
espectrales evaluados. La diferencia normalizada Rs7o — R730, que también resulto el mejor
estimador del N absorbido pre-antesis, fue el mejor estimador de los INN, tanto de los
calculados con el tratamiento N150 como del calculado con la curva de Zhao et al., 2014.
Los cocientes de bandas probados tuvieron ajustes ligeramente inferiores a las diferencias
normalizadas, entre ellos, el cociente Riogo/R730 tuvo la relacion mas robusta con los INN
evaluados. Entre los indices el REIP fue el mejor estimador, aunque con un ajuste inferior a
las diferencias normalizadas y cocientes de bandas (Cuadro 3.4; Figura 3.5).
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Cuadro 3.4: Relacion del INN, INN Zhao e INN 50% con indices, reflectancia en bandas
individuales, cocientes simples y diferencias normalizadas entre bandas. Se muestran los valores de
R2 en aquellas relaciones que resultaron significativas (p<0,05). Los valores de R? en negrita
corresponden a las regresiones que mejor explicaron cada una de las variables, (ns: regresion no
significativa, valor p>0,05).

Predictor INN INN Zhao INN 50%
indices Ecuacion R2 Ecuacion R2 Ecuacion R2
NDVI 0,073e>%% 0,640 0,076e2250x 0,578 0,2133e15782¢ 0,273
GNDVI 0,011e*7¥x 0,618 0,0161e*93%x (0 552 y =0,059¢>%4™x 0,299
OSAVI 0,057e2%2x 0,609 0,062g219 0,540 y =0,151et7 0,289
REIP 2,05.10°%x* + 0,610 1,01.10%>+ 0,571 8,10%x? - 0,104x +0,447
0,10x — 2,77 0,028x - 15,1 33,144
Bandas
Rsso 3,713x%% 0,192 2,136x°0.785 0,164 ns ns
R7so 0,008x*1t 0,574 0,012x02 0,519 0,376%01 0,251
Rs7o 0,004x%%?" 0,612 0,007x114° 0,561 0,032x0.863 0,284
R10s0 0,001x%%%° 0,633 0,002x1:458 0,601 0,014x1.05 0,288
Cocientes
R730/R710 0,208x%5% 0,588 0,183x1:20 0,520 0,283x1312 0,526
R760/Rss0 0,097x*97" 0,691 0,096x%928 0,631 0,148x%95 0,634
R760/R710 0,184x%%* 0,686 0,167x%823 0,628 0,258x%:829 0,631
R760/R730 0,199x>1%° 0,702 0,176x"885 0,681 0,272x18% 0,683
R7s0/R4s0 0,061x%8% 0,644 0,065x% 716 0,579 0,101x%72 0,583
R1080/R730 0,089x>%¢ 0,721 0,082x2340 0,712 0,126x23%2 0,713
Dif. Norm.
(R730-R7s0)  0,27e276x 0,490 0,22g2528x 0,512 0,34e253% 0,511
(R760-R550) 1,575X2‘445 0,698 1,064X2‘107 0,644 1,669X2‘124 0,647
(R7e0-R710)  1,266x'?1 0,660 0,881x%:95 0,608 1,380x%973 0,611
(Rs70-R730)  3,04x1378x 0,780 1.940x12%0 0,750 3,01x1220x 0,752
(Rgso-R730) 4,250X1‘688 0,760 2,638Xl‘503 0,742 4,1"‘._)4Xl‘512 0,750

(Rioso-R730)  5,238x>%% 0,729 3,222x1842 0,730 5,074x1853 0,730




51

1.27 0O Control 14 a = -0,002x%+0,10X - 2,77 b
A Control 15 R?=0,61 Asm = -1,01
104 O cControl 16
| O N15014
° A N15015
©0.8100 N150 16
pze
=z
Z0.61
0.4
A R2=10,78 A =-1,21
0.2 T 9’ 8 sn:' — 1
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 710 720 730 740 750 760
1.0- Rg70-R730/Rg70*R730 1.2-
d
c
0.8 1.0
3 5
2 o
~ 0.8 1
00.6 1 o
© wn
e —
N =2
> >0.61
ZO.4‘ z
0.4 1
0.2
R2=0,75 Asm = -1,21 R?=078 Asm = -1,21
T - T . 1 0.2 T T T 1
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Rg70-R730/Rg70*R730 Rg70-R730/Rg70+ R 730

Figura 3.5: Relacion entre el INN calculado a partir de la curva ajustada al tratamiento N150 y la
diferencia normalizada Re7o - R730 (2). Relacion entre el INN calculado a partir de la curva ajustada al
tratamiento N150 y el indice REIP (b). Relacion entre el INN calculado a del 50% inferior del
tratamiento N150 y la diferencia normalizada Rszo - R73o (C). Relacion entre el INN calculado a partir
de la curva de Zhao, 2014 y la diferencia normalizada Rs7o - R730 (d). Asm: asimetria de la distribucion
de la variable x.

3.3.2 Relaciones entre mediciones en antesis con el cultivo a cosecha final

El rendimiento se relaciond significativamente a varios indices espectrales, y OSAVI,
al igual que para el crecimiento pre-antesis, explicé mejor las variaciones en este parametro
(Cuadro 3.5; Figura 3.6). Ademas, el rendimiento se relaciond a la reflectancia en varias
bandas, donde R7go ajustd mejor. Los cocientes de bandas y diferencias normalizadas
mejoraron la relacion respecto a indices y bandas individuales (Cuadro 3.6; Figura 3.6). El
cociente R730/R710Y la diferencia normalizada R730-R710 Se relacionaron mejor al rendimiento,
superando al indice OSAVI en términos de R?. El cociente R7z0/R710 tuvo la distribucion mas
homogénea respecto a indices y a la diferencia normalizada (Figura 3.6).
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Cuadro 3.5: Relacion entre el rendimiento, proteina y N absorbido final con indices espectrales
descriptos en trabajos previos. Se muestran los valores de R? en aquellas relaciones que resultaron
significativas (p<0,05), (ns: regresion no significativa; valor p>0,05). Los valores de R? en negrita
corresponden a las regresiones que mejor explicaron cada una de las variables.

indice Rend. (Mg ha?) Proteina (%) Nabsfinal (kg N ha)
Ecuacion R2 Ecuacién R2 Ecuacion R2
NDVI 7,367x%832 0,521 Ns ns 4,763506x 0,760
GNDVI 9,933x4007 0,551 Ns ns 1,511e%%3%¢ (0,789
REIP 1x1090.03x 0,459 0,009e%%% 0147 4x1013e%9% 0,766
TCARI ns ns Ns ns ns ns
OSAVI 0,527g2416x 0,576 Ns ns 192,1x2092 0,772
MCARI 0,929x0%638 0,403 Ns ns 408,9x%7%® 0,513
MTVI 8,897x0.:887 0,522 Ns ns 184.7x1189 0,742
TCARI/OSAVI  0,588x125%8 0,416 Ns ns 4,924x161 0,571
MCARI/OSAVI 14,56x°6% 0,167 Ns ns 310,4x0:805 0,206
TCARI/MTVI 1,084x1:0%0 0,537 Ns ns 11.29x4134 0,791
MCARI/MTVI 10,37x0839 0,550 Ns ns 223.4x1105 0,760
SPAD 0,009x1688 0,428 Ns ns 0,023x%209 0,563
SPAD rel. ns ns Ns ns 106,2x381 0,482

Cuadro 3.6: Relacién entre rendimiento, proteina y N absorbido en grano con bandas, cocientes
y diferencias normalizadas entre bandas. Para los cocientes de bandas y las diferencias
normalizadas se muestran sélo los que presentaron mejor ajuste con cada variable. Se muestran
los valores de R? en aquellas relaciones que resultaron significativas (p<0,05), (ns: regresion no
significativa: valor p>0,05). Los valores de R? en negrita corresponden a las regresiones que mejor
explicaron cada una de las variables.

Predictor Rend. (Mg ha?) Proteina (%) Nabsfinal (kg N ha!)
Reflectancia Ecuacion R2 Ecuacion R2 Ecuacion R2
Ruso 12,80x1.976 0,280 Ns ns 332,3x16% 0,451
Rsso 45 441194 0,254 ns ns 1929x16% 0,376
R7so 0,065x%19° 0,466 ns ns 0,211x8%8 0,652
R10s0 0,032x1:346 0,331 1,535x%4® 0,154  0,028x>'*! 0,639
Cocientes

R730/R710 1,326X1’744 0,633 ns ns :|.6.82X2‘153 0,746
R760/Rss0 0,758x%083 0,594 5,892x%%¢ 0,120  6,89x:14 0,809
R760/R710 :|.,436X0’961 0,578 ns ns 18,23X0‘le4 0,739
R760/R710 1,902x1825 0,436 6,937x%%?* 0,135  19,87x>™* 0,729
R7s0/Ras0 0,494x0:828 0,540 ns ns 4,173x%%t 0,705
R1080/R730 1,475x%661 0,242 4,982x%8%© 0,188  8,955x?>% 0,623
Rlzzo/R73o ns ns 6,021X1’036 0,214 ns ns
Dif. norm.

(R730-R710) 1,20693'959)( 0,643 ns ns 397,4X1'445 0,757
(R760-Rss0) 0,312e399% 0,597 ns ns 289,3x32™ 0,790
(R760-R710) 1,105¢26%8x 0,589 ns ns 216,3x3%2 0,746
(R870-R73o) 20,73X1'2325 0,508 :|.4,:.3)X0’403 0,159 639,1Xl‘759 0,802
(Reso-R730) 1,3973997x 0,324 4,86e1876% 0,239  821,1x%%7 0,687
(R1os0-R730) 23,27x1453 0,300 19,93x%"> 0,268  1022x>404 0,649




53

9-OContr0I 14

AControlls mAM a b
— 8-DContr0I16
F"m O N150 14 Oo (0]
<= 71AN150 15 A % 2 O
(@]
§,6'DN150E3|
8
c 57
2
E 47
o
S 31 o o O
o4
J A _ 1,199
21 A y = 0,065x
1 R2=0,46 Asm = 0,10 R2=0,57 Asm = -2,04
20 30 40 50 60 0.4 0.6 0.8
OSAVI
9-
d
—~ 81
-
©
o 71
(=]
= 61
8
c 57
2L
E 47
o
£ 3
a4
2-
1 R2=0,63 Asm = -0,82 R2=0,64 Asm = -1,55
1.5 2.0 2.5 3.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
R730/R710 (R730-R710)/(R730+R710)

Figura 3.6: Relacion entre el rendimiento y la banda Rzgso (@), indice OSAVI (b), cociente Rigso/R730
(c) y diferencia normalizada (R870-R30) (d). Asm: asimetria de la distribucion de la variable x.

Si bien el rendimiento se relacion6 a varios indices, medidos al momento de antesis,
dicha asociacion se estimd con mayor precisién mediante la combinacion lineal de indices
espectrales descriptos en la Ecuacion 3.1 (R?= 0,64 de la diferencia normalizada R7z0-R710 Vs
R?= 0,81 del modelo de regresion mdltiple). Las variables de suelo en antesis (N disponible
y Humedad) no fueron retenidas en el modelo.

Ecuacion 3.1:

Rendimiento (Mg ha) = 21+3,34*(R730/Rs50)-10,62*(R1080/R730)-16,91*GNDV |-
0,93*(R710/Rs00)

R?=0,81n=65

El rendimiento estimado se ajusté al observado, la pendiente de la funcion no fue diferente
de 1y la ordenada al origen no fue diferente de 0 (p<0,05).

El N absorbido total se relacioné significativamente a varios indices (Cuadro 3.5). En
general se observo una tendencia a la saturacion con altos valores de N absorbido, que se
reflej6 en una alta asimetria en la distribucion de los valores de los indices (eje x de las
figuras). Entre los indices, el OSAVI explicé mejor las variaciones en el N absorbido final,
aunque tuvo una clara dispersion de los datos hacia altos valores (Figura 3.7b). En cuanto a
las reflectancias individuales, la banda R7go tuvo la mejor relacion, seguida de la Rioso
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(Cuadro 3.5; Figura 3.7a). Las relaciones entre bandas, ya sea en forma de cocientes o
diferencias normalizadas estimaron mejor el N absorbido final que las bandas individuales e
indices espectrales. Ademas de su relacion significativa con el N absorbido total, tanto el
cociente R760/Rss0 como la diferencia normalizada (Rs7o - R730) tuvieron una distribucion
menos asimétrica comparado con el indice OSAVI (Cuadro 3.6; Figuras 3.7c y 3.7d).

1a b
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Figura 3.7: Relacién entre el N absorbido total y la reflectancia en la banda Rzso(a), indice OSAVI
(b), cociente Re0/Rss0(C) y diferencia normalizada Rezo-R730 (d). Asm: asimetria de la distribucion de
la variable x.

La proteina en grano solo se relaciond significativamente al indice REIP, mientras
que con el resto de los indices probados las relaciones no resultaron significativas (Cuadro
3.5; Figura 3.8b). Solo la reflectancia en la banda Rioso Se relaciond a la proteina. Varios
cocientes y diferencias normalizadas tuvieron una mejor relacion que las reflectancias y los
indices. El cociente R1220/R730 y la diferencia normalizada R1os0-R730 ajustaron mejor, aunque
explicaron menos del 30% de las variaciones en la proteina (R? <0,30) (Cuadro 3.6; Figuras
3.8cy 3.8d).
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Figura 3.8: Relacion entre la proteina y la banda Rioso (2), indice REIP (b) cociente Ri220/R730 (C) Y

diferencia normalizada Rioso-r730 (d). Asm: asimetria de la distribucion de la variable x.

La relacion entre la proteina y la diferencia normalizada (R1oso - R730), fue afectada
por la proporcion del N final en grano que provino de la removilizacién. Al igual que la
relacion entre el contenido de N en planta y la proteina (Capitulo 2; Figura 2.16), en los sitios
donde la contribucion de la removilizacion fue mayor, el indice medido en antesis, explico
la proteina mejor (R?= 0,52 vs. R*= 0,36), respecto a los sitios donde aporte por
removilizacion fue menor (Figuras 3.9a 'y 3.9b).
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Figura 3.9: Relacion entre la proteina en grano y la diferencia normalizada (Rioso - R730), agrupados
en funcion de la proporcion del N total en grano aportada por la removilizacion de N. (a) corresponde
al 50% de los sitios que tuvieron la menor proporcion de N en grano aportado por la removilizacion.
(b) corresponde al 50% de los sitios que tuvieron la mayor proporcion de N en grano aportado por la
removilizacion.

Con una combinacion de indices y variables de suelo en antesis se establecié un
modelo para estimar el contenido de proteina en grano, entre las variables de suelo en el
modelo solo fue retenida la humedad de suelo en antesis:

Ecuacion 3.2:

Proteina (%)= 4,1 — 9,21* (R730-R780/R730+R780) + 4,46*(R1220/R730) - 0,01 Humedad (mm) —
1,34*(Re10/Ras0)

Humedad: Contenido de agua en el suelo en antesis (0-100cm)

R?=0,54; n=58

Usando solo indices se estimo la proteina con un ajuste menor al modelo anterior:
Ecuacion 3.3:

Proteina (%)= -0,21- 10,33* (R730-R780/R730+tR780) + 3,96*(R1220/R730)

R?=0,42; n=72

Los valores de proteina estimados por ambos modelos se relacionaron a los valores
observados, en ambos casos las pendientes no resultaron diferentes de 1 y las ordenadas al
origen no resultaron diferentes de 0 (p<0,05).

En el Capitulo anterior, se observé que la proteina en grano se relacion6é con el N
disponible al inicio del cultivo por unidad de rendimiento (Figura 2.15d, R?> = 0,67), y con el
N absorbido por unidad de rendimiento (Figura 2.15c, R? = 0,86). Se evaluo la relacion entre
la proteina y estos dos cocientes estimando las variables que no se conocen hasta la cosecha
del cultivo (i.e. rendimiento y N absorbido). El rendimiento se estimé mediante el modelo
lineal que combind cuatro indices espectrales medidos en antesis (Ecuacion 3.1) y el N
absorbido mediante el cociente R7s0/Rss0, que tuvo el mejor ajuste entre los indices probados
(Figura 3.7¢), de la siguiente manera: Nabsfinal = 6,825* (R7e0/Rss0)>*4°.
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En el caso del cociente entre N disponible y rendimiento estimado, su relacion con la
proteina en grano no fue diferente de la obtenida en el capitulo 2 con el cociente N disponible
y rendimiento medido (valor p de la comparacion de pendiente 0,93; valor p de la
comparacion de ordenadas al origen 0,78), el valor de R? resulté muy similar a la relacion
observada en el Capitulo 2 (Figura 3.10a). Segln esta relacion, para obtener un 10% de
proteina de deben disponer de al menos 25,5kg de N por Mg de rendimiento estimado. En el
caso del cociente entre N absorbido y Rendimiento (ambos estimados), su relacién con la
proteina en grano fue mas débil que la obtenida con ambas variables medidas (R?= 0, 86 vs
R2= 0, 47; Figura 3.10b) y mas débil que la obtenida con el cociente entre el rendimiento
estimado y el N medido al inicio.
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Figura 3.10: Relacion entre la proteina con el estimador Nitrégeno disponible (Nd) por Mg de
rendimiento estimado (a), los puntos llenos corresponden a los sitios que fueron excluidos de la
regresion, al igual que en el Capitulo 2. Relacién entre la proteina con la cantidad de N absorbido
final estimado por Mg de rendimiento estimado (b).

Los indices espectrales no se relacionaron a la respuesta del cultivo, tanto en
rendimiento como en proteina, a la aplicacion foliar de N. Para todas las variables evaluadas,
las funciones ajustadas no fueron diferentes para los tratamientos Control y N150. Los
indices relativos al tratamiento N150 no mejoraron la estimacion de ninguna de las variables
evaluadas. Con algunos de los indices relativos se obtuvieron ajustes similares a los indices
directos, aunque se descartaron por incluir solo al tratamiento Control.

3.4 DISCUSION
3.4.1 Relacién entre indices espectrales y el estado del cultivo en antesis
El crecimiento pre-antesis se relaciond a varios de los indices de vegetacion

descriptos en trabajos previos (Cuadros 3.2 y 3.3; Figura 3.2). Las diferencias normalizadas
NDVI1y GNDVI se relacionaron con la biomasa, que refleja el crecimiento del cultivo, como
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fue observado previamente en cereales en numerosos trabajos (Kleman & Fagerlund, 1987,
Gitelson et al., 1996; Lukina et al., 1999; Huete et al., 2002; Broge & Leblanc, 2002; Raun
et al., 2002; Fox & Walthal, 2008; Fitzgerald et al., 2010; Kanke et al., 2012). A pesar de
tener un alto valor de R?, ambos indices mostraron una distribucion asimétrica, indicando
que tendieron a saturarse con altos valores de biomasa (mayores a 500 g m?
correspondientes a valores de NDVI mayores a 0,9), principalmente en el tratamiento N150,
como fue reportado en varios trabajos (Barnes et al., 2000; Haboudane et al., 2004; Fox
Walthal, 2008; Erdle et al., 2011). El indice OSAVI, propuesto por Rondeaux et al., (1996),
resulté mejor estimador de la biomasa comparado con las diferencias normalizadas, por su
mayor R? y ligeramente menor asimetria, aunque también mostré una tendencia a saturarse.
El mejor ajuste del indice OSAVI podria estar relacionado a una mayor correccion del efecto
del color del suelo, principalmente cuando existen diferentes grados de cobertura por parte
del cultivo, generados por los distintos ambientes, como fue sugerido por Rondeaux et al.,
(1996). El crecimiento pre-antesis se relacion6 a la reflectancia de varias bandas individuales
(Cuadro 3.3), las bandas del infrarrojo cercano explicaron mejor las variaciones en este
parametro. La reflectancia medida en la banda Rzgo tuvo un ajuste mas robusto, como fue
reportado previamente en cultivos de poroto (Filella & Penuelas, 1994). El agregado de una
segunda reflectancia, en forma de cociente o diferencia normalizada mejoro el ajuste (i.e. el
cociente R7so/Ras0 y la diferencia normalizada R7e0-R710). Si bien el ajuste resultd similar al
del indice OSAVI, el cociente R7go/Raso mostré una mejor distribucion de las observaciones,
sin tendencia a saturarse y explicO mejor las variaciones en el crecimiento pre-antesis
observadas (Cuadro 3.3; Figura 3.2).

El contenido de N en biomasa aérea, que fue la caracteristica del cultivo en antesis
qgue mejor explico la proteina en grano, mostrd una débil relacion con indices de trabajos
previos, el indice REIP explicé mejor las variaciones en el contenido de N en planta (Cuadro
3.3; Figura 3.1). Boegh et al., 2002, en varios tipos de cultivos, determinaron que el indice
REIP se relaciona al contenido de N en canopeo, aunque en la presente tesis el ajuste resultd
inferior al reportado por los autores. La pobre relacion del contenido de N con indices
espectrales coincide con varios trabajos donde observaron que la relacién de los indices,
como NDVI con el N en planta es débil (Lukina et al., 1999; Li et al., 2014). El contenido de
N se relaciond a la reflectancia en la banda R1os0 y en menor medida a la reflectancia en la
banda Rzgo, ambas bandas corresponden a la region NIR del espectro (Cuadro 3.3; Figura
3.3). Trabajos previos sugieren bandas del borde del rojo como estimadores del contenido de
N en canopeo. Thenkabail et al., (2011), en varios cultivos, observaron que bandas de la
region de Rego tienen mayor sensibilidad al contenido de clorofila. Lee et al., (2008), en arroz,
observo que el contenido de N se relacion6 a una banda similar (R7ss). Sin embargo, en el
presente trabajo, bandas cercanas a las descriptas no se relacionaron significativamente al
contenido de N en antesis (Cuadro 3.3).

La relacion entre el contenido de N y la reflectancia en la banda R1os0 fue mas robusta
cuando se agrego la reflectancia en la banda Rz3o, correspondiente al borde de rojo, tanto en
forma de cociente como de diferencia normalizada. Ademas de su valor de R?, este cociente
tuvo una distribucion més homogénea que el REIP (Cuadro 3.3; Figura 3.3). La mejor
relacion al agregar la banda R730 se deberia a que, segun Gitelson et al. (2003), es la longitud
de onda de mayor sensibilidad al contenido de clorofila en hojas. Cocientes entre bandas del



59

infrarrojo/borde de rojo fue propuesto por Ferwerda et al., 2005 como estimador del
contenido de N en varias especies, aunque las bandas usadas en este trabajo (R10s0/R730)
resultaron diferentes a las reportadas por el autor (R1770/Reg3). En linea con los resultados
observados, algunos trabajos sugieren que bandas del infrarrojo cercano, hasta 1500 nm se
relacionan a la clorofila en hoja y por lo tanto permiten estimar el contenido de N en el
canopeo (Kumar, 2006; Loozen et al., 2019). Contrariamente a lo observado, varios trabajos
previos sugieren cocientes o diferencias normalizadas entre bandas de alrededor de borde del
rojo, entre 680 y 750 nm, como estimadores del contenido de N en planta en diversos cultivos
como arroz (Inoue et al., 2012) y trigo (Elsayed et al., 2018). Sin embargo, en este trabajo
éstas se relacionaron débilmente al contenido de N (Cuadro 3.3). Los cocientes entre bandas
del borde de rojo (700 a 750nm) y bandas de 500 a 750 nm, sugeridos por varios trabajos
como estimadores de la clorofila, (Elsayed et al., 2018; Mistele & Schmidhalter, 2008) se
relacionaron significativamente al contenido de N (Cuadro 3.4), pero con un menor R? que
el cociente Riogo/R730 descripto en el presente estudio. Los indices TCARI, MCARI y los
cocientes entre estos indices propuestos por varios autores (Haboudane et al., 2002 y 2004;
Daughtry et al., 2000; Cilia et al., 2014), como estimadores del contenido de clorofila a nivel
de canopeo en maiz no se relacionaron al contenido de N (Cuadro 3.2). Segun lo descripto
por Haboudane et al., 2002, la falta de relacion entre indices y contenido de N en el canopeo
puede deberse a diferencias de cobertura del suelo. Sin embargo, las diferencias de
crecimiento entre los diferentes sitios, al momento de realizar las mediciones no influyo las
relaciones ya la separacion de los cultivos entre situaciones de mayor y menor crecimiento
al momento de la medicion no mejord la estimacion del contenido de N (relaciones no
mostradas).

El N absorbido pre-antesis se relaciond a varios indices, tal como fue descripto en
varios trabajos (Gitelson & Merzlyak, 1997; Moges et al., 2005; Fox & Walthal, 2008). El
NDVI, uno de los indices mas usados como estimador del N absorbido, se relaciono con esta
variable, como fue observado en trigo por otros autores (Lukina et al., 1999; Raun et al.,
2002; Stone et al., 1996). Aunque, al igual que la relacién con el crecimiento, mostré una
marcada asimetria y se saturé a altos niveles de N absorbido (valores mayores a 60 kg ha™,
correspondientes a valores de NDVI cercanos a 0,85). Este inconveniente en el uso del NDVI
en el diagnostico de la nutricion nitrogenada fue observado previamente (Fox & Walthal,
2008; Erdle et al., 2013). Entre los indices reportados en bibliografia REIP resulté el mejor
estimador, coincidiendo con otros trabajos (Mistele & Schmidhalter, 2008; Erdle et al.,
2011). Ademas de los indices, el N absorbido se relacion0 significativamente a la reflectancia
en varias bandas, principalmente de borde rojo e infrarrojo cercano como fue observado en
cereales (Feng, 2014), con un mayor ajuste en el caso de la banda R7so. L0oS cocientes y
diferencias normalizadas entre estas bandas y bandas tanto del infrarrojo cercano como del
espectro visible se relacionaron significativamente al N absorbido como fue descripto en
varios trabajos previos (Carter et al., 1996; Gitelson & Merzlyak 1997; Erdle et al., 2011).
La diferencia normalizada Rs7o-R730 fue el indice que mejor explico las variaciones en el N
absorbido, logrando un ajuste levemente superior a los indices descriptos en otros estudios.

Para el caso de los INN calculados, al igual que el N absorbido pre-antesis, la
diferencia normalizada Rs7o-R730 fue el indice que mejor se relacioné a los INN evaluados
(Figura 3.5). Tambien el cociente Rioso/R730, que fue el mejor estimador del contenido de N
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en antesis se relaciono a los INN con un ajuste levemente inferior a la diferencia normalizada
Re70-R730. El indice REIP, propuesto por Mistele & Schmidhalter, 2008 como estimador del
INN en trigo, se relacioné significativamente a los INN calculados, aunque el ajuste fue
inferior a la diferencia normalizada Rs7o-R730 (R? 0,54 vs R? 0,78: Cuadro 3.5).

El rendimiento se relacion6 a varios indices medidos en antesis (Cuadro 3.5). El
indice OSAVI tuvo el mejor ajuste, superando a NDVI, indice mas cominmente usado para
predecir el rendimiento (R?>= 0,57 vs R?= 0,52), aunque NDVI también tuvo una buena
relacién coincidiendo con varios trabajos (Hansen et al., 2000; Moges et al., 2005; Pettersson
et al. 2006). El mejor ajuste del OSAVI se debi6 a su relacion con el crecimiento pre-antesis
(Cuadro 3.3; Figura 3.2), caracteristica del cultivo que estuvo directamente relacionada al
rendimiento (Capitulo 2; Figura 2.2a). La relacion del rendimiento con el indice OSAVI
medido en antesis fue reportada previamente, en cebada (Pettersson et al., 2006). En algodén,
también se observo que el OSAVI fue mejor estimador del rendimiento que el NDVI (Zarco
Tejada et al., 2005). El cociente y la diferencia normalizada entre las bandas R7z0 y R710
resultaron los mejores estimadores del rendimiento (Figuras 3.6¢ y 3.6d). Ambos indices
calculados en este trabajo explicaron las variaciones en rendimiento mejor que indices de
bibliografia (R?= 0,64 de la diferencia normalizada R730 - R710 vs R?= 0,57 del indice
OSAVI). Ademas, los cocientes de bandas tuvieron una distribucidbn menos asimétrica
respecto al OSAVI y no mostraron tendencia a la saturacion en altos valores rendimiento,
como se observo en varios indices (Figuras 3.6¢ y 3.6d). A pesar de que el mejor estimador
del crecimiento pre-antesis fue el cociente (R7so/Ras0), este tuvo una relacion levemente
inferior con el rendimiento respecto a la diferencia normalizada R73o - R710 (Cuadro 3.5). La
regresion multiple usando varios indices espectrales mejoré la estimacion del rendimiento
respecto a indices individuales (R?= 0,81 vs R?= 0,64 de la diferencia normalizada R730-R710).
En la regresion se incluyeron 3 indices relacionados al crecimiento pre-antesis (R730/Rsso,
GNDVI y R710/Rs00), uno de ellos con coeficiente positivo y dos de ellos con coeficiente
negativo. Ademas, incluye un indice relacionado al contenido de N (R1o0s0/R730), con un
coeficiente negativo. Los parametros de suelo en antesis (N disponible y humedad) no fueron
retenidos en el modelo, por lo tanto, se logré predecir adecuadamente el rendimiento solo
con indices espectrales, como fue descripto previamente en cebada (Pettersson et al., 2006)
y en trigo (Serrano et al., 2000; Chandel et al., 2019).

El N absorbido total a cosecha se relaciond significativamente a varios indices y, al
igual que para el N absorbido pre-antesis, el indice OSAVI explicé mejor las variaciones en
la cantidad de N absorbido, también se relacion6 a los indices REIP, NDVI y GNDVI
(Cuadro 3.5). Trabajos anteriores en trigo (Freeman et al., 2003; Xue et al., 2007), observaron
que el NDVI es un buen estimador del N absorbido total. Sin embargo, en el presente trabajo,
fue superado por el OSAVI, debido a la distribucion asimétrica del NDVI que se satura en
altos valores de N absorbido total (mayores a 80 kg hal). Las relaciones de los indices con
el N absorbido total se deben a su relacion con el N absorbido pre-antesis (Cuadro 3.3; Figura
3.4), principal determinante del N absorbido final (Capitulo 2; Figura 2.8a). La reflectancia
en la banda Rzso explicd mejor las variaciones en este pardmetro, debido a su mayor relacion
con el N absorbido pre-antesis (Cuadro 3.3). El cociente R7s0/Rs50 tuvo un mejor ajuste
respecto a otros cocientes como Rzeo/R710 propuesto por Erdle et al., 2011 como estimador
del N absorbido en cereales, ademas tuvo una mejor distribucion. La diferencia normalizada
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(Rs70-R730) tuvo una relacion similar al cociente R760/Rss0, aunque su distribucion fue menos
homogénea (Figura 3.7).

La proteina tuvo una débil relacion tanto con indices utilizados en estudios previos
como con la reflectancia en bandas individuales (Cuadros 3.5 y 3.6; Figura 3.8). Previamente
se observo que indices espectrales medidos una vez durante el ciclo del cultivo, cerca del
momento de antesis no estimaron adecuadamente la proteina, tanto en cebada, (Hansen et al.,
2002), como en trigo (Freeman et al., 2003). Entre los indices evaluados, REIP se relacion6
débilmente al contenido de proteina de los granos (Cuadro 3.5). En otros trabajos
(Soderstrom et al., 2010; Pettersson et al., 2006), también observaron relaciones
significativas entre el REIP y el contenido proteico en grano en cebada. Pettersson et al.,
(2006), observaron un mejor ajuste entre el indice REIP y la proteina que en el presente
trabajo, debido probablemente, a la menor variabilidad ambiental (un Unico sitio durante tres
afios), donde solo se modifico la disponibilidad de N mediante fertilizacién. La baja relacion
obtenida entre la proteina y los indices se debe a que el contenido de N en antesis, principal
determinante de la proteina (Capitulo 2; Figura 2.15a), tuvo, en general, una débil relacion
con la reflectancia (Figura 3.2). El indice TCARI no se relaciond al contenido proteico
(Cuadro 3.4), contrariamente a lo reportado previamente donde se observé una relacion
negativa entre el TCARI y la proteina (Pettersson & Eckersten, 2007). En general en los
trabajos analizados, donde se observaron relaciones entre indices, como el REIP, TCARI o
algun cociente de ellos y la proteina, la relacion observada es puntual (Pettersson et al., 2006;
Sdderstrom et al., 2010). En las situaciones puntuales, ensayos donde la variacion en el
contenido proteico es lograda mediante distintas dosis de N, las relaciones observadas entre
algun indice y la proteina puede ser consecuencia de la covariancia de la proteina con otra
caracteristica del cultivo, también relacionada a la fertilizacién, tal como la biomasa, que
resulta sensible a los indices espectrales. Esta razon puede explicar la falta de relacién de los
indices descriptos con la proteina en una red, como la evaluada en la presente tesis, donde la
proteina esta determinada por numerosos factores, principalmente por el aporte de N al grano
por removilizaciéon. Los cocientes y diferencias normalizadas evaluadas en este trabajo
mejoraron la estimacion de la proteina respecto a los indices reportados en estudios previos.
El mejor estimador resulté ser la diferencia normalizada R10s0-R730, debido a su relacion con
el contenido de N en antesis (Cuadro 3.3; Figura 3.3). El cociente R1220/R730, que se relacion6
al contenido de N y no fue afectado por la biomasa en antesis (Cuadro 3.3), resultdé también
un estimador individual de la proteina en grano (Figura 3.7). Como se observé que la relacion
entre el contenido de N en antesis y la proteina depende del porcentaje del N en grano que
proviene de la removilizacion (Capitulo 2; Figura 2.16), también la relacién entre la proteina
y los indices medidos en antesis fue afectada por la contribucién de la removilizacion al N
en grano (Figura 3.9), ya que las mediciones en antesis, estiman el status nitrogenado al
momento de la medicidn, pero no estiman la removilizacién de N ni el aporte desde el suelo.

Debido a que los indices individuales tienen una relativamente baja capacidad de
estimar la proteina, se utilizaron los indices para calcular estimadores de la proteina, que
previamente descriptos en el capitulo 2. EI N absorbido total por unidad de rendimiento es
una variable significativamente relacionada a la proteina (Capitulo 2 Figura 2.15c). El
cociente entre el N absorbido total estimado con el indice R7e0/Rss0 Y €l rendimiento estimado
con la Ecuacion 3.1 se relaciono a la proteina mejor que los estimadores directos (R?= 0,47
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vs R?=0,27 de la diferencia normalizada R10s0-R730; Figura 3.10b). La relacion obtenida entre
la proteina y el N absorbido total por unidad de rendimiento estimado se debe a que ambas
variables (rendimiento y N absorbido total) se pudieron estimar con buena precision mediante
los indices descriptos en este capitulo (Cuadro 3.4; Figuras 3.6 y 3.7). Una mejor estimacion
de la proteina se logro con el cociente entre el N disponible medido al comienzo del ciclo del
cultivo y el rendimiento estimado con indices medidos en antesis (con el modelo de regresion
multiple, Ecuacion 3.1; Figura 3.6). Por lo tanto, esta relacion resultaria atil para estimar la
proteina al momento de antesis, a diferencia del N disponible por unidad de rendimiento
medido, observada en el Capitulo 2, que resulta explicativa pero no sirve para estimar la
proteina en grano al momento de antesis. La funcién obtenida con el rendimiento estimado
mediante indices no fue diferente a la observada con el rendimiento medido (Capitulo 2;
Figura 2.15d) y el ajuste result6 similar.

Entre las combinaciones de estimadores de la proteina medidos en antesis evaluados
en el presente trabajo, los estimadores que incluyen variables de suelo e indices, como el N
disponible por unidad de rendimiento estimado (Ecuacion 3.2) explicaron mejor el contenido
proteico que los indices y/o combinaciones de indices (Ecuacion 3.3). Si se dispone del dato
del N disponible al inicio se puede calcular el N disponible por tn de rendimiento usando la
Ecuacion 3.1 para estimar el rendimiento, mientras que, si no se dispone de datos de suelo,
se puede estimar el N absorbido total (Figura 3.7) por tn de rendimiento. En funcion de la
proteina estimada se puede decidir aplicar una fertilizacion complementaria con N si esta se
encuentra por debajo del umbral de calidad (10% de proteina). Debido a la gran variabilidad
entre los sitios y los tratamientos, en la red se generd un amplio rango de condiciones de
crecimiento, por lo tanto, los indices espectrales descriptos en este capitulo permitieron
estimar tanto el rendimiento como la proteina en grano en un amplio rango de condiciones
ambientales.

3.5 CONCLUSIONES

Los indices espectrales calculados a partir de la reflectancia del cultivo medida en un
periodo cercano a antesis se relacionaron al crecimiento y al status nitrogenado del cultivo.
El crecimiento y el N absorbido pre-antesis se relacionaron a indices utilizados en estudios
previos (OSAVI y REIP respectivamente) y también a varios indices desarrollados en este
trabajo con un ajuste similar, aunque en general estos Gltimos mostraron una mejor
distribucion. Para el contenido de N en planta, los indices previamente reportados tuvieron
una relacion debil, mientras que el cociente Rios0/R730 Yy la diferencia normalizada Rioso-73o,
probada en este trabajo, tuvieron una relacion mas robusta con esta variable. Se cumplié con
el objetivo especifico planteado “Evaluar el crecimiento, la absorcion y el contenido de N en
antesis a través de mediciones indirectas (sensor multiespectral portatil)”.

Los indices que se relacionaron al crecimiento pre-antesis explicaron en mayor
medida las variaciones en el rendimiento, mientras que las relaciones mas robustas entre
indices y el N absorbido en grano se lograron con aquellos indices que se relacionaron al N
absorbido pre-antesis. Para el caso de rendimiento, la diferencia normalizada R730-R710 y €l
cociente R730/R710 desarrollados en este trabajo, tuvieron una relacién mas robusta que



63

indices previamente utilizados. Un modelo de regresion mdltiple, con varios indices
espectrales, explico las variaciones en rendimiento mejor que indices individuales.

La proteina tuvo una débil relacion con indices de referencia y algo mejor con la
diferencia normalizada Rioso-R730, desarrollada en el presente trabajo, la relacion fue mas
robusta en los casos que la proporcion del N en grano aportada por removilizacion fue mayor.
Un modelo de regresién multiple, que combino indices espectrales y la humedad de suelo,
medidos en antesis, explico las variaciones en la proteina en grano. La combinacién de
indices descriptos en este capitulo como estimadores del rendimiento y el N disponible al
inicio estimaron la proteina en grano mejor que indices individuales, por lo tanto, el modelo
generado en este trabajo, que deberia ser validado con datos independientes, podria ser usado
como una herramienta de diagndstico temprano para decidir si una fertilizacion nitrogenada
complementaria para mejorar la calidad del grano es recomendable. Se cumplié el segundo
objetivo especifico planteado “Predecir la necesidad de fertilizacion complementaria
mediante evaluaciones del estado nutricional del cultivo en antesis obtenidas con el sensor
multiespectral”. Con los indices desarrollados no parece ser necesario el uso de franjas de
referencia, ya que la estimacion de las variables de interés agronémico no mejoro con el uso
de indices relativizados a un cultivo de referencia.



CAPITULO 4: REGULACION DE LA REMOVILIZACION DE N
POST-ANTESIS
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4.1 INTRODUCCION

Como se menciond previamente, el aporte mas importante de N al grano proviene de
la removilizacion durante el llenado (Hirel et al., 2007; Bieker & Zentgraph, 2013). En pre-
antesis todo el N absorbido se almacena en las estructuras vegetativas, principalmente en
forma de clorofila y proteinas foliares (Lawlor et al., 1989). La removilizacion ocurre durante
la senescencia foliar que se da en forma simultdnea al llenado de grano. La principal
caracteristica de esta etapa es el catabolismo de las estructuras fotosintéticas (la clorofila y
otras macromoléculas que son degradadas), liberando nutrientes que pueden ser reciclados y
destinados, principalmente, a los granos en desarrollo. Entre estas, las proteinas foliares son
degradadas por la accién de proteasas a aminoacidos que luego son transportados via floema
para la sintesis de proteinas en los granos (Gan & Amasino, 1997; Hirel, 2007). La
senescencia de los tejidos esta fuertemente inducida en la ultima fase del desarrollo de las
plantas, mediante sendos cambios en la expresion génica y de actividades enzimaticas. La
represion de la transcripcion de la clorofila y su marcada disminucion de abundancia en las
hojas representa uno de los primeros indicadores del inicio de esta etapa metabdlica (Parrot
et al., 2010). La clorofila es una de las primeras moléculas en ser degradadas al inicio de este
proceso (Gregersen et al., 2008). El inicio de la senescencia depende la disponibilidad de N,
en general se retrasa bajo condiciones de alta disponibilidad para la planta (Masclaux-
Daubresse et al., 2010; Bieker & Zentgraph, 2013). La actividad de las proteasas y la tasa de
senescencia aumentan notablemente bajo deficiencia de N (Crafts-Brandner et al., 1998;
Parrot et al., 2010). Entre los indicadores del inicio y avance del proceso de senescencia
foliar, trabajos previos mostraron que el gen SAG12 es activado durante las Ultimas etapas
de la senescencia vegetal donde alcanza altos niveles de expresion, mientras que no se detecta
su expresion en los tejidos no senescentes, por lo que es usado como indicador de la
senescencia foliar (Gan & Amasino, 1997; Gregersen et al., 2013; Avice & Etienne, 2014).

La absorcién de N en forma inorganica del suelo, durante el Ilenado de los granos,
constituye otro aporte hacia los granos en crecimiento. Su magnitud es dependiente tanto de
la disponibilidad de N en el suelo, como de las condiciones de crecimiento del cultivo que
determinan la duracion del llenado (Cassman et al., 1992; Przulj & Momcilovi¢, 2003). EI N
es absorbido en forma inorgéanica del suelo, reducido y posteriormente incorporado a
aminoacidos tanto en las hojas como en las estructuras reproductivas. El proceso de
reduccion comprende, la conversion del nitrato a nitrito mediado por la enzima nitrato
reductasa y de éste a amonio por la nitrito reductasa. Luego el amonio es asimilado en
aminoacidos mediante la accion de la enzima glutamina sintetasa (GS).

La contribucion relativa de los procesos de asimilacion directa del N y la
removilizacion durante el llenado del grano es variable de una especie a otra y puede ser
influenciada por la disponibilidad de N en el suelo en los distintos periodos del desarrollo de
las plantas, por el momento de la aplicacién del fertilizante y por condiciones ambientales
como la luz o estreses bioticos y abioticos. Cuando la disponibilidad de N en el suelo es baja,
el proceso de removilizacion via floema cobra importancia, en este caso, el N llega al grano
principalmente como glutamina y glutamato (Tully & Hanson, 1979) y la removilizacion se
vuelve la principal fuente para el grano en crecimiento (Bieker & Zentagraph, 2013). La
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eficiencia de este proceso, entonces, se convierte en el principal determinante del contenido
de proteina en grano (Dalling, 1985; Barneix et al., 1992; Veliz et al., 2014).

Se han llevado a cabo numerosos estudios para identificar los pasos limitantes de la
absorcion, asimilacion y removilizacion del N durante el crecimiento y desarrollo de los
cultivos (Hirel et al., 2007). De estos estudios surgié una diversidad de genes candidatos
involucrados en la regulacion de la eficiencia en el uso de los nutrientes. Estudios en maiz,
arroz y trigo demostraron que la isoforma citosolica de la glutamina sintetasa (GS1), enzima
central en la asimilacién y transporte del N, se relaciona con la determinacién del crecimiento
y llenado de los granos (Tabuchi et al., 2005; Bernard & Habash, 2009). En las hojas GS
tiene 3 isoformas activas y éstas se regulan diferencialmente. GS1 es la isoforma citosélica
de la enzima que se encuentra en hojas y posee dos isoenzimas (GS1_1y GS1_2), mientras
que GS2 es la isoforma cloroplastica. La GS1 cumple la funcion de asimilar el amonio,
proveniente de la absorcion directa del N y de la desintegracion de proteinas a aminoacidos.
La expresion génica depende de la disponibilidad de N (Caputo et al., 2009).

La translocacion de los aminoacidos desde los tejidos fuente hacia los tejidos destino
puede llevarse a cabo en forma simplatica, apopléstica o por ambas vias dependiendo de la
especie. En el caso de la via apoplastica, el transporte es mediado por proteinas
transportadoras de aminoécidos pertenecientes a diversas familias génicas (Tegeder, 2012).
En base a un estudio de secuencias de distintas familias de genes de transportadores de N, se
determiné que la familia de las aminoacido permeasas (AAP) serian los transportadores
predominantes en la removilizacion del N durante el llenado de los granos de cebada (Kohl
etal., 2012). Dentro de esta familia se observd, por estudios de homologia con secuencias de
Arabidopsis y expresion genica en hojas fuente maduras y senesciendo, que los
transportadores HYAAP6 y HVAAPT parecieran cumplir un rol importante en la regulacion
del transporte por floema (Kohl et al., 2012; Veliz et al., 2017). La expresion de ambos
transportadores de aminoacidos es alta en hojas maduras y no caen durante la senescencia,
por lo que ambos son buenos candidatos a participar en la regulacién de la movilizacion de
aminoacidos por floema durante el llenado.

La comprension de la removilizacion de N y su contribucion a la proteina en grano
resulta clave para mejorar la calidad de los granos sin aumentar la fertilizacion, aumentando
la eficiencia de la removilizacion. Pese a la importancia del tema, es poco lo que se conoce
sobre la regulacion fisiologica, bioquimica y genética del proceso de senescencia y
removilizacion de N.

4.1.1 Objetivo especifico e hipotesis:

El objetivo de este capitulo es determinar el mecanismo por el cual el N aplicado en
antesis es movilizado durante el llenado, su efecto sobre la sobre la regulacién de la
removilizacion de N de las hojas hacia los granos, y su relacion con el contenido de proteinas
establecido en los granos.
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Las hipdtesis asociadas a este objetivo son:

- La aplicacion de N en antesis producird un aumento, en estados tempranos del
Ilenado, de la movilizacion via floema de aminoacidos provenientes de la asimilacion del N
aplicado, hacia el grano.

-La asimilacion del N incorporado en antesis producira un retraso del inicio de la
senescencia, que redundara en un retraso del inicio de la removilizacion del N almacenado
pre-antesis.

4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Material vegetal y disefio experimental

Se trabajo sobre 3 ensayos correspondientes a la red experimental descripta en el
Capitulo 2, los sitios se ubicaron en 25 de mayo (Sitio 33), Junin (sitio 36) y Arribefios (Sitio
36). El disefio de los experimentos fue en bloques completos aleatorizados, con 4 repeticiones
por sitio, y cada parcela experimental tuvo la misma dimension de que la usada en la red (16
X 4 m). Los suelos se caracterizaron segun lo descripto en el Capitulo 2. Ademas de los
tratamientos de la red se agrego el tratamiento N40f, para un total de 4 tratamientos:

- Control: sin fertilizacién adicional a la empleada por el productor (Tecnologia de Uso
Actual).

- N20f: se aplicaron 20 kg ha* de N en antesis en forma foliar, mediante una pulverizadora
manual. Se us6 como fuente el fertilizante comercial Foliarsol U (grado 20-0-0), se aplico
puro en una dosis de 100 I/ha.

- N40f: se aplicaron 40 kg ha* de N, divididos en 2 aplicaciones, la primera a los 7 dias pre-
antesis y la segunda en antesis de igual manera a que para N20f.

- N150: se aplicaron 150 kg ha de N, en forma de urea granulada, en la etapa de emergencia.
El fertilizante se aplicd en forma manual, distribuido uniformemente sobre la superficie.
Para las determinaciones bioguimicas y moleculares se emplearon los tratamientos Control,
N20f y N40f, mientras que el tratamiento N150 fue usado como indicador de la limitacion
de N del cultivo.

4.2.2 Toma de muestras y extraccion de los exudados floematicos

En antesis se muestred la biomasa aérea y el suelo segun lo descripto en el Capitulo
2. Durante el llenado de los granos, a los 7, 14 y 21 dias post-antesis se tomaron muestras de
hojas y exudados floematicos de espigas sobre 10 vastagos elegidos al azar en cada parcela.
Se tomaron las Gltimas 2 hojas por debajo de la hoja bandera, se cortaron de la planta y se
conservaron en hielo seco durante el viaje y posteriormente en freezer a -50°C.
Simultdneamente se tomaron muestras de biomasa aérea (1 metro lineal por parcela) para
determinar el crecimiento del cultivo al momento del muestreo. En madurez se tomaron
muestras biomasa aérea, sobre las que se midié rendimiento, biomasa final, N en granoy N
en rastrojo, segun lo descripto en el Capitulo 2.

Para la extraccion de los exudados floematicos se uso la técnica de exudacion
facilitada descripta por Veliz et al., (2014), para lo cual se cortaron las espigas de los 10
vastagos seleccionados, por sobre el ultimo nudo y se colocaron en tubos conteniendo 5 ml
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de solucidn de &cido etilen-di-amino-tetra-acético (EDTA, 20 mM, pH 8). Se incubaron 15
minutos en oscuridad para lavar los restos celulares del corte efectuado y evitar
contaminacion con el exudado xilematico. Luego fueron transferidos a otro tubo conteniendo
la misma solucion de EDTA e incubados por 3 h también en oscuridad para disminuir la
traspiracion. Trascurrido el tiempo se guardd la solucion en tubos y las espigas se guardaron
para medir su peso fresco. El valor de exudacion se calculé como la cantidad de aminoécidos
trasportados en floema por hora por gramo de peso fresco de espiga. La exudacion total en
llenado se calculd como la integral de la funcion de la tasa de exudacion de aminoécidos en
el periodo de 7 a 21 dias post-antesis y se expresdé como pg de aminoacido por gramo de peso
fresco de espiga.

4.2.3 Determinaciones bioquimicas y moleculares

Las muestras de hojas se molieron usando mortero y N2 liquido, y se almacenaron en
freezer hasta la extraccion. Las extracciones se realizaron con una solucion buffer 50 mM
Tris—-HCI pH 7.5 con 1% de PVPP (polyvinypolypyrrolidone) en relaciéon 1:4 (0,259 de
material vegetal + 1 ml de buffer de extraccion). Se extrajo el sobrenadante mediante
centrifugado a 10000 xg durante 20 minutos a 4°C. En el sobrenadante se midio contenido
de proteinas solubles (Bradford, 1976), aminoacidos libres por el método de ninhidrina
(Yemm & Cocking, 1955), nitratos (Cataldo et al., 1975). En los casos en que se determind
la actividad de nitrato reductasa (Lewis et al., 1982) y glutamina sintetasa (GS) (Nesselhut
& Harnischfeger, 1981) utilizando el mismo sobrenadante. En los exudados floematicos se
determind el contenido de aminoé&cidos libres (Yemm & Cocking, 1955). La clorofila se
extrajo con acetona sobre una muestra de tejido molido y se midié por espectrofotometria
(Arnon, 1949).

En las hojas, también se analiz6 la expresion de los genes de las distintas isoformas
de la GS (GS1_1, GS1 2, GS2), los trasportadores de aminoacidos AAP6 y AAP7,
encontrados como relevantes para la carga de aminoacidos al floema (Veliz, 2017) y la
expresion de SAG12 como marcador de senescencia (Avice & Etienne, 2014). La expresion
de genes se midi6 mediante gPCR, usando como Control el gen de actina de cebada (acc n°
AY145451). El ARN total fue extraido a partir de 100 mg del tejido congelado y molido con
1 ml reactivo TRIzol (Ambion, USA). Las muestras se incubaron durante 5 min a temperatura
ambiente, se agregaron 0,2 ml de cloroformo, y se incubaron por 3 minutos. Posteriormente
a la incubacion se centrifugd a 10.000 xg, a 4°C por 15 minutos. La fase superior acuosa se
extrajo, se mezcld con 0,5 ml de isopropanol, se incubd durante 10 minutos y se centrifug6
a 10.000x g, a 4°C por 10 minutos. El pellet se lavo con 1 ml de etanol 75%, se centrifugo,
se dejo secar y se resuspendio en 0,03 m de H2O libre de nucleasas. La retrotranscripcion del
ARN mensajero se realizé con la enzima Superscript Il (Invitrogen) y un oligo dT, siguiendo
las indicaciones del manual del producto. Para la reaccion de gPCR se us0 SYBRgreen
Master Mix de Applied Biosystems (2X), que incluye SYBRgreen para la cuantificacion de
ADN doble cadena y ROX como pigmento de referencia para el volumen. Los valores de
fluorescencia obtenidos se analizaron con el software provisto por Agilent Technologies
junto con el equipo MX3000P QPCR Systems.
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4.2.4 Analisis estadisticos

Los datos se analizaron mediante ANOV A para determinar los efectos de tratamiento,
sitio, fecha de muestreo e interacciones y los tratamientos se compararon mediante
contrastes. Cuando la interaccion sitio x tratamiento resulto significativa, se analizé el efecto
en cada sitio mediante contrastes usando el software Infostat. Las relaciones entre variables
se evaluaron por regresion lineal y ajustando funciones a los tratamientos que resulten
diferentes entre si en cuanto a su pendiente u ordenada al origen, con el software Graph Pad
Prism 6. El crecimiento pre-antesis y contenido de N del tratamiento N150, al igual que el
rendimiento y proteina de los tratamientos N20f y N40f se muestra relativo al Control.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Caracterizacion de los sitios y de los cultivos en funcion de la disponibilidad de
nutrientes

Las condiciones climaticas durante el ciclo del cultivo, en cuanto a la temperatura,
fueron muy similares entre los sitios. No se observaron eventos extremos de temperatura
durante el ciclo del cultivo en ninguna de las localidades. Las precipitaciones fueron mayores
en los sitios de Junin y Arribefios respecto al sitio de 25 de mayo. Respecto a la humedad del
suelo en antesis, Junin tuvo mayor cantidad de agua almacenada en el perfil, probablemente
debido al menor crecimiento del cultivo y, por lo tanto, menor consumo. En 25 de mayo, el
suelo tuvo menor humedad, probablemente debido a su textura mas gruesa y menores
precipitaciones. Respecto al contenido de N-NOs al inicio del ciclo, Arribefios tuvo mayor
disponibilidad y, en antesis, Junin tuvo valores mas altos que los otros sitios, dada la menor
absorcion del cultivo. Los datos de suelo y de cultivo se muestran en el Cuadro 4.1

Cuadro 4.1: Caracterizacion de los sitios y cultivos (Extraido de Capitulo 2; Cuadro 2.1).

Inicio Antesis

S/Afio  Localidad Ant. CV F.S. Text. MO pH Pext N-NO; Hum.] N-NO; Hum.
Cont. N150.

% ppm kg ha®! mm kgha-! mm

33/2016 25deMayo S A 176 AF 103 58 12,7 451 179 [|133 20,1 101
35/2016  Arribefios S A 196 FL 1,77 56 95 753 240 [14,1 253 158
36/2016 Junin S A 206 FA 097 59 119 56,9 191 329 76,3 211

S: Sitio Ant.: Antecesor: S: soja CV: cultivar: A: Andreia

FS.: Fecha de Siembra.

Text.: Textura: AF areno franco, FL: franco limoso, FA: franco arenoso
MO.: Materia Organica 0-20 cm P ext: P Bray 0-20 cm

Hum.: Humedad 0-100 cm

N-NOs.: Nitrato 0-60 cm

Los 3 sitios se diferenciaron en cuanto al crecimiento y el contenido de N al momento
de antesis (Figura 4.1). En el Control, a nivel general, no se observo una disminucién del
crecimiento pre-antesis por efecto de la limitacion de N comparado con el tratamiento N150,
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usado para evaluar el nivel de deficiencia de N del tratamiento Control. La limitacion fue
variable entre sitios (interaccién SxT tendid a ser significativa p<0,1). En 25 de mayo el
crecimiento pre-antesis disminuyo por la limitacion de N (p<0,05), mientras que, por el
contrario, en Junin el agregado de N tendio a reducir el crecimiento (p<0,1; Figura 4.1). En
Junin el cultivo tuvo una deficiencia en S, determinada a partir de resultados obtenidos en un
experimento de interaccion NxS realizado en el mismo afio y sitio, que mostré un
significativo incremento del crecimiento y el rendimiento solo frente al agregado conjunto
de Sy N (datos no publicados). Ademas, se observo un color amarillento en el tratamiento
fertilizado con N, caracteristico de la deficiencia de S. Por su parte, en Arribefios el cultivo
tuvo mayor crecimiento pre-antesis, tanto en el Control como en el tratamiento N150,
indicando mejores condiciones de crecimiento del sitio, principalmente mayor disponibilidad
inicial de N (Cuadro 4.1; Figura 4.1). El contenido de N en la biomasa aérea fue dependiente
del sitio y estuvo limitada por la disponibilidad de N en los 3 sitios (Figura 4.1).

1.25 Crecimiento - Cont. N %

[ 25 de Mayo
1.001 ﬂIﬂ Arribefios

— B= Junin

)

= 0.751

[

o

© 0.501 . &

o

o

2 0.257 . 1 -

0.00
463 703 % 10,1 12,8 14,6

-0.25
Figura 4.1: Crecimiento y contenido de N en antesis, relativo al tratamiento Control. * indica
diferencias significativas (p contraste <0,05). Se teste6 la interaccion SxT cuando el valor p del
ANOVA fue <0,1. Los nimeros junto a las barras indican la biomasa aérea (g m) y el contenido de
N en tejidos de la parte aérea (mg g*) del tratamiento Control al momento de antesis.

Los rendimientos y la limitacién por N en el Control fueron dependientes del sitio
(Cuadro 4.3; Figura 4.2). Solo en 25 de Mayo la fertilizacion nitrogenada del productor limitd
el rendimiento (Figura 4.2). Este efecto se evidencié desde antesis, donde el Control crecid
un 16% menos que el tratamiento N150 (Figura 4.1). En Arribefios no se incremento el
rendimiento por agregar N, sugiriendo que la fertilizacién del productor fue adecuada para
lograr el rendimiento potencial. Por otro lado, la disminucion del rendimiento en Junin, frente
al agregado de N pone de manifiesto el desbalance nutricional generado por agregar N
cuando el S es el nutriente limitante.

El contenido proteico dependio del sitio y el tratamiento. En el Control fue inferior al
Optimo requerido para malterias (10%), en los tres sitios. El tratamiento N150 incrementd la
proteina en los tres sitios, indicando una insuficiente fertilizacion del productor (Cuadro 4.2;
Figura 4.2). La cantidad de N en rastrojo dependid del sitio y aumento6 con el agregado de N
al inicio.
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Figura 4.2: Rendimiento y proteina en grano para los tratamientos Control y N150. * indica
diferencias significativas entre tratamientos (valor p del contraste <0,05).

Cuadro 4.2: ANOVA para las variables rendimiento, proteina, ERN y N absorbido en rastrojo y
valores de los contrastes entre tratamientos. Los contrastes se realizaron cuando el efecto del
tratamiento fue significativo (p<0,05) C= Control.

FV Rend. Proteina ERN N rast.
Sitio <0,01 <0,01 <0,01 0,01
Trat 0,17 <0,01 0,20 <0,01
Sitio*Trat <0,01 0,04 0,06 <0,01
C vs N150 0,09 <0,01 - <0,01
C vs N20f 0,44 <0,01 - 0,11
C vs N40f 0,54 <0,01 - 0,23
N20f vs N40f 0,82 0,68 - 0,66

4.3.2 Efecto de la fertilizacion en antesis: Crecimiento

durante el llenado, rendimiento y proteina en grano

del cultivo y de los granos

La aplicacion foliar de N en antesis aumento significativamente el contenido proteico
en ambas dosis (20 y 40 kg de N ha™l), sin diferencias entre dosis, Arribefios y Junin tuvieron
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mayor respuesta que 25 de mayo. Ninguno de los tratamientos foliares afectd
significativamente el rendimiento, respecto al Control (Cuadro 4.2).

0.47, Rendimiento 18 Proteina
@ 25 de Mayo
o E Arribefios
20.39188 Junin
©
h
S
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Figura 4.3: Variacién en el rendimiento y proteina final para los tratamientos de fertilizacién foliar
en antesis (N20f y N40f), relativo al tratamiento control. * Indican diferencias significativas respecto
al tratamiento Control (p< 0,05).

Por otro lado, la ERN indicador de la proporcion del N absorbido pre-antesis que es
removilizado hacia el grano, no fue afectada por los tratamientos. Sin embargo, la interaccion
Sitio x Tratamiento tendid a ser significativa (p<0,1) y se observé una disminucion de la
ERN en Junin para el tratamiento N40f (p<0,05). Asimismo, al igual que en la red
experimental, la aplicacion foliar en antesis no afectd el contenido de N remanente en rastrojo
en ninguna de las dosis probadas (Cuadro 4.2).

La biomasa aérea y el peso fresco de los granos medido indirectamente mediante el
peso de las espigas frescas, fueron dependientes del sitio. Arribefios mostrd los mayores
valores de biomasa aérea, indicando que el sitio tuvo mejores condiciones de crecimiento
que los otros, tanto en pre-antesis como post-antesis (Figura 4.4). Con respecto al crecimiento
de los granos, se observd una interaccion sitio x fecha, indicando que el crecimiento de los
mismos no fue igual en todos los sitios (Cuadro 4.3). Las tasas de crecimiento tanto de la
planta, como de los granos, evaluadas por la pendiente de la recta, no fueron afectadas por la
fertilizacion foliar en ninguna de las dosis.
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Figura 4.4: Biomasa aérea y peso de los granos, evaluados a través del peso de las espigas, durante
en el periodo post-antesis, para los tratamientos Control N20f y N40f. DDA dias después de antesis.

4.3.3 Particion del N en la hoja durante el llenado

El contenido de proteinas solubles y de clorofila en hoja disminuy6 a medida que
transcurrio el llenado, la aplicacion de N en antesis incrementd ambas variables, la magnitud
del incremento dependio del sitio (Cuadro 4.3). En el caso de la clorofila (Figura 4.5), en 25
de mayo el incremento dependi6 de la dosis, N40f generd un incremento respecto al Control
y a N20f, mientras que N20f también aumento el contenido de clorofila respecto al Control.
En Arribefios, N40f se diferencio significativamente del Control en todas las fechas, mientras
que N20f sélo se diferenci6 del Control a los 7 dias post-antesis, sin diferencias respecto al
Control a nivel general (Cuadro 4.3). En Junin, el tratamiento no afectd el contenido de
clorofila en ninguna de las dosis. La aplicacién foliar no afect6 la tasa de disminucion de la
clorofila, evaluada mediante analisis de pendientes de las rectas, en ninguno de los sitios
(Cuadro 4.4).
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Cuadro 4.3: Analisis de varianza para las variables crecimiento, peso fresco de granos, contenido de
clorofila, proteina soluble, aminoécidos y nitrato en hoja y tasa de exudacién de aminoacidos en
floema en el periodo post-antesis. Los contrastes se realizaron cuando la interaccion Sitio X
Tratamiento resulto significativa (p<0,05).

F.V. Biomasa Granos Hoja Floema

Crecimiento Clorofila Proteina  Aa Nitrato Aa pf
gm?2  gespigal mg g ngg*ht

Sitio <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Trat. 0,21 0,77 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,01

Fecha <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Sitio*Trat. 0,76 0,11 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,47

Sitio*Fecha 0,10 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,43 <0,01

Trat.*Fecha 0,43 0,94 0,02 0,05 <0,01 0,71 0,06

S*T*F 0,29 0,44 0,58 0,06 0,47 0,64 0,10

25 de mayo Contrastes

C vs N20f - - <0,01 <0,01 <0,01 0,05 -

C vs N40f - - <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 -

N20f vs N40f - - <0,01 0,35 0,71 0,02 -

Arribefios

C vs N20f - - 0,21 0,01 0,36 0,30 -

C vs N40f - - 0,02 <0,01 <0,01 <0,01 -

N20f vs N40f - - 0,30 0,50 0,06 0,05 -

Junin

C vs N20f - - 0,67 0,50 <0,01 0,07 -

C vs N40f - - 0,59 0,11 <0,01 <0,01 -

N20f vs N40f - - 0,91 0,33 0,60 <0,01 -

El contenido de proteinas solubles en hoja aumentd por la aplicacion de N en 25 de
mayo Yy Arribefios, en ambos sitios la respuesta no vario entre dosis, mientras que en Junin
no se observo efecto de la aplicacion foliar respecto al Control (Cuadro 4.3; Figura 4.5). En
los dos sitios que respondieron a la fertilizacion en antesis, a los 7 dias post-antesis ambos
tratamientos tuvieron mayor proteina que el Control (evaluado mediante contrastes, en cada
fecha; no mostrados). Al progresar el llenado se observaron comportamientos diferentes entre
los sitios. En 25 de mayo N20f se diferencié del Control en los 3 momentos de muestreo,
mientras que N40f se diferenci6é a los 7 y 21 dias. En Arribefios, N40f se diferencio del
Control a los 21 dias, mientras que a los 14 dias post-antesis no hubo diferencias entre
tratamientos (Figura 4.5). En los sitios donde el cultivo respondié a la aplicacion de N, la
tasa de disminucion de proteinas solubles aumentd, en 25 de mayo para ambas dosis y, solo
para N20f en Arribefios (Cuadro 4.4). A pesar de la mayor tasa de disminucion, tuvo mayor
contenido de proteinas que el Control en ambos sitios a los 21 dias, mientras que N20f en
Arribefios no se diferencio del Control en dicha fecha. A los 7 dias post-antesis, el incremento
medio de la proteina fue de 25 y 28% para N20f y N40Of respectivamente, mientras que fueron
de 17 y 20% respectivamente en el periodo 7-21 dias post-antesis.



75

Cuadro 4.4: Valores p del test F para la comparacion de pendientes entre tratamientos para variables
medidas en hoja (Proteina, Clorofila, Amino&cidos y Nitrato) y la tasa de exudacion de aminoécidos
en floema entre 7-21 dias post-antesis. La comparacion se realiz6 cuando el efecto de los tratamientos
fue significativo (Cuadro 4.3). Aa: aminoacidos.
Variable Cvs. Cvs. N20fvs. | Cuvs. Cvs. N20fvs. | Cuvs. Cvs. N20vs.
N20f N40f  NA4Of N20f  N4Of N40f N20f  N40f  N40f
25 de mayo Arribefios Junin

Proteina 0,03 0,02 0,42 <0,01 0,48 0,03 - - -
Clorofila 0,24 0,31 0,71 0,25 0,38 0,92 - - -
Aa 0,03 0,03 0,93 - 0,02 0,19 <0,01 <0,01 0,27
Nitrato 0,04 0,02 0,28 - 0,04 <0,01 0,03 <0,01 0,10
Aa Floema 0,53 0,32 0,69 0,39 0,29 0,46 0,29 0,18 0,68
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Figura 4.5: Contenido de clorofila y proteinas solubles en hoja durante el llenado. Las lineas

punteadas corresponden a la funcién ajustada para evaluar la tasa de disminucién, cuando los

efectos de tratamiento resultaron significativos. Las funciones en todos los casos se ajustaron en el

periodo 7-21 DDA. DDA dias después de antesis.

El contenido de aminoacidos y nitrato en hoja disminuy6 a medida que transcurrio el
llenado. Los efectos de fecha de muestreo, tratamiento y la interaccion sitio x tratamiento
fueron significativas para ambas variables, la interaccién tratamiento x fecha result6
significativa s6lo para aminoacidos (Cuadro 4.3). En 25 de mayo y Junin ambos tratamientos
fertilizados tuvieron mayor contenido de aminoacidos que el Control, mientras que, para
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Arribefios, solo se diferencio el tratamiento N40f. Las dosis no se diferenciaron entre si en
ninguno de los sitios (Cuadro 4.3; Figura 4.6). En el andlisis por fecha se observé que los
incrementos respecto del Control, se dieron a los 7 dias post-antesis para ambas dosis. Luego
a los 14 y 21 dias post-antesis, solo el tratamiento N40f se diferencio del Control en los 3
sitios (Figura 4.6). Las tasas de caida del contenido de aminoacidos en ambos tratamientos
fertilizados en antesis fueron mayores que el Control, a excepcion de N4Of en Arribefios
(Cuadro 4.4). Nuevamente a pesar de la mayor tasa de caida de esta variable, a los 21 dias
N40f tuvo mayor contenido de aminoacidos en los tres sitios.

El tratamiento N40f incrementd el contenido de nitrato en hoja respecto al Control y
al tratamiento N20f en los 3 sitios, mientras que N20f solo se diferencié del Control en 25 de
mayo. La tasa de disminucion de nitrato en hoja fue afectada por el tratamiento y el efecto
fue variable entre sitios (Cuadro 4.4). En Junin la tasa de disminucion fue mayor en ambas
dosis de N, en 25 de mayo s6lo N40f aument6 la tasa de caida respecto al Control mientras
que en Arribefios, N20f tuvo menor tasa de caida que los demas tratamientos (Cuadro 4.4).
Los tratamientos fertilizados que tuvieron una mayor tasa de caida, no se diferenciaron del
Control en el ultimo muestreo, a excepcidn de N40f en Junin (Figura 4.6).
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Figura 4.6: Contenido de aminoacidos y nitrato en hoja durante el llenado, para los tratamientos N

antesis (N20 f y N40 f) y el Control. Las lineas punteadas corresponden a la funcién ajustada para

evaluar la tasa de disminucidn. En 25 de mayo y Junin las funciones se ajustaron en el intervalo 7-14

DDAy 14-21DDA. DDA dias después de antesis.
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4.3.4 Movilizacion de aminoacidos via floema durante el llenado

Ambos tratamientos aumentaron la movilizacion de aminoacidos via floema, sin
diferencias entre las dosis, independientemente del sitio y de la fecha (Cuadro 4.3). N40f
incremento significativamente el transporte de aminoécidos via floema a los 7 dias post-
antesis en todos los sitios, mientras que el tratamiento N20f se diferencio del Control a los 7
dias post-antesis en Junin y a los 21 dias en el sitio de Arribefios (Figura 4.7). La caida en la
tasa de exportacion en el periodo de los 7-14 dias, fue mayor en los tratamientos fertilizados,
a excepcion de N20f en Arribefios (Cuadro 4.5; Figura 4.9), mientras que en el periodo 14-
21 dias no se observaron cambios en la tasa de exportacion por efecto de tratamiento. Todos
los tratamientos lograron un similar nivel de exportacion, a excepcion de N20f en Arribefios
(Figura 4.7). La tasa de movilizacion de aminoacidos hacia las espigas disminuy6 a medida
que progreso el llenado en los 3 sitios.
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Figura 4.7: Tasa de exudacion de aminoacidos en floema durante el llenado. Las lineas punteadas
corresponden a la funcion ajustada a la tasa de exportacién. En 25 de mayo y Arribefios las funciones
se ajustaron en el intervalo 7-21 DDAy 14-21DDA. En Junin las funciones se ajustaron en el intervalo
7-14 DDAy 14-21 DDA.

Los pooles de aminoacidos y nitratos en hoja a los 7 dias post-antesis, periodo en el
cual se observaron los mayores efectos, se correlacionaron positivamente con el contenido
final de proteina en los granos. Por otro lado, el contenido de clorofila y de proteinas no
tuvieron relacion (Figura 4.8).
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Figura 4.8: Relacion de la proteina final en grano con variables bioquimicas mediadas en hoja a los
7 dias post-antesis (), el contenido de proteina (b), el contenido de aminoacidos (c), el contenido de
nitrato y el contenido de clorofila (d).

La movilizacion acumulada de aminoécidos via floema durante el llenado, calculada
entre los 7 y 21 dias post-antesis, mediante la integracion de las funciones obtenidas en la
Figura 4.7, mostro estar significativamente correlacionada al cotenido final de proteinas en
los granos (Figura 4.9). Por el contrario, la tasa de exudacion instantanea en ninguno de los
momentos medidos se correlaciond con la proteina en grano (datos no mostrados).
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post-antesis y el contenido proteico en grano. Cada punto corresponde a un sitio-tratamiento.

4.3.5 Actividad de las enzimas Nitrato Reductasa (NR), Glutamina Sintetasa (GS) y
expresion génica de las isoformas de GS, trasportadores de aminoacidos y SAG12

La actividad de las enzimas NR y GS fueron medidas en el sitio de Arribefios a los 7
dias post-antesis, ya que fue el momento donde se evidencié el mayor efecto de los
tratamientos sobre las variables asociadas a la asimilacion y distribucion del N en la planta
(incremento de proteina foliar y exportacién de aminoacidos en floema). Se selecciono el
sitio de Arribefios ya que fue donde se observé que el cultivo no presentaba deficiencias
nutricionales, situacion en la que se recomienda la fertilizacion foliar y ésta practica permitié
alcanzar los niveles de proteina requeridos por la industria. La actividad de GS fue afectada
por el tratamiento (p=0,04). N40f incrementd significativamente la actividad de GS, mientras
que N20f no se diferencié del Control (Figura 4.10). La actividad especifica por unidad de
proteina, los tratamientos no se diferenciaron entre si (datos no mostrados). Por lo tanto, el
aumento de la actividad parece estar relacionado con el aumento de proteinas generado por
la fertilizacion foliar. Por otro lado, la actividad de NR no fue afectada por la fertilizacion
foliar en ninguna de las dosis (Figura 4.10).
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Figura 4.10: Actividad de la NR y GS para el sitio de Arribefios a los 7 dias post-antesis. *indica
diferencias significativas, contraste respecto al Control (p<0,05).

La expresion de la isoforma GS1_1 aumentd significativamente con la dosis menor
(N20f), mientras que la dosis mas alta (N40f) no tuvo efecto, ambas dosis se diferenciaron
significativamente entre si (Figura 4.11; Cuadro 4.5). Por otro lado, las otras isoformas,
GS1 2 y GS2 aumentaron con el tratamiento N20f y solo GS2 para N40f, mientras que
GS1_2 tendidé a aumentar (p<0,1).

Cuadro 4.5: ANOVA y contrastes para la expresién génica de las isoformas de GS y trasportadores
de aminodcidos a los 7 dias post-antesis.

Efecto GS1 1 GS12 GS2 AAP6 AAP7 SAG127d SAG1221d
Trat. <0,01 0,09 0,16 0,03 0,31 <0,01 0,24
C vs N20f 0,02 0,02 0,04 <0,01 0,18 0,01 0,24
C vs N40f 0,50 0,05 0,03 0,03 0,02 0,30 0,18
N20f vs N40f  <0,01 0,73 0,97 0,34 0,26 <0,01 0,62

La expresion de los trasportadores de aminoacidos evaluados aumentd por la
fertilizacion foliar. La expresion del gen de la enzima AAP6 aumentd significativamente
debido a la fertilizacion en antesis sin diferencias entre las dosis aplicadas. Por otro lado, la
expresion del gen de AAP7 s6lo aumentd con la mayor dosis de N (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Expresion de los genes para isoformas de GS (GS1_1, GS1 2 Y GS2) y trasportadores
de aminodcidos (AAP6 y AAP7) del sitio Arribefios a los 7 dias post-antesis.
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Finalmente se analizd la expresion génica de la proteasa SAG12, a los 7 y 21 dias
post-antesis. A los 7 dias post-antesis, la dosis de 20 kg N ha incrementd la expresion de la
proteasa, mientras que la dosis de 40 kg N ha* no tuvo efecto respecto al Control (Figura
4.12). A los 21 dias aumentd la expresion con respecto a los 7 dias post-antesis, sin
diferencias entre tratamientos.
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Figura 4.12: Expresién de los genes de la proteasa SAG 12 en Arribefios a los 7 y 21 dias post-
antesis.

4.4 DISCUSION

4.4.1 Caracterizacion de los cultivos en funcion de su estado nutricional y efecto de la
fertilizacion en antesis sobre variables agronémicas.

Al igual que el resto de la red experimental analizada en esta tesis, los sitios bajo
estudio en el presente capitulo mostraron marcadas diferencias en cuanto a la disponibilidad
de N y el manejo del cultivo. En 25 de mayo el crecimiento pre-antesis del tratamiento
Control estuvo limitado por la disponibilidad de N, mientras que los otros sitios no
presentaron restricciones al crecimiento atribuidas a la disponibilidad de N pre-antesis
(Figura 4.1). En Junin se observé una limitacion por S, que afect6 la respuesta del cultivo al
agregado de N. Se asume que el S fue deficiente ya que, en el mismo sitio, en un ensayo
realizado simultaneamente donde se agregd S (150 ha® de S + 15 kg ha'® de S), se incrementd
significativamente el rendimiento frente al tratamiento que solo recibié N. Esta observacion
descarta la hipétesis de la limitacion hidrica, ya que la disponibilidad de agua permitié que
el cultivo que recibié N+S tenga un crecimiento mayor al tratamiento N150. La disminucion
del rendimiento del tratamiento N150 respecto al Control se atribuye a que la limitacién en
la disponibilidad de S fue agravada por el agregado de N (desbalance nutricional). La
disminucion del rendimiento frente a un agregado de N en cultivos deficientes de S ha sido
reportada previamente en cultivos como colza (Malhi & Gill, 2007). Se atribuye esta caida
en el rendimiento a una menor provision de S hacia los érganos en crecimiento cerca del
periodo critico, debido a la imposibilidad del cultivo de removilizarlo. En cebada se
determind que la planta no aumenta la movilizacion de S hacia las hojas jévenes, cuando las
plantas crecen en deficiencia de este nutriente (Adiputra & Anderson, 1995). Se observo, en
cultivos de soja, que la limitacion de S no inicia el proceso de removilizacion de S organico
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hacia los 6rganos en crecimiento a menos que ocurra simultaneamente una deficiencia de N
que active el proceso de proteolisis y por lo tanto produzca removilizacion de S (Adiputra &
Anderson, 1995). En funcién de lo reportado previamente, es esperable que la removilizacion
de S sea menos eficiente en las plantas que recibieron N (tratamiento N150) respecto al
tratamiento Control, por lo que sufrirdn una deficiencia de S mas marcada en el periodo
critico. Por otro lado, el contenido de N en la biomasa aérea estuvo limitada por la
disponibilidad de N en los 3 sitios, aunque las magnitudes de incremento frente al agregado
de N (N150) fueron diferentes. EI mayor incremento se observo en Junin donde la biomasa
no aumento por el agregado de N, debido a la deficiencia de S previamente descripta (Figura
4.2) y, por lo tanto, no se diluy6 el N absorbido.

A cosecha final la disponibilidad de N en el tratamiento Control limito la proteina en
los 3 sitios. Respecto al rendimiento, solo en 25 de mayo la disponibilidad de N fue limitante,
debido al menor crecimiento pre-antesis, tal como se describié previamente (Capitulo 2
Figura 2.2), por lo que fue el sitio mas deficiente de N. En Arribefios la fertilizacion del
productor fue suficiente para lograr el rendimiento potencial pero no permiti6 alcanzar el
nivel adecuado de proteina, por lo tanto, la disponibilidad de N resulté insuficiente, aunque
en menor medida que en 25 de mayo. Por su parte en Junin el rendimiento disminuy6 frente
al agregado de N, debido al agravamiento de la deficiencia de S, aunque generd un importante
incremento en el contenido de proteina, hasta niveles superiores a los requeridos (Figura 4.2).
La aplicacion foliar, en ambas dosis probadas, no afectd el rendimiento (Figura 4.3), ya que
se realizé después del periodo critico y, en los tres sitios analizados, no afecto la tasa de
crecimiento del cultivo en post-antesis, respecto al Control (Figura 4.4). La aplicacion foliar
de N, en ambas dosis ensayadas, incrementd la proteina en grano (Figura 4.3), corroborando
que es una estrategia adecuada para mejorar la calidad del grano. A pesar que, a nivel general,
no se observé una interaccion entre la respuesta y el status nutricional del cultivo (Capitulo
2; Figura 2.20d), particularmente se observo que el sitio méas limitado de N (25 de mayo), fue
el que mostré menor incremento relativo respecto a los sitios de Arribefios y Junin, donde el
crecimiento del cultivo no estuvo restringido por N (Figura 4.3). No se observaron diferencias
entre las dosis aplicadas (Cuadro 4.2), por lo tanto, la dosis de 20 kg N ha® parece ser mas
conveniente desde el punto de vista productivo. Este resultado coincide con observaciones
previas (Ma et al., 2006), quienes determinaron que aplicaciones post-antesis de dosis altas
de N (40 kg hatigual a la usada en la presente tesis), no resultaron eficientes para aumentar
la cantidad de N en grano. Por lo tanto, bajo limitaciones importantes de N, estas deben
corregirse mediante una fertilizacion basal y, de ser necesario, una aplicacion foliar para
corregir la proteina si se espera que sea baja, segun lo sugerido por Gooding & Davies (1992).
La fertilizacion tardia, en ambos tratamientos, al igual que lo observado en el capitulo 2, no
disminuyd la eficiencia de removilizacion del N almacenado ya que no incremento la
cantidad de N remanente en el rastrojo (Cuadro 4.2).

4.4.2 Particion del N en planta y efecto sobre la senescencia foliar

El N aplicado se distribuyé en las diferentes fracciones nitrogenadas de la hoja, la
respuesta vario en funcion del estado nutricional de cada sitio. El contenido de clorofila y
proteinas solubles se incremento en 25 de mayo y Arribefios, siendo el cultivo mas deficiente
de N (25 de mayo) el que presentd los mayores aumentos (Figura 4.5). En Junin en cambio,
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no se observo respuesta, probablemente debido a que la sintesis de proteinas esta limitada en
plantas con deficiencia de S como fue reportado previamente (Pedersen et al., 1998;
Nikiforova et al., 2004). Asimismo, este sitio tuvo los valores de aminoacidos en floema mas
altos (Figura 4.7), lo que sugiere que el cultivo absorbié el N aplicado y al no poder
incorporarlo a proteinas quedd disponible para ser exportado. Esta observacion que refuerza
la hipdtesis de la limitacion a la sintesis proteica frente a deficiencias de S.

La aplicacion foliar de N no modifico la tasa de disminucion de la clorofila (Figura
4.5), por lo que no atraso el inicio de la senescencia. La clorofila es una de las primeras
moléculas en ser degradadas al inicio de la senescencia foliar y es un indicador del avance
del proceso (Gregersen et al., 2008). Un atraso en la senescencia seria indeseable desde el
punto de vista productivo, ya que disminuiria la removilizacion de N desde los tejidos fuente
a los granos, que se produce durante este proceso (Wingler et al., 2006) y, por lo tanto, el
aprovechamiento del N almacenado previo a antesis. Ademas de la disminucion de la
clorofila, en los tratamientos que recibieron N foliar se incremento la tasa de disminucion de
las proteinas foliares (Cuadro 4.4; Figura 4.5), indicando un aumento en velocidad de
senescencia (Gan & Amasino, 1997; Martinez et al., 2008). Esta mayor tasa de disminucion
de las proteinas foliares se relacion6 a un aumento de la expresion de la proteasa cisteinica
SAG12, aceptada como indicador de la senescencia foliar (Chauhan et al., 2009; Avice &
Etienne, 2012; Roberts et al., 2012), que se incrementd a los 7 dias después de la aplicacion
foliar (Figura 4.12). Los resultados observados indicarian que la aplicacidn en antesis no solo
no atrasa la senescencia foliar, sino que estaria induciendo la degradacion de las proteinas de
reserva, lo que permitiria explicar el motivo por el cual la ERN no disminuye tras la
fertilizacion en antesis, como se observd en la red (Capitulo 2; Cuadro 2.3).

La aplicacion de N en antesis también incrementd el contenido de amino&cidos en
hojas a los 7 dias post-antesis, con un marcado efecto de sitio. El sitio de mayor crecimiento
(Arribefios), presentd los valores mas bajos para todos los tratamientos (Figura 4.6),
probablemente debido a su mayor capacidad de asimilar el N aplicado a proteinas y, ademas,
una mayor biomasa aérea que generd una dilucion del N absorbido. La fertilizacion foliar
también incrementd el contenido de nitrato libre en hoja en los 3 sitios en magnitud variable
entre sitios y tratamientos. A diferencia del resto de las variables bioquimicas, se observo un
efecto de dosis, N40Of se diferencié de N20f en 2 de los sitios. Cuando el cultivo tuvo mayor
biomasa (Arribefios), la cantidad de nitrato fue menor, probablemente debido a la mayor
asimilacion hacia formas organicas observada (Cuadro 4.3; Figura 4.6). Como la actividad
de NR permanecid constante en todos los tratamientos, podemos suponer que el aumento del
contenido de nitrato no se debi6 a una caida en su actividad (Figura 4.10) y, por lo tanto, no
disminuyd la asimilacion del nitrato absorbido desde el suelo. El incremento de nitrato libre
en hoja observado podria asociarse entonces a una sustitucion de la fuente de N, donde el N
absorbido via foliar reemplaza al nitrato absorbido desde el suelo.

El contenido proteico en grano se correlaciono al contenido de aminoacidos y nitrato
en hoja a los 7 dias post-antesis, mientras que no tuvo relacion con la proteina foliar ni la
clorofila (Figura 4.8). La correlacion positiva con el contenido de nitrato sugiere la
posibilidad de que las plantas que tuvieron una oferta de N en forma de amonio (producto
directo de la urea aplicada), durante el llenado no necesitaron reducir el nitrato absorbido del
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suelo. Dado que el amonio puede ser incorporado directamente a proteinas, por lo que se
requiere un paso menos de reduccion con respecto al nitrato absorbido del suelo, pudieron
haber causado una acumulacion de este Gltimo, probablemente en vacuolas, apoyando la
hipotesis del efecto de sustitucion de la fuente de N. La débil relacion observada entre el
contenido de aminoacidos en hoja y la proteina en grano podria deberse al hecho que el
aumento en el contenido de aminoacidos fue de caracter transitorio, ya que a partir de los 7
dias post-antesis practicamente no hubo diferencias. Por otro lado, la falta de correlacién
observada entre la proteina en grano y el contenido tanto de proteinas foliares como de
clorofila puede ser debida a que la magnitud del incremento de ambas formas de N fue
relativamente pequefio y transitorio.

4.4.3 Efecto de la fertilizacion foliar sobre la exportacion de aminoécidos y la expresion
de GSy trasportadores de aminoacidos

El aumento en la actividad y expresion génica de las tres isoformas de GS, una enzima
clave en el proceso de asimilacion del amonio y en el metabolismo del N en general (Bernard
& Habash, 2009; Zhang et al., 2017), por efecto del agregado de N, indico una regulacién
positiva. La mayor dosis de N incremento la actividad de GS a nivel global, posiblemente
debido a la mayor disponibilidad de N para ser asimilado a aminoacidos (Figura 4.12). En
trabajos anteriores, en cdmara de cultivo, con aplicaciones de N en antesis, similares a las
realizadas en este trabajo, también se observaron incrementos de la actividad de GS (Moller
et al., 2009). Los resultados observados en el presente trabajo permiten corroborar a campo
resultados obtenidos en condiciones controladas. Los incrementos en camara, previamente
reportados, fueron de mayor magnitud que los observados en el presente trabajo,
probablemente debido a que las deficiencias nitrogenadas de los cultivos del tratamiento
Control a campo, fueron menos severas que las deficiencias logradas en camaras de cultivo.
En cuanto a la expresion de las diferentes isoformas (Figura 4.11), pudimos observar que
tanto GS2 como GS1_2, ambas isoformas relacionadas con la asimilacion directa del N en
cebada (Bernard & Habash, 2009), se vieron inducidas, en diferente magnitud, con ambas
dosis de fertilizante. Para el caso de GS1_1 solo N20f increment6 la expresion a los 7 dias
post-antesis, mientras que N40f no se diferencié del Control (Figura 4.11). Este resultado
podria estar sugiriendo que, para este gen, el aumento de la expresion frente a un incremento
en la oferta de N es de caracter temporario (que solo es factible de ser visualizado dentro de
los primeros 7 dias posteriores a la primera aplicacion). El aumento en la actividad observado
sugiere que se indujo previamente la expresion del gen.

La aplicacién foliar de N incremento significativamente la tasa de exportacion de
aminoacidos via floema a los 7 dias post-antesis, mientras que a partir de los 14 dias se diluyo
el efecto, salvo en Arribefios (Figura 4.7). La tasa de movilizacion, esta determinada por los
aminoacidos provenientes tanto de la asimilacion del N absorbido via foliar, como de la
removilizacion del N absorbido pre-antesis, ya que la aplicacion de N no afect6 la ERN. La
movilizacion a los 7 dias post-antesis fue dependiente del sitio, donde Junin tuvo una
movilizacién mayor que los otros sitios, probablemente asociado a una menor sintesis de
proteina en hoja y, por lo tanto, mayor disponibilidad de aminoacidos para ser exportados.
La movilizacion de aminoacidos fue similar entre ambos tratamientos fertilizados, es posible
que en el tratamiento N40f, la primera dosis haya generado un aumento de la movilizacion
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alrededor de antesis que se diluyo con el tiempo y no fue detectado posteriormente, ya que
el efecto se observd principalmente a los 7 dias de aplicado. La tasa de movilizacion
instantanea no estuvo asociada a la proteina en grano, sin embargo, la exportacion total de
aminoacidos entre los 7 y 21 dias post-antesis, que determina el aporte de N via floema a lo
largo de ese periodo de llenado estuvo significativamente asociada a la proteina en grano
(Figura 4.9). Esta observacion indica que el aporte de N desde los 6rganos vegetativos es la
principal fuente de N para el grano, como fue observado previamente (Dalling et al., 1976;
Hirel et al., 2007; Habash et al., 2007; Bieker & Zentgraph, 2013) y apoya la teoria de que el
contenido proteico en cereales es frecuentemente limitado por la fuente de N (Jenner et al.,
1991). Por lo tanto, no solo la tasa de exudacion, sino también la velocidad con que dicha
tasa decae en el tiempo determinan la cantidad de aminoacidos que recibe el grano en
formacion durante el llenado. De esta forma, las condiciones que permitan mantener una
mayor tasa de exudacién en el llenado favoreceran el aporte de N al grano.

El aumento de la expresion de las isoformas citosélicas de GS1 (Figura 4.11) podria
explicar en parte la mayor tasa de exudacion de aminoécidos observada a los 7 dias post-
antesis, ya que trabajos anteriores sugieren que dichas isoformas juegan un rol importante en
la regulacion de la removilizacion y transporte de N en trigo (Bernard & Habash, 2009;
Caputo et al., 2009). Se observo que la actividad de esta enzima esté asociada a la eficiencia
de removilizacion de N en trigo (Li et al., 2011; Zhang et al., 2017). Asimismo, este aumento
de la exudacion a los 7 dias también podria estar relacionada con el aumento de la expresion
de los genes AAP6 y AAP7 (Figura 4.11). Estos genes, que codifican para trasportadores de
aminoéacidos, de la familia de las aminoacido permeasas, que en trabajos anteriores se han
reportado como posibles candidatos a mediar el transporte de amino&cidos via floema desde
los tejidos fuente a los destino (Kohl et al., 2012; Tegeder & Rentsch, 2010, Veliz, 2017). La
alta eficiencia con que el N absorbido via foliar se incorporé al grano parece estar relacionada
con el incremento de actividad de GS, el aumento de la expresidn de sus isoformas (Zhang
et al., 2017) y la mayor expresion de los genes que codifican los trasportadores de
aminoacidos AAP6 y AAP7.

4.5 CONCLUSIONES

La fertilizacion foliar en antesis incrementd todas las fracciones nitrogenadas
analizadas en hoja: aminoacidos y nitrato aumentaron en todos los sitios, mientras que
proteinas y clorofila aumentaron, solo en los casos donde el S no fue limitante.

La primera hipotesis planteada “La aplicacion de N en antesis producira un aumento,
en estados tempranos del llenado, de la movilizacion via floema de aminoacidos provenientes
de la asimilacion del N aplicado, hacia el grano”, fue aceptada. La cantidad de aminoacidos
movilizados via floema se incremento en los tratamientos que recibieron N foliar a los 7 dias
post-antesis y luego se diluyo. La mayor movilizacion de N via floema debida a la aplicacion
foliar, se debid a un incremento de la magnitud de la fuente de N, constituida por proteinas
foliares y clorofila, y a un incremento de la tasa de disminucion de las mismas, lo que indica
una mayor degradacion, manteniendo la removilizacién de N acumulado pre-antesis. El
incremento de la degradacion de proteinas y de la expresion de la proteasa SAG12 a los 7
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dias, indica que no solo no se retraso el inicio de la senescencia foliar, sino pudo haberse
inducido frente a un incremento en los pooles de N orgénico en el periodo post-antesis.

En funcion de estos resultados, se rechaza la segunda hipdtesis planteada “La
asimilacion del N incorporado en antesis producira un retraso del inicio de la senescencia
que redundara en un retraso del inicio de la removilizacion del N almacenado pre-antesis”.
Este mayor aporte, cuantificado como la integral de la tasa de exportacion, fue la variable
que mejor explico el contenido final de proteina en el grano. EI mayor aporte de N orgénico
via floema al grano se asocié a una mayor actividad y expresion génica de GS, confirmando
observaciones de trabajos previos que indican que esta enzima resulta clave en el
metabolismo de N y la productividad. La mayor movilizacion de N se relaciond a un
incremento en la expresion génica de transportadores de amino&cidos.

El mecanismo descripto permitié comprender el efecto de la aplicacion foliar en dosis
de 20 y 40 kg de N ha, sobre el contenido proteico. Los efectos fueron similares entre las
dosis evaluadas, por lo tanto, la aplicacion de 20 kg de N ha™ parece ser suficiente para
mejorar la calidad maltera. En funcion de los efectos sobre las variables agronémicas
estudiadas, cuando el cultivo sufra limitaciones importantes de N, deberia considerarse una
fertilizacion basal, para corregir las deficiencias y lograr el potencial de rendimiento y
maximizar la eficiencia de la aplicacion foliar como método de manejo de la calidad de grano
ya que aumentar la dosis de N aplicado en etapas tardias parece ser poco efectivo.
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5.1 Analisis de objetivos, hipdtesis, principales resultados y relacidn entre los capitulos
de la tesis.

En funcion de la problematica actual, planteada y discutida en el Capitulo 1, una de
las alternativas tecnoldgicas propuesta es la aplicacion de N en antesis, para corregir el
contenido proteico de los granos. Si bien existia informacion disponible acerca del efecto de
esta practica, no se encontr6 una metodologia ajustada para predecir la necesidad de
aplicacion y estimar su respuesta. Trabajos previos lograron buenas estimaciones, tanto del
rendimiento como de la proteina, utilizando sensores remotos, aunque en general la
informacion provenia de pocos sitios experimentales, en situaciones de baja variabilidad
ambiental y de manejo de los cultivos. Asimismo, era escasa la informacion acerca del efecto
que tiene la aplicacion tardia de N sobre la removilizacion del mismo, particularmente en
situaciones de campo. Esta tesis se propuso para un estudio del efecto de esta practica a nivel
productivo, en varios sitios experimentales durante 3 campafas, por lo que se logré una
amplia variabilidad, tanto en la disponibilidad de N, como en las condiciones ambientales y
de manejo de los cultivos. Esta tesis esta basada en tres hilos principales, el estudio del efecto
de la aplicacion foliar de N sobre la proteina en grano, la estimacion de la necesidad de
fertilizacion y el estudio del mecanismo de asimilacion y la regulacion de la removilizacion.

El primer objetivo “Determinar el efecto de la aplicacion de N en antesis sobre la
proteina y el calibre de los granos en cebada y la removilizacion de N al grano” fue abordado
en el Capitulo 2. Se determin6 que, mediante la aplicacion foliar de N se incrementd el
contenido proteico en grano en promedio 0,67 puntos porcentuales, representando 0,0335
puntos por kg de N aplicado. La proteina en el tratamiento N20f se relacion6 a la proteina
del Control, los sitios de baja proteina, tuvieron una mayor respuesta (Figura 2.20a). La
respuesta no se asocio al estado nutricional del cultivo ni a la disponibilidad de N del suelo
al momento de la aplicacién, por lo que no se pudo estimar al momento de la aplicacion
mediante variables de cultivo y/o de sitio. Se puede inferir que el incremento de proteina por
la aplicacién foliar serda mayor cuando se espera que el cultivo tenga bajo nivel de proteina y
en aquellos cultivos que tengan menor crecimiento pre-antesis independiente de su
disponibilidad de N o estado de nutricion nitrogenada. Asimismo, no se afecto el rendimiento
ni el calibre del grano (Cuadro 2.2).

Si bien se determind que la fertilizacion foliar increment6 la proteina, desde el punto
de vista productivo, es necesario determinar situaciones donde ésta sera deficiente y, por lo
tanto, recomendar esta practica. Para ello se planted el objetivo especifico “Predecir la
necesidad de fertilizaciébn complementaria mediante evaluaciones del estado nutricional del
cultivo en antesis usando mediciones directas e indirectas (sensores remotos). Identificar
variables de suelo o cultivo que puedan complementar los indices espectrales y permitan
diagnosticar la necesidad de aplicacion de N”. En funcion de este objetivo se ajustaron varias
relaciones, entre mediciones directas del cultivo en antesis y la proteina, donde se establecid
que el contenido de N en planta (Figura 2.15a) y los indices de Nutricion Nitrogenada (INN),
calculados con curvas de dilucion (Figuras 2.17a y 2.17b), fueron las principales variables
en antesis relacionadas a la proteina del grano a cosecha. Cuando se intento evaluar el estado
nutricional del cultivo mediante el calculo de INN basados en curvas de dilucion criticas
reportadas previamente para cebada (Justes et al., 1994; Zhao, 2014), se observé que ambas
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subestimaron en gran medida el estado nutricional del cultivo, por lo que no parecen
representar adecuadamente a los cultivos de cebada actuales. Por este motivo, se elabord una
curva de dilucion (Figura 2.9a), tomando de referencia los cultivos bien provistos de N para
probarla como herramienta de diagnostico de la nutricion nitrogenada. Si bien no se puede
afirmar que es una curva de dilucidn critica, ya que el disefio de los experimentos de esta
Tesis no permite establecer el contenido critico de N en cada sitio experimental, puede ser
considerada una primera aproximacion.

Se determind también que la relacion entre el contenido de N en planta en antesis y
la proteina en el grano a cosecha depende de la proporcion de N del grano que proviene de
la removilizacion (Figuras 2.16a y 2.16b), que se relaciono inversamente a la oferta de N en
post-antesis (Figura 2.12d). Es decir, en los sitios donde la oferta de N del suelo fue menor,
la removilizacion de N resultd la principal fuente de N de los granos y hubo una estrecha
relacion entre el estado nutricional del cultivo en antesis y la proteina en los granos a cosecha.
Es asi como se aceptd la hipodtesis propuesta que afirmaba que “La relacion entre el estado
nutricional del cultivo en antesis y el contenido de proteina en el grano a cosecha depende de
la proporcion de N del grano que proviene de la removilizacién, y de las condiciones
ambientales durante el llenado de grano”. Sin embargo, no se lograron identificar
caracteristicas del suelo asociadas a estos sitios con baja oferta de N durante el llenado. Sélo
se evalud el contenido de N como nitrato en antesis, pero éste no es la unica fuente de N para
el cultivo durante el llenado. La determinacion de algun indice asociado a la capacidad de
mineralizacion de N del suelo (e.g. mediante una incubacion) quizas permita identificar
suelos donde su baja oferta de N haga al cultivo mas dependiente de la removilizacién de N.
De esta manera seria mas predecible el contenido de proteina en los granos evaluando del
estado nutricional del cultivo en antesis. Integrando el INN en antesis con la humedad del
suelo en antesis y las temperaturas maximas durante el llenado, superiores a 29 °C, en un
modelo de regresién multiple se logré una mejor estimacién de la proteina (Ecuacion 2.1).
Por otro lado, la aplicacion foliar no afect6 la removilizacion del N acumulado en pre-antesis,
contrariamente al efecto de la fertilizacion temprana con altas dosis de N (Cuadro 2.3).

Si bien el status nitrogenado del cultivo, evaluado por el contenido de N y los INN,
permitieron realizar una estimacion de la proteina en antesis, las mediciones de ambas
variables (i.e. biomasa aérea y contenido de N), a nivel productivo pueden resultar lentas y
engorrosas. En funcion de desarrollar una tecnologia sencilla para estimar la proteina en
grano, en el Capitulo 3 se ajustaron indices espectrales a partir de la reflectancia medida en
antesis y modelos basados en dichos indices para predecir la proteina (Figura 3.9; Ecuacion
3.3), que permitieron una rapida, aungue menos precisa, estimacion de la nutricion
nitrogenada. Varios indices reportados previamente como estimadores de proteina se
relacionaron débilmente (REIP) o no se relacionaron (TCARI, MCARI, SR), por lo que se
exploraron nuevos indices en funcion del sensor multiespectral usado. Esta falta de relacion
observada en la red con indices que fueron reportados como estimadores de la proteina se
puede atribuir a que en la mayoria de los trabajos donde observaron una relacion con la
proteina, la variabilidad en el contenido de N en el cultivo se realiz6 mediante el agregado
de N en varias dosis. En estos casos, las dosis de N no s6lo cambian el contenido de N, sino
también la acumulacion de biomasa y de N absorbido en planta. Por lo tanto, un indice que
se relacione con la biomasa y/o con el N absorbido, puede aparecer como relacionado con el
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contenido de N del cultivo, ya que ambas variables cambian simultaneamente. Por lo tanto,
los indices deben estar relacionados directamente al contenido de N en la biomasa area para
poder estimar el estado nutricional en cultivos que son muy distintos al momento de la
medicién, como los analizados en la presente Tesis. La reflectancia en la banda de 1080 nm
(R1os0, NIR) medida sobre el cultivo en antesis se relaciond con la proteina de los granos a
cosecha. Su combinacion con Rzz (borde rojo) formando parte de indices (i.e. cocientes o
diferencias normalizadas) permitieron una mejor estimacion, aunque la precision fue baja
con todos los indices probados (Cuadros 3.5 y 3.6). Esta baja precision en la estimacion se
debid a que los principales estimadores de la proteina al momento de antesis (i.e. contenido
de N e INN) tuvieron una débil relacién con los indices (Cuadros 3.2 y 3.3; Figuras 3.3 y
3.5). Al igual que en el caso de la medicion directa, la precision de la estimacion estuvo
relacionada a la contribucion de la removilizacion (Figuras 3.9a y 3.9b). A diferencia de la
proteina, el rendimiento se pudo estimar con alta precision mediante indices medidos en
antesis (Ecuacion 3.1). A partir de esta estimacion del rendimiento y la relacion entre el N
disponible por unidad de rendimiento y la proteina observada en el Capitulo 2 de esta tesis
(Figura 2.15c), con el N disponible y el rendimiento estimado se logré una aceptable
estimacion de la proteina (Figura 3.10a). Se establecio que se debe disponer de al menos 25,5
kg de N por Mg de rendimiento estimado para obtener un 10% de proteina, si la
disponibilidad fuera menor, seria recomendable una aplicacion en antesis para corregir la
baja proteina.

El segundo objetivo general “Determinar el mecanismo por el cual el N aplicado en
antesis es movilizado durante el llenado, su efecto sobre la regulacion de la removilizacién
de N de las hojas hacia los granos, y su relacion con el contenido de proteinas establecido en
los granos”, fue abordado en el Capitulo 4. El estudio realizado, a nivel de las diferentes
fracciones nitrogenadas en la planta, permitié comprender la manera en que el N absorbido
via foliar se moviliz6 hacia los granos para explicar el incremento de proteina en grano. El
N absorbido a partir de la aplicacion foliar aumento las fracciones nitrogenadas de la hoja
(Figuras 4.5 y 4.6), el efecto fue variable entre sitios debido a limitaciones nutricionales.
Cuando el cultivo no tuvo deficiencia de S, se incrementaron todas las fracciones, sin
embargo, bajo deficiencia de S, sélo se incremento el contenido de aminoacidos y nitrato sin
aumentar el contenido de proteina ni de clorofila (Figura 4.5). La deficiencia de S modifico
la respuesta a la aplicacion foliar en cuanto a las variables bioguimicas, sin embargo, no
limito6 el incremento de la proteina en grano ni deprimid el rendimiento como si ocurrié con
la aplicacion inicial de N en alta dosis (Figura 4.2). La deficiencia de N, observada en el sitio
de 25 de mayo (Figura 4.2), tampoco condiciond la respuesta a la aplicaciéon foliar. La
aplicacion de una mayor dosis de N, en algunos casos incrementd ciertas fracciones
nitrogenadas en hoja, aunque no se tradujo en un incremento de la proteina en el grano, por
lo que parece existir algin mecanismo limitante a la sintesis de proteina a nivel del grano. En
este Capitulo se establecieron las relaciones entre las distintas fracciones nitrogenadas en las
hojas a los 7 dias post-antesis y la proteina en grano. El contenido de nitrato y, en menor
medida, el contenido de aminoacidos, se relacionaron a la proteina en grano (Figura 4.8). No
obstante, la variable que permitié explicar en mayor medida la proteina en grano fue el total
de los aminoacidos exportados via floema al grano, calculado como la integral de la funcién
de exportacion entre los 7 y 21 dias post antesis (Figura 4.9). De esta forma, se aceptd la
primera hipdtesis asociada que afirmaba que “La aplicacion de N en antesis producird un
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aumento en estadios tempranos del llenado de la movilizacion via floema de N, en forma de
amino&cidos, al grano, provenientes de la asimilacion del N aplicado”. Esta mayor
movilizacién se relacion6 a una mayor actividad y expresion de la enzima Glutamina
Sintetasa (GS), (Figura 4.12) y de dos trasportadores de aminoacidos (Figura 4.13).

Respecto al efecto de la aplicacion foliar sobre la regulacién de la removilizacion de
N al grano, la hipdtesis planteada “La asimilacion del N incorporado en antesis producira un
retraso del inicio de la senescencia que redundara en un retraso del inicio de la removilizacion
del N almacenado pre-antesis” fue refutada. La aplicacion foliar no retraso el inicio de la
senescencia, estimado a través de la tasa de disminucion de la clorofila y el nivel de expresion
del gen marcador de senescencia SAG12 vy, por el contrario, aumentd la tasa de disminucion
de las proteinas foliares (Figura 4.7). Por lo tanto, el incremento del contenido de proteinas
foliares no reprimiria su degradacion, ni retrasaria la senescencia foliar. En funcion de lo
observado a nivel bioquimico y molecular (Capitulo 4), se pudo determinar el mecanismo de
aporte de N al grano, que explico la respuesta, en términos de proteina en grano frente a la
fertilizacion foliar, observada en la red. Ademas, en este capitulo, se evalud el efecto de un
incremento de la dosis de N (40 kg ha*) y se determind que, si bien aumento el contenido de
las diferentes fracciones nitrogenadas en la planta, este incremento de dosis no se tradujo en
un aumento de la proteina del grano.

A nivel general se cumplieron los objetivos previstos para la presente tesis, la red
tuvo una amplia variabilidad, en condiciones ambientales y tecnologias de manejo de los
cultivos, que permitié evaluar la practica de fertilizacion foliar para la correccion de la
proteina sobre cultivos comerciales. Si bien los modelos generados en esta tesis no pudieron
ser validados con datos independientes, permitieron un avance en la comprension del efecto
de la aplicacion foliar. Esta tesis presenta un avance respecto a la estimacion del contenido
de proteina en grano ya que, en general, en la bibliografia se encuentran resultados o modelos
obtenidos en condiciones de poca variabilidad, que son poco representativas de las
condiciones a nivel de produccién. Ademas, en el estudio a nivel bioguimico y molecular
llevado a cabo se pudo avanzar en la compresion del proceso de removilizacion en
condiciones de campo.

5.2 Aportes originales

Avance en la comprension de la asimilacion del N aplicado via foliar: Se
determin6 que el N absorbido via foliar se asimila en las fracciones organicas de N en hoja
(proteina, clorofila y aminoacidos), debido a un incremento en la actividad y expresién génica
de la enzima GS y, por lo tanto, se incrementa la reserva de N (proteina, clorofila). Ademas,
se determind que, si existe otra limitacién, como la deficiencia de S, no se incrementa la
sintesis de proteinas y se asimila s6lo a aminoacidos. Este incremento del contenido de nitrato
en hoja observado podria deberse a una sustitucion de la fuente de N; ya que la aplicacién
foliar no redujo la actividad asimilatoria del nitrato absorbido del suelo, evaluada a través de
la actividad de la Nitrato Reductasa (NR). La mayor magnitud de las reservas y su mas rapida
disminucion, indicando una mas répida degradacion, aumentaron la exportacion de
aminoéacidos al grano, en todo el periodo de llenado, mediado por un incremento en la
expresion, en etapas tempranas, de los genes de los transportadores de aminoacidos (AAP6
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y AAP7), lo que explico el aumento de la proteina en los granos. El contenido de proteinas
foliares y de clorofila no se relacionaron al incremento de la proteina en el grano, por lo que
parece, que todas las fracciones nitrogenadas contribuyeron al aporte al grano, lo que explica
el efecto de la fertilizacion sobre la proteina en grano aun en los casos donde la sintesis de
proteinas foliares fue limitada por una deficiencia de otro nutriente como el S.

Comprension de la interaccion entre la aplicacion foliar y la removilizacion de
N: Se determing, a escala de cultivo, que la fertilizacion nitrogenada en antesis no afecté la
removilizacion del N almacenado pre-antesis (Cuadro 2.3). En el estudio a nivel bioquimico
y molecular, se determind que la mayor magnitud de las reservas de N en hoja no retraso el
inicio de la senescencia. Ademas, en los sitios donde se incrementd el contenido de proteinas
foliares y clorofila, aumentd la tasa de disminucion de las mismas, por lo que se infiere que
aumento su velocidad de degradacion. A consecuencia de la mayor tasa de disminucion, la
proteina en hoja al final del llenado fue similar al Control, por lo que la cantidad de N en
rastrojo no aumenta y la eficiencia de removilizacion no disminuyo.

Desarrollo de modelos explicativos de la proteina en grano: En esta tesis se desarrollaron
modelos que permitieron estimar y/o explicar la proteina de los granos, en situaciones de alta
variabilidad en cuanto a cultivo y condiciones ambientales. La proteina se estimd con una
serie de variables medidas en antesis, entre las que el INN calculado en base a una curva de
dilucion de referencia, tuvo la relacion méas robusta. A su vez, un modelo explicativo que
incluy6 el INN junto con la humedad del suelo en antesis y la suma térmica mayor a 29 °C
en los primeros 30 dias del llenado, permitieron explicar la proteina con una mayor precision
(Ecuacion 2.1). Se determino que la principal limitante a la prediccion fue la proporcion de
N gue aportd la removilizacion al grano, inversamente relacionada a la oferta de N en el suelo
en post-antesis, considerada como la cantidad de N-NOs disponible en antesis y la
mineralizacion aparente en el llenado.

Desarrollo y evaluacion de indices para estimar rendimiento y proteina a escala
regional con sensores remotos: Para estimar el rendimiento se establecié un modelo lineal
combinando varios indices (Ecuacion 3.1), que mejoré el ajuste respecto a indices
individuales. Este modelo, ademéas de estimar el rendimiento permitié estimar la proteina
conociendo el N disponible en el suelo al inicio del cultivo (Figura 3.10a). Otros modelos
para estimar la proteina en grano que incluyeron Gnicamente indices, como el cociente entre
el N absorbido final estimado por Mg de rendimiento estimado, disminuyeron la precision.
Debido a que los indices incluidos en el modelo, para estimar el rendimiento, no utilizaron
franjas de referencia serian mas practicos a nivel productivo que sistemas de prescripcion
que se utilizan actualmente donde es necesaria una parcela sin limitacion de N.

5.3 Propuestas para investigaciones futuras

Avanzar en la comprension del aporte de N del suelo en post-antesis: En esta tesis
se observo que la proporcién de N en el grano proveniente de removilizacidn, inversamente
relacionado al aporte de N durante el llenado, es el factor que condiciona la precision de la
estimacion de la proteina en antesis. La cantidad de nitrato disponible en antesis en el
tratamiento Control (condiciones standard de produccion), son muy bajos y no permitieron
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estimar el aporte del suelo al grano, por lo tanto, la oferta de N durante el llenado dependio
de la mineralizacién, aunque no se pudieron determinar los factores que regulan la magnitud
de este aporte. Determinaciones como el N mineralizado durante una incubacion anaerobica
podrian contribuir a estimar este aporte y mejorar la estimacion de la proteina.

Desarrollar y probar los modelos de prediccion obtenidos: A partir de mediciones
con sensores multiespectrales a escala de cultivos usando diferentes plataformas, como
drones o iméagenes satelitales. Con mediciones a nivel de lote se podrian definir ambientes
de altos rendimientos donde haya una alta probabilidad de obtener baja proteina o bien
estimar directamente el status nitrogenado y predecir situaciones de baja proteina y
recomendar una aplicacion variable del N foliar.

Calibrar una curva de dilucion critica de N para el cultivo de cebada: se
determiné que las curvas previamente reportadas en la literatura no representaron
adecuadamente el estado nutricional del cultivo en la zona de estudio.
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