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RESUMEN

Nitrogeno y azufre en cebada cervecera: efecto sobre las brechas de rendimiento y
calidad

El rendimiento y la calidad industrial de los granos define el éxito productivo de cebada
cervecera. Una gran proporcion de la calidad esta asociada a la cantidad de proteina que
poseen los granos y a su composicion. Las proteinas de reserva en cebada (denominadas
hordeinas) difieren en cuanto a su contenido de S, por lo que la calidad de los granos
estaria relacionada a su concentracion de Ny S, y por consiguiente, a su relacion N:S.
El objetivo de esta tesis fue determinar el efecto de la nutricion nitrogenada y azufrada
en el cultivo de cebada cervecera sobre: i- la brecha de rendimiento y proteina, ii- la
relacion entre absorcion, particidn, removilizacion y concentracion de Ny S en grano, y
iii- la calidad industrial de los granos. Para ello, se realizaron experimentos a campo y
se utilizd un modelo de simulacion agronémico. Los resultados obtenidos destacan la
relevancia de la limitacion nitrogenada sobre el rendimiento y la concentracion proteica
en grano. Para obtener una adecuada concentracidn proteica en grano el cultivo requirio
absorber una cantidad de N superior a la necesaria para maximizar el rendimiento en
grano. La concentracion de N en grano fue mas sensible a modificaciones en la
disponibilidad de este nutriente respecto a S, debido a una mayor particion de S hacia
rastrojo frente al incremento en su disponibilidad, comparado con N. La relacion N:S en
grano fue un indicador de la composicion proteica de los granos, comportandose los
principales indicadores de calidad industrial (extracto y friabilildad de malta) de manera
similar en granos clasificados en grupos de relacion N:S 'y de relacion de hordeinas B:C
similares. Si bien la economia interna del Ny S no comparten su dinamica,
condicionaron la brecha de rendimiento y la calidad de los granos en cebada cervecera.

Palabras claves: Hordeum vulgare L., nitrogeno, azufre, brecha de rendimiento en
grano, brecha de proteina, concentracidon de nutriente en grano, indice de cosecha de
nutriente, relacion N:S en grano, calidad maltera, extracto de malta
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ABSTRACT

Nitrogen and sulfur in malting barley: effect on yield gap, grain and malt quality

Barley grain quality for brewing is associated with both the amount of grain protein and
its composition. The storage proteins in barley (called hordeins) differ in terms of their
S content, so grain quality would be related to their N and S concentration and,
therefore, to their N:S ratio. The objective of this thesis was to determine the effect of
nitrogen and sulfur nutrition of malting barley on: i- the grain yield and protein gap, ii-
the relationship between N and S uptake, partitioning, remobilization and grain
concentration, and iii- malt quality. For this purpose, field experiments were carried out
and a crop simulation model was used. The obtained results highlight the importance of
nitrogen limitation on grain yield and grain protein concentration. To achieve adequate
grain protein concentration, the crop needed to uptake a higher amount of N than that
required to maximize grain yield. Grain N concentration was more sensitive to changes
in grain N availability (N uptake per unit grain yield) than S. This was due to a higher
partitioning of S to stover compared to N. Grain N:S stoichiometry was only modified
under high N and low S availability conditions. Grain N:S ratio was an adequate
indicator of grain protein composition, because the main industrial quality indicators
(malt extract and malt friability) showed similar behavior in grains classified in groups
of similar grain N:S ratio and B:C hordein ratio. Although the internal plant N and S
economies do not share their dynamics, they conditioned grain yield gap and grain
quality in malting barley.

Keywords: Hordeum vulgare L., nitrogen, sulfur, grain yield gap, protein gap, nutrient
grain concentration, nutrient harvest index, grain N:S ratio, malt quality, malt extract



CAPITULO 1. Introduccién general




1.1. Planteo del problema y revision de antecedentes

1.1.1. Cebada cervecera en la region pampeana: el rol del Ny el S

En la region Pampeana, la historica falta de reposicion de los nutrientes exportados con
las cosechas y la erosion condujeron a una disminucion en su disponibilidad en los
suelos (Sainz Rozas et al., 2013). En la actualidad, los nutrientes que mas
frecuentemente limitan la produccion de los cultivos de granos son el nitrogeno (N), el
tosforo (P) y el azufre (S). En el caso del Ny el P, las deficiencias se conocen desde
hace décadas (Lavado y Taboada, 2009). Las deficiencias de S se han convertido en una
limitante importante de la produccion agricola en diversas regiones del mundo debido a
la disminucién de los aportes atmosféricos (por una menor emision a la atmosfera desde
las industrias), su exportacion por cosechas en planteos agricolas, la disminucion del
contenido de materia organica de los suelos y al menor uso de fertilizantes nitrogenados
y fosforados que contienen S (Schnug y Haneklaus, 1998). En la region pampeana, a
fines de la década del '90 se registraron las primeras respuestas a la fertilizacion con este
nutriente en cultivos de granos (Rubio et al., 1996; Martinez y Cordone, 1998). Desde
entonces se han observado respuestas a la fertilizacion azufrada en cebada y otros
cultivos de granos en esta region (Gutiérrez Boem et al., 2007; Reussi Calvo et al,
2008; Salvagiotti y Miralles, 2008; Salvagiotti et al., 2012; Carciochi et al., 2016;
Prystupa et al., 2016).

La cebada cervecera se ha convertido en los tltimos afios en una alternativa de
creciente interés como cultivo de invierno dentro de region pampeana, presentando
rendimientos en grano medios iguales o superiores a los de trigo (Cossani et al., 2009).
Tanto la superficie sembrada como la produccion total del pais de este cultivo ha
aumentado notoriamente aproximadamente en 2010 y luego se estabilizo (Fig. 1.1.ay
b). A su vez, el rendimiento en grano medio nacional de cebada cervecera ha
incrementado con el tiempo, de manera que para el periodo comprendido entre 1990 y
2021 pueden distinguirse dos etapas en funcién del rendimiento promedio de cada una
de ellas: la primera etapa se encuentra ubicada entre 1990 y 2002, mientras que la
segunda comprende el periodo entre 2003 y 2021. El rendimiento en grano medio de la
segunda etapa fue un 49.2 % superior al de la primera etapa (i.e. 2372 y 3541 kg ha”,
para 1990-2002 y 2003-2021, respectivamente) (Fig. 1.1.¢). La tasa de incremento anual
del rendimiento en grano durante 2003 - 2021 fue de 47.6 kg ha' afio™, equivalente a un
incremento del 1.3 % respecto al rendimiento en grano medio de ese periodo de tiempo
(Fig. 1.1.c inserto). La mayor parte de la produccion nacional esta concentrada,
historicamente, en la provincia de Buenos Aires (i.e. mas del 80 % de la produccion
nacional desde 1997). El area promedio cultivada con cebada cervecera durante el
periodo 2008 a 2021 en la provincia de Buenos Aires represento un area equivalente al
51.2 % del area destinada a trigo (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2023).
Entre los factores que determinaron el aumento de la superficie sembrada con este
cultivo se destacan las mejoras en el sistema de produccion, condiciones comerciales
favorables, el mayor consumo local de cerveza, una mayor demanda internacional de
cebada y malta, y la menor duracion del ciclo de este cultivo en comparacion con trigo.
Esta menor duracion permite la implantacion mas temprana de soja de segunda,
mejorando su productividad (Calvifio et al., 2003) y su rentabilidad frente a la
alternativa trigo/soja (Tosi, 2013).
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Figura 1.1. Evolucion en el tiempo de a) la superficie sembrada, b) la produccion y ¢) el
rendimiento en grano medio para cebada cervecera en Argentina durante el periodo
1990 a 2021 y para el subperiodo 2003 a 2021 (inserto en ¢). En ¢) la linea discontinua
indica el punto de quiebre que separa los subperiodos de tiempo (i.e. afio 2002) y las
lineas rojas corresponden al rendimiento medio nacional de cada etapa (i.e. 2372 kg ha™
durante 1990-2002 y 3541 kg ha™ durante 2003-2021). El punto de quiebre se determind
utilizando el paquete strucchange en el software R (Zeileis et al., 2003). Fuente:
Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca (2023).

Para alcanzar el objetivo de alta productividad y calidad en cebada cervecera, es
necesaria una regulacion precisa de la concentracion proteica sin detrimento del
rendimiento en grano. En Argentina, el destino tradicional del cultivo de cebada es la
industria maltero-cervecera, en contraposicion a lo que ocurre a nivel mundial donde su
destino prioritario es como alimento forrajero. La industria maltera y cervecera es
altamente exigente en términos de concentracidn proteica: se requieren valores de
referencia de entre 10y 12%. Valores de proteina del grano menores a 10% limitan el
crecimiento de las levaduras encargadas de la fermentacion durante el proceso de
elaboracién de cerveza (Briggs et al., 2004). Concentraciones elevadas de proteina en
grano se asocian a una menor degradacion del almidén durante el proceso de malteado
(Palmer, 2006). En los cultivos de cebada de la region pampeana, la concentracion
proteica de los granos se encuentra frecuentemente en valores cercanos o menores al
10% (Prystupa et al., 2018). Las proteinas del endosperma del grano de cebada se
pueden clasificar segun su solubilidad en cuatro fracciones: hordeinas, glutelinas,
albuminas y globulinas. Las hordeinas son las proteinas de reserva del grano de cebada
y comprenden ~ 30-50% del contenido proteico total del grano (Howard et al., 1996;
Palmer, 2006). Ademas de la concentracion, se ha propuesto que el tipo de proteinas
también influye en la calidad industrial de los granos (Zhao et al., 1999a, b; Shewry et
al., 2001; Shewry, 2011). Aunque el rol de las diferentes subunidades de hordeinas no
es todavia claro, se ha reportado que una elevada proporciéon de hordeinas-B o un
incremento en la relacidn entre las hordeinas B:C incrementan el extracto de malta
(Peltonen et al., 1994; Molina-Cano et al., 2002; Prystupa et al., 2019). Las diversas
fracciones de hordeinas en el grano de cebada se caracterizan por tener diferentes
contenidos de S: las fracciones B y y son ricas en S mientras que la fraccion C es pobre
en este elemento (Shewry et al., 2001).

1.1.2. Brecha de rendimiento y proteina por nutricion (Ny S)

El incremento de la produccién de cultivos se puede lograr a partir de dos vias, el
incremento del area sembrada (i.e. expansion de la frontera agricola) y la intensificacion
del uso de la tierra (i.e. incremento del rendimiento por unidad de tiempo y superficie).
Esta tltima via puede estar dada por factores asociados al manejo de un cultivo anual
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durante su época de crecimiento, o bien, al incremento en el numero de cultivos
realizados en un afio (Cassman, 1999). Durante el periodo comprendido entre 1960 y
2005, el incremento del area sembrada con cultivos anuales fue ~ 31% en la region
Pampeana, mientras que en la subregion correspondiente a la pampa ondulada fue de ~
90%, acompafiado por un proceso de intensificacion (Viglizzo et al., 2011). Respecto a
la intensificacion del uso de la tierra, los sistemas de doble cultivo (invierno-verano)
permiten un mayor aprovechamiento de los recursos y, por tanto, incrementan la
productividad anual total respecto a la obtenida cuando se realiza un solo cultivo de
verano en la estacion de crecimiento (Caviglia et al., 2013; Andrade et al., 2015;
Caviglia et al., 2019).

En la estacion de crecimiento de un cultivo anual, el rendimiento del mismo puede ser
evaluado de acuerdo a los limitantes bidticos y/o abidticos que se consideren (van
Ittersum y Rabbinge 1997). El rendimiento logrado (Ya, por sus siglas en inglés) es el
rendimiento medio obtenido de un cultivo en una zona agricola, el cual representa el
estado actual de suelos y clima de la region, los conocimientos medios de 1os
productores y el nivel medio de la tecnologia utilizada (van Ittersum et al., 2013). Esta
determinado por las practicas de manejo promedio que realizan los productores en el
cultivo (i.e. fecha de siembra, cultivar seleccionado, densidad de siembra, dosis de
fertilizacidn, control de malezas, plagas y enfermedades) y la disponibilidad hidrica
(van Ittersum y Rabbinge, 1997; Sadras et al., 2015). El rendimiento potencial limitado
por agua o de secano (Yw, por sus siglas en inglés) es el rendimiento de un cultivo
creciendo bajo condiciones de secano, sin limitaciones nutricionales, ni restricciones por
enfermedades, malezas o plagas (Lobell et al., 2009; van Ittersum et al., 2013). En el
caso del rendimiento potencial de secano cobran importancia, ademas de variables como
temperatura, radiacion solar y duracidn del dia; caracteristicas del suelo asociadas al
almacenamiento de agua (van Ittersum et al., 2013, Sadras et al., 2015) y también la
cantidad y distribucién de las precipitaciones durante la estacion de crecimiento (van
Bussel et al., 2015). El rendimiento potencial (Yp, por sus siglas en inglés) es el
rendimiento de un cultivo cuando crece sin limitaciones hidricas ni nutricionales y con
control eficaz de plagas, enfermedades y malezas, y sin la ocurrencia de otras
adversidades (i.e. heladas) (van Ittersum et al., 2013) (Fig. 1.2).
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Figura 1.2. Factores definitorios, limitantes y reductores del rendimiento de un cultivo
anual. Adaptado en base a van Ittersum y Rabbinge (1997); Lobell et al. (2009); van
Ittersum et al. (2013); Grassini et al. (2015); van Bussel et al. (2015) y Sadras et al.
(2015). PAR: radiacion fotosintéticamente activa, DPV: déficit de presion de vapor.

En sistemas agricolas de secano, donde la provision de agua no siempre satisface la
demanda del cultivo, la brecha de rendimiento (Yg, por sus siglas en inglés) se estima
como la diferencia entre el rendimiento potencial de secano y el rendimiento logrado
(Yg=Yw - Ya), la cual representa la brecha por deficiencias nutricionales en sistemas
sin restricciones bidticas (Fig. 1.2). La brecha de rendimiento da una idea de la
capacidad de produccion no utilizada (Lobell et al., 2009), aunque habitualmente se
considera que el rendimiento alcanzable representa un 80% del rendimiento potencial de
secano debido a la relacion de precios insumo/producto de un insumo determinado (van
Ittersum et al., 2013; Sadras et al., 2015). A nivel regional y nacional, Aramburu Merlos
et al. (2015) determinaron Yg en Argentina para los cultivos de maiz, trigo y soja
utilizando modelos de simulacion, pero no hay antecedentes para cebada cervecera. En
un estudio a nivel global, Mueller et al. (2012) estimaron la brecha de rendimiento de
cebada en la Argentina en un 31% del rendimiento alcanzable, lo que equivalia a 1.08
Mg ha' (expresado en rendimientos del afio 2000), y sefialaron como principal causa de
esta brecha a las deficiencias nutricionales. Varios autores han sefialado la poca
relevancia que estos estudios a nivel global tienen para determinar brechas y sus causas
a nivel local, debido a errores tanto en la estimacion del rendimiento potencial de
secano como del rendimiento logrado (van Ittersum et al., 2013). La estimacion de la
brecha de rendimiento, e interpretacion de sus causas, constituye un objetivo prioritario
a nivel mundial con vistas a incrementar los volimenes de produccion, tal como lo
muestra la ejecucion del Atlas mundial de la brecha de rendimiento (GYGA, 2016).

Los materiales genéticos han sido seleccionados sobre la base del méximo rendimiento
logrado, lo que ha influido en la concentracion proteica de los granos (i.e. efecto de
dilucion) en cultivos de trigo (Calderini et al., 1995; De Vita et al., 2007), cebada
(Abeledo et al., 2003; Abeledo et al., 2008), maiz (Duvick y Cassman, 1999; Ciampitti
y Vyn, 2013; DeBruin et al., 2017) y soja (de Felipe et al., 2016). Es probable que, en
los ultimos afios, la brecha de rendimiento del cultivo de cebada haya aumentado por la
introduccion de cultivares con rendimiento potencial mas elevado. Este cambio en los
cultivares de cebada cervecera utilizados en el pais llevaron a grandes aumentos del
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rendimiento logrado. El rendimiento en grano promedio del periodo 2003 - 2021 fue un
49.2 % superior al de los doce afios anteriores, con rendimientos medios superiores a los
del cultivo de trigo (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2023). Es probable
también que, en la actualidad, una parte relevante de la brecha de rendimiento se deba a
deficiencias nutricionales, ya que la mayor demanda de nutrientes debido al aumento de
los rendimientos logrados obtenidos no habria sido acompafiada por un aumento
proporcional en el uso de fertilizantes (en particular N). Angus (2001) indico, para
Australia, que incrementos en la fertilizacion nitrogenada mejoraron el rendimiento del
cultivo de trigo en un sistema con alta deficiencia hidrica; de forma tal que identificar la
brecha de rendimiento por deficiencias nutricionales, y su reduccion mediante aumentos
en la fertilizacion, contribuiria a incrementar el rendimiento del cultivo aun ante
condiciones hidricas limitantes. En un relevamiento de la campafia 2012/13, se
determino que la dosis media de N aplicado como fertilizante en cebada a nivel nacional
fue de 31 kg ha' (Brihet, 2015). Un indicio de que la oferta de N no ha acompafiado la
demanda del cultivo es que un semillero y productor de Baigorrita destaca que el
problema de calidad comercial més frecuente en los ultimos afios es la baja
concentracion de proteina en el grano (Casella, com. per.). La mayoria de las variedades
actualmente empleadas en nuestro pais suelen presentar concentraciones de proteinas
excesivamente bajas, desde el punto de vista de su calidad maltera. A diferencia de otros
cereales (trigo, maiz), el cultivo de cebada cervecera se caracteriza por poseer una
acotada disponibilidad de materiales disponibles en el mercado y la prevalencia de un
material por sobre los otros (Cattaneo, 2021), debido a los estrictos requerimientos
impuestos por la industria maltera. Andreia ha sido durante los ultimos afios el cultivar
dominante en regién pampeana. La implantacion del cultivar Andreia ha tenido un
incremento notorio en los ultimos afios, representando ~ 25 % de la superficie sembrada
con este cultivo en el afio 2014, hasta alcanzar un maximo del 80 % en 2018 y luego
disminuir al 70 % en 2019 (Cattaneo, 2021).

Analogamente a la brecha de rendimiento, se puede plantear en el cultivo de cebada la
existencia de una brecha de proteina (GPg, por sus siglas en inglés). La brecha de
proteina, en términos fisioldgicos, puede ser entendida como la diferencia entre la
concentracion de proteina del grano obtenida por los productores (GPa, por sus siglas en
inglés) y la que se podria obtener con el cultivo s6lo limitado por agua (GPw, por sus
siglas en inglés). Sin embargo, la industria maltera tradicionalmente demandé en
Argentina una concentracion proteica comprendida entre 10 - 12%, ampliandose
recientemente el rango al 9.5 - 13 % (Res. 27/2013, SENASA). Por lo tanto, la brecha
de proteina debe ser entendida como la diferencia entre la concentracion proteica media
requerida por la industria (GPi, por sus siglas en inglés) y la concentracidn proteica
obtenida por el productor (i.e. GPg = GPi - GPa). Considerando que la disponibilidad de
N en el suelo necesaria para alcanzar niveles de proteina deseables para la industria (~
11%) es superior a la necesaria para alcanzar maximos rendimientos (Prystupa et al.,
2016), es esperable que la magnitud relativa de la brecha de proteina sea superior a la de
rendimiento en la mayoria de los casos. Cuantificar esta brecha, e identificar sus causas,
aportaria informacion con la cual apoyar recomendaciones de cambios en el manejo del
cultivo y colaboraria a definir estrategias de los programas de mejoramiento. Pese a la
relevancia de la calidad como modulador del éxito de cebada como especie cultivable,
el concepto de brecha de proteina y de los factores que lo definen no ha sido
desarrollado en la literatura.

En los estudios que calcularon brechas de rendimiento en cultivos, el rendimiento
logrado se estim6 basado en los rendimientos medios por distrito reportados por
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instituciones gubernamentales (e.g. Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca) o
internacionales (FAO). Si bien se considera que son valores confiables para trabajar a
escala de distrito (Sadras et al., 2014), cuando se interpolan estos valores medios hacia
niveles de organizacién de menor jerarquia es probable que se encuentren grandes
variaciones entre distintas unidades de manejo (i.e. lote). Esta variabilidad en los
rendimientos logrados dentro de una misma zona se puede deber a diferencias en las
tecnologias utilizadas por distintos productores, en los suelos de distintas unidades de
manejo (incluso de un mismo productor), y en las condiciones climaticas (en especial
precipitaciones) de distintas unidades de manejo en un mismo afio, o de la misma
unidad en distintos afios (Beza et al., 2017; Silva et al., 2017). Estimaciones recientes
sefialaron que la dosis media de N aplicado como fertilizante en el cultivo de cebada fue
de 75y 63 kg N ha' en el norte y centro de la provincia de Buenos Aires,
respectivamente (Brihet, 2015). Sin embargo, la dosis media de N estimada en cada
regidn presenta mayor variabilidad segun el nivel tecnolégico adoptado por el productor
(Brihet, 2015). Si se quiere avanzar en la identificacion de las causas de la brecha de
rendimiento, de forma tal de poder realizar recomendaciones de cambios en el manejo
del cultivo para reducirla, se hace necesario medir el rendimiento logrado y estimar el
rendimiento potencial de secano a escalas mas bajas que las utilizadas en los estudios
regionales. Tanto el rendimiento potencial de secano como el rendimiento logrado se
pueden determinar para un lote y afio en particular o para escalas espaciales y
temporales mas grandes, dependiendo del objetivo del estudio (van Ittersum et al.,
2013). Estudios locales, donde el rendimiento logrado se basa en rendimientos medidos
a nivel de unidad de manejo y el rendimiento potencial de secano en base a una
simulacion para ese sitio y afio, son mas apropiados cuando se quiere evaluar el impacto
de determinadas practicas agrondmicas sobre la brecha de rendimiento (Grassini et al.,
2011). Los modelos de simulacion proveen una adecuada precision en la estimacion del
rendimiento potencial y el rendimiento potencial de secano (Lobell et al., 2009, van
Ittersum et al., 2013) como asi también en la evaluacién de practicas de manejo (Chenu
et al., 2017). La forma de estimar el rendimiento logrado también puede ser una
limitante en la estimacion de la brecha de rendimiento, dependiendo de la fuente de
informacion utilizada (van Ittersum et al., 2013).

Una aproximacion a la inferencia de la brecha tanto de rendimiento como de proteina
en grano y a la cuantificacion de la limitacidon por Ny S a escala de lote de produccion,
puede realizarse a través de la implementacion de modelos de simulacion y la
realizacion de experimentos a campo en forma conjunta. Mientras que Yp y Yw pueden
estimarse a través de modelos de simulacion (e.g. DSSAT, Apsim), el nivel de
limitacion impuesta por N, Sy su interaccion N-S depende de observaciones
provenientes de los lotes de produccidn, a partir de tratamientos donde se considere que
se alcanza la saturacion de la respuesta del rendimiento en grano al agregado de Ny S
(Fig. 1.3). En la figura 1.3 se amplio el marco conceptual de brecha de rendimiento en
grano esquematizado en la figura 1.2, con el fin de introducir las limitaciones de N, S y
su interaccidon (N x S). A partir de la utilizacion de un modelo de simulacion se estiman
Ypy Ywy, con ellos, estimar WLI (i.e. WLI = Yp - Yw, lo cual indica la limitacion
hidrica que tuvo un cultivo, flecha violeta en la Fig. 1.3). Utilizando, ademas, la
informacion obtenida mediante la realizacion de experimentos a campo puede estimarse
Yg (i.e. Yw - Ya). La proporcidn de Yg atribuible a nutrientes (en este caso N, Sy su
interaccidn) y factores no asociados a la nutricion nitrogenada o azufrada del cultivo se
desprende de la determinacion de efectos o diferencias de medias entre tratamientos. La
diferencia entre Yw y Yns comprende a la limitacion del rendimiento en grano debida a
factores que no fueron evaluados en los experimentos realizados. La diferencia entre
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Yys v Ya contiene el efecto del N, del S y su interaccidn (en el caso que el efecto de
estos nutrientes no sea aditivo) sobre el rendimiento en grano. En un experimento con
disefio factorial completo (i.e. estan presentes todas las combinaciones posibles de los
niveles de los factores evaluados), el calculo del efecto de un factor surge como
promedio del efecto de ese factor comparado con los niveles del otro factor. En el caso
de Ny S, el efecto de N sobre el rendimiento en grano se calcula como el promedio de
la diferencia entre Yys y Ysy la diferencia entre Yy Ya (Efecto N = [(Yys - Ys) + (Y
- Ya)]/ 2, flechas verdes en la Fig. 1.3). Anadlogamente, el efecto de S sobre el
rendimiento en grano se calcula como el promedio de la diferencia entre Ynsy Yy la
diferencia entre Ysy Ya (Efecto S =[(Yns - Yn) + (Ys - Ya)] / 2, flechas anaranjadas en
la Fig. 1.3).

A

Rendimiento

en gran1o

(Mg ha™")
( Factores no contemplados
en el ensayo

Brecha de Limitacién impuesta por N, S
rendimiento y la interaccion N-S

en grano

(Yg) Limitacion
impuesta por N
Limitacién ]

impuesta por S

g

Ya Ys YN Yns Yw Yp

Figura 1.3. Esquema de rendimiento en grano esperado en cada uno de los tratamientos
de los experimentos factoriales completos realizados y rendimientos en grano simulados
(Ywy Yp). En el esquema se considerd que la respuesta del rendimiento en grano al
agregado de N y S presenta interaccion sinérgica (i.e. la aplicacion de Ny S en conjunto
incrementa el rendimiento en grano por encima del incremento que provoca el agregado
de estos nutrientes individualmente). Las lineas punteadas delimitan la brecha de
rendimiento en grano estimada. WLI: indice de limitacion hidrica sobre el rendimiento
en grano. Las flechas dobles indican la magnitud de la limitacién del rendimiento
debido a S (flechas anaranjadas), a N (flechas verdes), a Ny S en conjunto (flecha roja),
a factores no contemplados en el disefio experimental (flecha negra) y ala
disponibilidad hidrica (flecha violeta). Los factores no contemplados en los ensayos
realizados hacen referencia a limitaciones impuestas por adversidades bidticas y
abidticas no evaluadas en el disefio experimental (e.g. P y micronutrientes,
enfermedades, plagas y malezas).

Analogamente a la descomposicidén de Yg en términos nutricionales, puede plantearse
para GPg, a partir de lo esquematizado en la figura 1.2. En el caso de la concentracion
proteica en grano, seria esperable que la tnica o la mayor limitacién sea debida a N.
Esto se debe a que, generalmente, la respuesta del rendimiento en grano al agregado de
S en distintos cultivos en la regién pampeana es moderada, por lo que no se esperaria
observar un efecto dilucion de N en el grano. Por lo tanto, tampoco se esperaria
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encontrar un incremento de la concentracion proteica en grano frente al agregado de S
respecto a la concentracidn proteica obtenida por el productor (GPa), ni en el caso del
agregado de ambos nutrientes (GPys) respecto al tratamiento con agregado de N
individualmente (GPy) (Fig. 1.4), sin que ello no implique modificaciones en la calidad
maltera por cambios en el perfil proteico ante el agregado de S.

A

Proteina
en grano
%

(%) M ____._
f Factores no contemplados
en el ensayo

Brecha de
calidad’o <
de proteina Limitacion
(GPg) impuesta por N

GPa GPs GPy GPys GP,

Figura 1.4. Esquema de la concentracion proteica en el grano esperada en cada uno de
los tratamientos de los experimentos factoriales completos realizados. Se considerd que
la respuesta de la concentracion proteica de los granos sélo respondié al agregado de N
(i.e. la aplicacion S no modificaba la concentracidn proteica de los granos). Las lineas
punteadas delimitan la brecha de proteina en grano estimada. Las flechas dobles indican
la magnitud de la limitacion de la concentracidn proteica de los granos debido a N
(flechas verdes), a Ny S en conjunto (flecha roja), a factores no contemplados en el
disefio experimental (flecha negra). Los factores no contemplados en los ensayos
realizados hacen referencia a limitaciones impuestas por adversidades bidticas y
abidticas no evaluadas en el disefio experimental (e.g. P y micronutrientes,
enfermedades, plagas y malezas). GPi corresponde al limite de referencia de
concentracion proteica en grano establecido (i.e. 11 %) en base al requerimiento
promedio de la industria cervecera (i.e. 9.5 - 13 %)).

1.1.3. Absorcion, particion, removilizacion y concentracion de Ny S en granos

En experimentos llevados a cabo en la regién pampeana se ha observado que la
concentracion proteica de los granos se asocio positivamente con la disponibilidad de N
y negativamente con el rendimiento en grano (Prystupa et al., 2018). Para alcanzar una
concentracion proteica en grano entre el 10y el 12% (rango estricto deseable en las
malterias, como se mencioné en la seccidn anterior) se debe contar en el suelo con 22y
40 kg ha' de N disponible por tonelada de grano de rendimiento (Prystupa et al., 2008).
Es escasa la informacion para cebada y cultivos afines (i.e. trigo) respecto de la relacion
entre disponibilidad o absorcion de S por el cultivo y 1a concentracion de S en el grano.

La pendiente de la relacién entre el rendimiento en grano y la cantidad de nutriente
absorbido se conoce como eficiencia de utilizacion interna (EI = Rendimiento/Nutriente
absorbido; Janssen, 1998) (Fig. 1.5).
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La EI puede ser afectada por el nivel de rendimiento alcanzado. Esta se asume lineal y
constante cuando el rendimiento no esta cerca del potencial del sitio y disminuye por
encima del 70-80% del rendimiento maximo (Dobermann y Cassman, 2002). La EI
también puede disminuir con alta disponibilidad del nutriente en el suelo, que lleva a un
aumento en la absorcion sin un aumento proporcional en el rendimiento en grano (i.e.
consumo de lujo), o por estreses ambientales, particularmente al final del ciclo del
cultivo que afectan mas el rendimiento en grano que la absorcion (van Keulen y van
Heermst, 1982). Las EI mas altas, cercanas a la maxima dilucion del nutriente en la
biomasa, estan asociadas a situaciones de deficiencia del nutriente (Janssen, 1998).

La inversa de la EI es la cantidad de nutriente absorbido por unidad de rendimiento en
grano. Este cociente puede dividirse en dos componentes con sentido agronomico: la

concentracion del nutriente en el grano y el indice de cosecha del nutriente (Sadras,
2006).

Nutriente absorbido _ Nutriente en grano . Nutriente absorbido (Ecuacién 1.1)

Rendimiento Rendimiento Nutriente en grano

donde: "Nutriente absorbido' es la cantidad de nutriente absorbido presente en la
biomasa aérea (kg ha'), 'Rendimiento' es el rendimiento en grano (kg ha™'), Nutriente en
grano' es la cantidad de nutriente absorbido presente en los granos a madurez (kg ha™) y
"Nutriente absorbido/Rendimiento' es la cantidad de nutriente absorbido por unidad de
rendimiento en grano (kg Mg"). Reordenando estos términos en la ecuacion 1.2:

Nutriente absorbido  Concentracion de nutriente en grano

N Ecuacion 1.2
Rendimiento IC de nutriente (Ecuacion 1.2)

. ., utri ., utri
donde: 'Concentracion de nutriente en grano' es la concentracion del nutriente en el
grano e 'IC de nutriente' es el indice de cosecha del nutriente.



33

Esta relacion implica que un aumento de la cantidad de nutriente absorbido por unidad
de rendimiento en grano llevaria a tener una mayor concentracion del nutriente en el
grano, siempre y cuando el IC del nutriente se mantuviera constante.

Sadras (2006) observo que, para un mismo cultivo, una gran proporcion de la
variabilidad de la eficiencia de utilizacion interna de nitrogeno (EIN) se debia a
variaciones en indice de cosecha de nitrégeno (ICN) y, en menor medida, a
modificaciones en la concentracion de N en el grano (CNG). Cambios en el IC de un
nutriente conllevarian a cambios en la relacion entre la cantidad absorbida y la
concentracion en el grano de un nutriente (Ec. 1.2). A su vez, la EIN en cebada también
ha aumentado por mejoramiento genético, lo cual se asoci6 al incremento en el ICN
(Abeledo et al., 2008).

En estudios previos de nuestro grupo de trabajo, se determin6 que la concentracion de
N en el grano estuvo relacionada con la cantidad de N disponible en el suelo por unidad
de rendimiento alcanzado (Prystupa et al., 2008). Para un mismo cultivo y variedad, el
N aplicado y absorbido presentan una asociacidn positiva (van Keulen y van Heemst,
1982). Esta relacion puede ser curvilinea debido a que, en rangos de valores elevados de
N aplicado, disminuye la eficiencia de recuperacion de este nutriente (i.e. la relacion
entre N absorbido y N aplicado) (de Wit, 1992; Dobermann, 2007). Dado esta
correlacion positiva entre N aplicado y absorbido, en los rangos de valores de
fertilizacién normalmente utilizados (van Keulen y van Heemst, 1982), seria esperable
hallar una correlacién entre la concentracidn proteica en grano y la cantidad de N
absorbido por unidad de rendimiento en grano (i.e. la inversa de la EIN) en cebada.

En un experimento de fertilizacion de cebada con Ny S se observo que, a diferencia del
N, la concentracion de S en el grano fue poco sensible a cambios en la cantidad de S
absorbido por unidad de rendimiento en grano, debido a grandes cambios en el indice de
cosecha del azufre (Gutierrez Boem et al., 2014). Esto pudo deberse a que el cultivo se
hallaba en una situacion de consumo de lujo de S (i.e. el rendimiento del cultivo
respondio a la aplicacion de N y no ala de S), o a que la relacion entre la cantidad de
nutriente absorbido por unidad de rendimiento y la concentracidn del nutriente en el
grano es distinta para Ny S. Estudios previos observaron, en cultivos de trigo y cebada,
una disminucion de la relacidon N:S en grano debido al incremento de la concentracion
de S en grano provocado por la fertilizacion con S (Flate et al., 2005; Zhao et al., 2006,
Reussi Calvo et al., 2011; Holopainen et al., 2015). Sin embargo, en estos estudios
también observaron un incremento de la concentracion de S frente al agregado de N.
Anélogamente, Lerner et al. (2006) observaron en dos ensayos realizados en el cultivo
de trigo, que el agregado de N produjo un incremento en la concentracion de N en grano
mayor que el observado para S, lo cual conllevaba a un incremento en la relacion N:S
en grano. Lerner et al. (2006) no observaron efecto del agregado de S sobre la
concentracion de este nutriente en grano. Si bien, Reussi Calvo et al. (2011) observaron
un incremento en la concentracion de S en grano por el agregado de este nutriente en el
cultivo de trigo, otros estudios s6lo observaron este efecto esporadicamente (i.e. solo en
un ensayo) (Holopainen et al., 2015; Arata et al., 2017). Si la concentracion de S en el
grano fuera poco sensible a cambios en la cantidad de azufre absorbido por unidad de
rendimiento en grano, seria muy dificil intentar cambiar la concentracién de S (y la
relacion N:S) del grano via fertilizacion azufrada en condiciones de suficiencia o
‘consumo de lujo’ de S (i.e. la relacidén N:S en grano se mantendria constante en
condiciones de suficiencia de ambos nutrientes).
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El Ny S que se encuentran en el grano a la cosecha puede provenir tanto de la
absorcion directa del suelo durante el llenado de los granos como de la removilizacion
del Ny S absorbido previamente (Anderson y Fitzgerald, 2003; Hirel et al., 2007,
Gregersen, 2011). La removilizacidén cobra mayor importancia cuando la disponibilidad
en el suelo durante el llenado de granos es baja, o la absorcion durante ese periodo se ve
limitada por bajo contenido de agua del suelo. Si bien el metabolismo del Ny S estan
relacionados entre si (Hawkesford, 2012), la regulacion de su removilizacion durante el
llenado de los granos difiere, por lo que cambios en la disponibilidad relativa de Ny S
pueden tener distintos efectos sobre la concentracion de estos nutrientes en el grano
(Anderson y Fitzgerald, 2003; Howarth et al., 2008).

El anélisis vegetal puede ser utilizado para diagnosticar el estado nutricional de un
cultivo. Como la concentracion de un nutriente en particular varia con el érgano
muestreado o el estado fenologico del cultivo, los sistemas de diagnostico basados en
concentraciones criticas estandarizan el momento y 6rgano muestreado. Una alternativa
para contemplar la variacién en la concentracion es considerar la concentracion critica
como funcion de la biomasa del cultivo (curva de dilucién) (Greenwood et al., 1991,
Justes et al., 1994). Otra es utilizar la relacion entre nutrientes, que suele ser mas estable
que la concentracidén de un nutriente especifico a lo largo del ciclo de un cultivo. Las
relaciones entre nutrientes también se pueden utilizar para monitorear el estatus
nutricional de mas de un nutriente, ya que es frecuente en una zona agricola que los
cultivos se encuentren co-limitados por varios nutrientes. Ha habido varias
aproximaciones en la forma de utilizar las relaciones entre nutrientes, como desarrollar
indices basados en las relaciones observadas en cultivos de alto rendimiento (e.g.
sistema DRIS, Sumner, 1977), o establecer relaciones entre rendimiento y la cantidad de
nutrientes absorbidos contemplando la interaccion entre varios nutrientes (e.g. modelo
QUEFTS, el cual simula el rendimiento en funcion de las condicion quimica de un
suelo; Janssen et al., 1990; Sattari et al., 2014). La estequiometria considera las
relaciones cuantitativas de los elementos (e.g. nutrientes) en los seres vivos, y este
concepto ha sido utilizado en ecologia para estudiar los cambios en la relacion C:N:P a
distintos niveles de organizacion en distintos ecosistemas (Elser et al., 2000a;b), para
caracterizar las relaciones entre nutrientes en las plantas (Sadras, 2006), o vincular la
relacion C:N:P a la tasa de crecimiento de las plantas u otros organismos (Niklas, 2006;
Greenwood et al., 2008).

Desde el punto de vista del diagnostico de la nutricion del cultivo, las relaciones utiles
son las que cambian s6lo con la deficiencia de un nutriente, permitiendo distinguir
poblaciones deficientes de las que no lo son. En este sentido, algunos autores han
sefialado que la capacidad que tienen los cultivos de absorber nutrientes por encima de
sus requerimientos (i.e. consumo de lujo), dependiendo de la disponibilidad relativa de
los nutrientes en el suelo, lleva a una gran variabilidad en las relaciones entre nutrientes
en biomasa aérea, limitando su utilidad como indicadores (Lemarie y Gastal, 2009). La
relacion de dos nutrientes en biomasa aérea también puede ser afectada por la
interaccion entre nutrientes. La aplicacidon de un nutriente deficiente puede aumentar la
absorcion de otro por mayor crecimiento radical. Por ejemplo, Duru et al. (1997)
observaron que la aplicacion de P a pastizales mejoraba su crecimiento y su indice de
nutricion nitrogenada.

En la actualidad, son muy escasos los sistemas de diagndstico de la nutricion del
cultivo (o de la fertilidad del suelo) basados en el analisis de grano. Esto es logico ya
que su resultado se obtiene luego de la cosecha, cuando ya no se puede resolver la
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deficiencia nutricional en el cultivo analizado. Sin embargo, este tipo de diagnostico
puede ser util para identificar sitios deficientes en un nutriente o para cambiar el manejo
nutricional de los cultivos subsecuentes en la rotacion asi como para analizar el impacto
de dicha deficiencia sobre variables asociadas al establecimiento del rendimiento y la
calidad. Sistemas basados en relaciones N:S han sido propuestos en trigo (Randall et al .,
1981; Reussi Calvo et al., 2011), en soja (Hitsuda et al., 2004; Salvagiotti et al., 2012;
Divito et al., 2015) y maiz (Pagani et al., 2012, Carciochi et al., 2019) para el
diagnostico de deficiencias azufradas.

1.1.4. Calidad industrial y la relacion N:S en granos

Los granos de cebada estan conformados por la cascara, el pericarpo, la testa, la capa
de aleurona, el tejido endospermatico y el embridn. El tejido endospermatico es el
principal constituyente del grano (77-82% del peso seco) (Briggs et al., 2004; Palmer,
2006). El endosperma se conforma por granulos de almidon que se encuentran insertos
en una matriz proteica (Briggs et al., 2004). La concentracion proteica de los granos
demandada por la industria se encuentra establecida dentro de rangos especificos.
Incluso, estos rangos forman parte de las normas de comercializacion de granos de
cebada con destino a malteria. En Argentina, el rango demandado de proteina es entre
9.5y 13 % (Res. 27/2013, SENASA), similar a los requerimientos de proteina
demandados en otras regiones del mundo: Australia (9 - 12 %), Estados Unidos (9.5 -
12.5 %), Canada (10.5 - 13 %) y Espaiia (9.5 - 11.5 %). La determinacién de estos
estrechos rangos se debe a que existe un rango optimo de concentracion proteica para la
industria maltero-cervecera. Es necesaria una moderada cantidad de proteina para lograr
una adecuada actividad enzimatica durante el malteo (Swanston et al., 2014). Un bajo
contenido proteico reduce la capacidad de fermentacidn de los azicares luego de la
maceracion de la malta (proceso posterior al malteado que se desarrolla durante la
fabricacion de cerveza), debido a un baja provision de aminoacidos para las levaduras
(Swanston et al., 2014). Por otro lado, elevadas concentraciones proteicas conllevan a
una limitacion en la degradacion del almidéon por parte de las enzimas, impuesta por la
cobertura de la matriz proteica a los granulos (Slack et al., 1979). Ademas, un mayor
contenido proteico en el grano posee como contrapartida un menor nimero de granulos
de almiddn tipo-A que, ademds, son de menor tamafio (Palmer, 2006). Debido al menor
contenido de almidon tipo-A en el grano, se obtiene un menor rendimiento de los
azucares durante la maceracion, de manera que finalmente es afectada la produccion de
alcohol (Palmer, 2006).

La produccion de malta o malteado de los granos es el proceso por el cual, como
producto final, se obtienen granos que se hallan germinados y con un bajo contenido de
humedad. La produccion de malta se puede dividir en tres fases: remojo, germinacion y
tostado. El remojo consta del incremento de humedad de los granos a través de la
inmersidn en agua durante un breve periodo de tiempo (~ 2 dias). Se producen ciclos de
inmersidn en agua con inyeccion de oxigeno y posterior secado al aire con extraccion
del didxido de carbono generado por el proceso de respiracion de los granos (Briggs et
al., 2004). Durante este proceso se produce la imbibicion de los granos con el fin de
iniciar la germinacion y la sintesis de acido giberélico en el embridn, facilitar el
transporte y la accion del acido giberélico en la capa de aleurona e hidratar el tejido
endospermatico, de forma que se promueva la degradacion enzimatica del mismo
(Palmer, 2006). La germinacion se considera que es ptima cuando los granos alcanzan
~ 45-46% de humedad (Palmer, 2006). Durante la misma ocurre la degradacién de las
paredes del tejido endospermatico y parcialmente la de proteinas y de los granulos de
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almidon (Briggs et al., 2004). Los productos de la degradacion del tejido
endospermatico y la capa de aleurona migran hacia el embridn en crecimiento. Estos
procesos dependen de la humedad del grano, la calidad del mismo y la temperatura a la
cual se encuentran los granos durante los procesos de remojo y germinacion (Briggs et
al., 2004). La germinacidn termina con el inicio del proceso de tostado. Durante el
mismo se incrementa la temperatura hasta reducir el contenido de humedad de los
granos hasta ~ 5%, por lo que permite el almacenamiento estable de los mismos
(Palmer, 2006). Durante este proceso disminuye gradualmente la actividad enzimatica
hasta detenerse por completo, debido a la baja humedad de los granos.

El principal indice de la calidad maltera es el extracto de malta (Briggs et al., 2004). El
extracto se determina midiendo el peso especifico de un mosto que se obtiene
macerando en agua una muestra de malta molida bajo condiciones controladas
(conocido como Mosto Congreso). El peso especifico es un estimador de la
concentracion de solutos obtenidos en el mosto al finalizar la maceracién y, por lo tanto,
del rendimiento industrial por unidad de malta durante esta primera etapa de la
elaboracion de la cerveza. Otros estimadores de interés asociados a la calidad de la
malta son la friabilidad de malta, el tiempo de sacarificacion y el tiempo de filtracion.
La friabilidad de malta es un indicador del grado de modificacion del endosperma del
grano, mientras que el tiempo de sacarificacion se trata de una medida grosera del
tiempo que demora la dextrinizacion del almidon y est4 relacionado con el contenido de
a-amilasa de la malta (Briggs et al., 2004).

La fertilizacién nitrogenada incrementa la concentracion proteica de los granos en el
cultivo de cebada cervecera (Bulman y Smith, 1993; De Ruiter y Brooking, 1996;
O'Donovan et al., 2011; Dordas et al., 2012; O’Donovan et al., 2015). Si bien la
fertilizacidn nitrogenada incrementa la proporcion de hordeinas del contenido
nitrogenado de granos (Kirkman et al., 1982; Giese et al., 1983; Wang et al., 2007),
produce un incremento mas que proporcional de las hordeinas-C respecto a las B, y por
tanto, disminuye la relacién entre las hordeinas B:C (Kirkman et al., 1982; Shewry et
al., 1983), disminuyendo su calidad maltera.

Si bien se ha observado que la deficiencia azufrada no provoca modificaciones o lo
hace ligeramente en la concentracion proteica de los granos (Zhao et al., 2006),
modifica la composicion de aminoacidos de las mismas (Shewry et al., 1983;
Holopainen et al., 2015). La disponibilidad de S también influye en el contenido de
hordeinas de los granos y la composicion de las mismas. En condiciones de deficiencia
severa de S se ha observado un menor contenido total de hordeinas, menor acumulacion
de hordeinas-B y D respecto a C y, por consiguiente, una menor relacion de hordeinas
B:C (Shewry et al., 1983; Holopainen et al., 2015). Esto altimo esta asociado a
regulaciones a nivel de traduccion génica de los diferentes tipos de proteinas (Rahman
etal., 1983).

El extracto de malta se asocia negativamente con la concentracion proteica de los
granos, lo que es atribuido a una menor tasa de degradacion de los granulos de almidon
durante la maceracion (Howard et al., 1996). Se ha reportado que una elevada
proporcion de hordeinas-B o un incremento en la relacion entre las hordeinas B:C se
asocian a mayores valores de extracto de malta (Peltonen et al., 1994; Molina-Cano et
al., 2002; Prystupa et al., 2019). Por lo tanto, la calidad de los granos de cebada no
estaria relacionada so6lo con la concentracidn de proteina sino también con la relacion
N:S en el grano (Shewry, 2011). Si la relacion N:S fuera poco sensible a la fertilizacion
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azufrada debido a una menor sensibilidad de la concentracién de S del grano ante
cambios en la disponibilidad de este nutriente, las variaciones en el extracto de malta
estarian sujetas a modificaciones en la disponibilidad de N tinicamente. Existe escasa
informacion acerca de los efectos de la fertilizacion azufrada sobre la calidad industrial
de la cebada. Zhao et al. (2006), en una red de experimentos a campo, observaron un
incremento del poder diastasico (i.e. indicador de la actividad amilolitica) ante el
agregado de S. Sin embargo, el incremento en el poder diastasico no estuvo
acompafiado por un incremento en el extracto de malta. Por otro lado, Holopainen et al.
(2015) realizaron seis ensayos a campo, y solo en uno de ellos observaron un
incremento de la concentracion de S en grano de cebada ante el agregado de S,
acompafiados de una disminucién de las hordeinas C de forma més que proporcional al
aumento observado en las hordeinas-B (lo cual conduciria a una mayor relacion entre
las hordeinas B:C). Esto estuvo asociado a un incremento del contenido de N soluble y
N amino libre (FAN, por sus siglas en inglés) pero no se reportaron efectos
significativos sobre el extracto.

Pese a la relevancia del Ny S como condicionantes de la calidad maltera, la
documentacidn sobre el tema es acotada y generalmente el analisis limitado a uno solo
de los nutrientes, o efectuado en condiciones controladas (que dificulta la extrapolacion
a escala de cultivo) o tomando como referencia de calidad a alguna variable aislada (e.g.
concentracion de hordeinas).

1.2. Objetivos e hipotesis

El objetivo general de la tesis fue determinar el efecto de la nutricidn nitrogenada y
azufrada del cultivo de cebada cervecera sobre: i- la brecha de rendimiento y proteina,
ii- la relacion entre absorcion, particion, removilizacion y concentracion de Ny S en los
granos, y iii- la calidad industrial evaluada a través del extracto y la friabilidad de malta.

Los objetivos especificos fueron:

1.- Determinar cuanto de la brecha de rendimiento (Yg) y de proteina (GPg) a
escala de unidad de manejo en cultivos de cebada, tomando como referencia al
centro y norte de la provincia de Buenos Aires, se debe a la nutricion con Ny S.
La hipotesis a poner a prueba es que la brecha de proteina es mayor en términos
relativos que la de rendimiento, y que la deficiencia de N explicara una parte relevante
de ambas, mientras que la deficiencia de S solo explica una proporcion de la brecha de
rendimiento y no posee impacto sobre la brecha de proteina.

2.- Determinar la relacion entre la concentracion de Ny S en el grano de cebada y
la cantidad de nutriente absorbido por unidad de rendimiento.

La hipotesis a poner a prueba es que la concentracion de N en grano es mas sensible
que la de S a cambios en la cantidad de nutriente absorbido por unidad de rendimiento.
Comparada con N, la menor sensibilidad de la concentracion de S en grano esta
asociada a una menor removilizacion de S durante el llenado de grano.

3.- Determinar el efecto de cambios en la disponibilidad de N y S sobre la
relaciones estequiométricas N:S en grano y biomasa en el cultivo de cebada.

La hipotesis a poner a prueba es que la relacion estequiométrica N:S en grano es mas
estable (i.e. menor coeficiente de variacidon) que en biomasa vegetativa y, ademas, la



38

relacion estequiométrica N:S en grano no es afectada por el ‘consumo de lujo’ de uno
de los dos nutrientes si el otro no es deficiente.

4 - Determinar la influencia de la relacion N:S en grano sobre distintos atributos
de calidad maltera en el cultivo de cebada.

La hipotesis a poner a prueba es que la clasificacion de granos segun su relacion N:S
permite distinguir situaciones contrastantes de calidad maltera debido a su asociacién
con los distintos tipos de hordeinas y, por tanto, con la relacion de hordeinas B:C.

1.3 Estructura de la tesis

Con el fin de cumplir con los objetivos propuestos, se llevaron a cabo 61 experimentos
a campo sobre lotes de produccién y se utilizé el modelo de simulacion Apsim. La tesis
se organizo en 5 capitulos. El capitulo 1 (Introduccion general) consta de la
contextualizacion que derivd en las hipdtesis y objetivos propuestos, ademas de la
revision de antecedentes sobre los temas planteados. Posteriormente, se presentan 3
capitulos de resultados. En el capitulo 2 (Brecha de rendimiento y proteina debido a
Ny S en el centro-norte de Buenos Aires, Argentina) se cuantificé y caracterizaron la
brecha de rendimiento en grano y de proteina, y se estimo el grado de limitacion debida
a N, Sy la interaccion N-S de ambas brechas. En el capitulo 3 (Particién a grano y
removilizacion de N y S) se evalu6 de forma comparativa la absorcidn, removilizacion
y particion hacia granos para, finalmente, definir la relacion entre estos nutrientes (N:S)
en los granos. En el capitulo 4 (Relacién N:S en grano y calidad maltera) se evaluo la
relacion N:S en grano como indicador de calidad de malta, a través de su relacion con la
composicidn proteica de los granos (tipo de hordeinas). Finalmente, en el capitulo 5
(Discusion general) se contrastan las hipdtesis planteadas inicialmente y se presenta un
resumen de los resultados obtenidos, aplicaciones practicas derivadas de la
experimentacion realizada y se consideran futuras lineas de investigacion.



CAPITULO 2. Brecha de rendimiento y proteina debido a N y
S en el centro-norte de Buenos Aires




2.1. Introduccion

La cebada es uno de los principales cereales producidos a nivel global (157 millones de
Mg en 2020, FAO 2022). Argentina se ubico en el décimo puesto respecto al nivel de
produccion de cebada en los ultimos tres afios (2018 a 2020) y fue el quinto pais
exportador para el mismo periodo (FAQO, 2022). A diferencia de otros paises, el
principal destino de la produccién de cebada argentina es la industria maltera. En la
actualidad, los principales nutrientes que limitan la produccion de cultivos de granos a
escala global son el N, P y K (Stewart et al., 2005). En Argentina, en la region
pampeana, las deficiencias nutricionales para el crecimiento de cultivos de grano que se
encuentran generalizadas son debidas a Ny P (Lavado y Taboada, 2009). Si bien la
disponibilidad de K en los suelos de la region pampeana ha disminuido debido a la falta
de reposicion de este nutriente, los niveles actuales de dicha disponibilidad son
relativamente altos y la deficiencia de K en los cultivos ha sido raramente observada
(Correndo et al., 2021). En esta region, el tercer nutriente que limita el crecimiento de
cultivos es el S, y suele presentarse como una deficiencia puntual (i.e. no es una
limitante generalizada en todos los suelos de la region). Existen antecedentes de
respuesta del rendimiento en grano al agregado de S de distintos cultivos de grano en
esta region, como ser en soja (Gutiérrez-Boem et al., 2007; Salvagiotti et al., 2012,
Divito et al., 2015), maiz (Carciochi et al., 2016), trigo (Salvagiotti y Miralles, 2008;
Reussi Calvo et al., 2011; Arata et al., 2017) y cebada (Prystupa et al., 2019). Respecto
del efecto del agregado de S sobre la concentracion proteica en grano podria ser nulo
(Prystupa et al., 2019), o bien tener otros dos sentidos. Por un lado, que aumente la
proteina debido a un incremento en la absorcion de N como consecuencia de una mejora
en el estatus nutricional del cultivo (i.e. por mayor crecimiento tanto de biomasa aérea
como radical) (Carciochi et al., 2020a). Por otro lado, podria incrementar la biomasa de
granos en una proporcion mucho mayor a lo que aumenta el contenido proteico de estos
y producir un efecto dilucion de N (Gutiérrez Boem et al., 2008; Zhao et al., 2006). Sin
embargo, en general, la respuesta del rendimiento en grano al agregado de S en los
cultivos evaluados se ha presentado de manera moderada, por 1o que no seria esperable
observar modificaciones significativas en la concentracion proteica de los granos.

El rendimiento en los cultivos de grano se ha ido incrementando a lo largo del tiempo
(Cassman, 2003). Esto estuvo asociado al mejoramiento genético y a las mejoras en el
manejo agronémico de los cultivos (Cassman, 1999). Sin embargo, el desacoplamiento
entre la economia del C y del N ocasiono la disminucion de la concentracion de N de
los granos en los cultivos de trigo (Calderini et al., 1995; De Vita et al., 2007), cebada
(Bulman et al., 1993; Abeledo et al., 2008), maiz (Duvick y Cassman, 1999; DeBruin et
al., 2017) y soja (de Felipe et al., 2016) (i.e. la ganancia genética fue en detrimento de la
concentracion de N respecto a la acumulacion de biomasa). En el caso de cebada
cervecera, a diferencia de lo que ocurre en otros cultivos de grano, la industria posee
requerimientos estrictos en cuanto a la concentracidn proteica de los granos,
demandando un minimo de 9.5% de proteina en grano y un maximo de 13% (Res.
27/2013, SENASA). Estos limites se deben a que un elevado contenido proteico en
grano se asocia a la obtencion de bajos niveles de extracto de malta, mientras que un
bajo contenido proteico puede limitar el crecimiento de levaduras durante la
fermentacion (Briggs et al., 2004).

El rendimiento potencial (Yp, por sus siglas en inglés) se define como el rendimiento
en grano de un cultivo creciendo sin limitaciones hidricas ni nutricionales y con un
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adecuado control de adversidades bioticas (van Ittersum et al., 2013). El rendimiento
potencial limitado por agua (Yw, por sus siglas en inglés) representa al rendimiento en
grano potencial en condiciones de secano, por lo que el cultivo estd expuesto a estrés
hidrico (van Ittersum et al., 2013). El rendimiento logrado (Ya, por sus siglas en inglés)
es el rendimiento en grano logrado por el productor (Lobell et al., 2009). La brecha de
rendimiento en grano (Yg, por sus siglas en inglés) representa la capacidad de
produccion potencialmente explotable o no utilizada y se calcula como la diferencia
entre Yw y Ya, en condiciones de produccién de secano (Lobell et al., 2009). Yp, Yw,
Yay, por lo tanto Yg, pueden estimarse a distintas escalas espaciales y temporales,
segun el objetivo del estudio. Yw puede estimarse a partir de experimentos a campo, de
los registros de concursos de rendimientos y de los maximos rendimientos obtenidos
por productores, siempre que se abarque un amplio rango de ambientes (lotes y afios)
(Lobell et al., 2009). Los modelos de simulacion son una herramienta adecuada para
estimar Yp y Yw, tanto a escala local como en escalas espaciales jerarquicamente
superiores (van Ittersum et al., 2013). En varios trabajos previos se caracterizo la brecha
de rendimiento en grano para distintos cultivos, a escalas regionales o a partir de zonas
agroclimaticas (Mueller et al., 2012; Hall et al., 2013; Aramburu Merlos et al., 2015;
Gobbet et al., 2016). Algunos trabajos desarrollados a nivel regional evaluaron los
factores determinantes de Yg en distintos cultivos de grano (Rattalino Edreira et al.,
2017; Di Mauro et al., 2018; Agus et al., 2019; Lollato et al., 2019; Rizzo et al., 2021).
Otros estudios se desarrollaron a escala local con el fin de evaluar el impacto de
determinadas practicas de manejo que disminuyan Yg (Grassini et al., 2011; Balboa et
al., 2019; Di Mauro et al., 2022). Schils et al. (2018) estim6 para Europa tanto Yg como
la brecha de N, calculada esta ultima como la diferencia entre la cantidad de N
absorbido por un cultivo que alcanza el 80 % de Yw y la cantidad de N absorbido por
un cultivo que obtiene el productor (Ya). La cantidad de N absorbido en estas
situaciones es estimada a partir de los valores medios de eficiencia fisiologica de N de
los cultivos, siguiendo el protocolo establecido por The Global Yield Gap and Water
Productivity Atlas (GYGA, https://www.yieldgap.org/web/guest/minimum-nitrogen-
input-requirement). Sin embargo, hasta mi conocimiento no hay antecedentes del
analisis de Yg y su descomposicion en términos nutricionales para Ny S en cebada
cervecera a escala de lote, y son limitados los estudios sobre el tema realizados en otras
especies (e.g. Carciochi et al., 2020, en maiz).

Analogamente a Yg, se puede plantear en el cultivo de cebada la existencia de una
brecha de proteina (GPg, por sus siglas en inglés). La brecha de proteina puede ser
entendida como la diferencia entre la concentracion de proteina del grano obtenida por
los productores (GPa, por sus siglas en inglés) y la que se podria obtener con el cultivo
solo limitado por agua (GPw, por sus siglas en inglés). Debido a que los requerimientos
de calidad de la industria maltera implican una concentracion proteica de referencia del
11 %, la brecha de proteina puede ser entendida como la diferencia entre la
concentracion proteica media requerida por la industria (GPi, por sus siglas en inglés) y
la concentracion proteica obtenida por el productor (GPg = GPi - GPa). Considerando
que la relacion entre el rendimiento en grano y la disponibilidad de N en suelo es del
tipo plateau, mientras que la relacion entre la concentracion de proteina y la
disponibilidad de N es del tipo lineal (o no presenta un plateau del todo definido muchas
veces) (McKenzie et al., 2004; O’Donovan et al., 2011; Sainju et al., 2013; Prystupa et
al., 2019) es esperable que la magnitud relativa de la brecha de proteina sea superior a la
de rendimiento en la mayoria de los casos, dada la limitacion por N que presentan los
sistemas productivos. La concentracion proteica de los granos no ha sido abordada
previamente desde el marco tedrico de la brecha, de manera de caracterizar la magnitud
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de la limitacion de una forma resumida y, menos aun, contextualizada en funcién de la
brecha de rendimiento.

El objetivo particular de este capitulo fue determinar cuanto de la brecha de
rendimiento (Yg) y de proteina (GPg) a escala de unidad de manejo en cultivos de
cebada, tomando como referencia al centro y norte de la provincia de Buenos Aires, se
debe a la nutricion con Ny S.

La hipotesis a poner a prueba fue que la brecha de proteina es mayor en términos
relativos que la de rendimiento, y que la deficiencia de N explica una parte relevante de
ambas, mientras que la deficiencia de S solo explica una proporcién de la brecha de
rendimiento y no posee impacto sobre la brecha de proteina.

2.2. Materiales y métodos
2.2.1. Experimentos a campo

Se realizaron 42 experimentos con cebada cervecera (Hordeum vulgare L.) en
condiciones de campo en el centro-norte de la provincia de Buenos Aires, durante el
periodo entre 2014 y 2019, en las zonas de influencia de Nueve de Julio, Rawson, Junin,
Arribefios y Pergamino (Fig. 2.1). Cada experimento fue el resultado de la combinacion
sitio-afio, en los cuales se aplicaron 3 tratamientos de fertilizacion:

- Productor: consistio en la dosis de fertilizacion aplicada por el productor.

- +N: 150 kg N ha™ (en los afios 2014/15/16/18 y 2019) 0 250 kg N ha™" (afio 2017), por
sobre la dosis de fertilizante aplicada por el productor.

-+S: 15 kg S ha™' (en los afios 2014/15/16) 0 20 kg S ha™ (afios 2017/18/19), por sobre
la dosis de fertilizante aplicada por el productor.

Durante el periodo 2016 a 2019, se agrego un tratamiento con el fin de conformar un
disefio factorial completo:

- +NS: 15 kg S ha™ (afio 2016) 0 20 kg S ha™' (en los afios 2017, 2018 y 2019) y 150 kg
N ha™' (en los afios 2016, 2018 y 2019) 0 250 kg N ha™' (afio 2017), por sobre la dosis
de fertilizante aplicada por el productor.

Los 14 experimentos realizados en el periodo 2014-15 tuvieron un disefio factorial
incompleto con dos repeticiones, mientras que los 28 experimentos realizados durante
2016y 19 poseian un disefio factorial completo con 3 repeticiones. Cada unidad
experimental poseia 6 m de largo y 4 m de ancho, dispuestos sobre una zona
representativa del lote a evaluar (i.e. alejado de alambrados). En los 42 experimentos
realizados el cv. utilizado fue Andreia, el cual es un cultivar moderno y con un amplio
grado de adopcion por parte de los productores desde su liberacion hasta la actualidad.
Las practicas de manejo (fecha de siembra, densidad de plantas, control de
adversidades) implementadas en los experimentos fueron aquellas realizadas por cada
productor en el lote de produccion. Los lotes productivos presentaron un adecuado
manejo de adversidades (plagas, malezas y enfermedades). Solo se observo una
incidencia leve de carbon volador (Ustilago hordei) en el experimento 24 y de roya
amarilla (Puccinia striiformis f. sp. hordei) en el experimento 36. No se observaron
eventos adversos como caida de granizo o heladas tardias que afectaran a los cultivos.
Todos los experimentos se condujeron en secano. En los tratamientos aplicados, la
fertilizacidn nitrogenada y azufrada se realizé utilizando urea y yeso, respectivamente.
La fertilizacion con N y S se realiz6 al voleo, entre siembra y emergencia.
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Figura 2.1. Mapa del centro norte de la provincia de Buenos Aires, Argentina. Los
simbolos rojos corresponden a los experimentos (combinacion de sitio-afio). Los
simbolos amarillos refieren a las estaciones meteoroldgicas y a la localidad a la cual
pertenecen.

Las dosis medias de fertilizacion con Ny S aplicadas por el productor se presentan en
el Cuadro 2.1. En la mayoria de los casos, el N fue aplicado a la siembra y solo en el
26.1 % de los lotes de produccion se fracciono la dosis de N durante el ciclo del cultivo
(datos no presentados). La fertilizacion azufrada, a diferencia de la nitrogenada, fue
menos habitual. En el 41 % de los lotes de produccion no se aplico S. En los lotes donde
se aplico S, la dosis media fue de 8 kg S ha™. El antecesor mas frecuente fue el cultivo
de soja (i.e. 78.5 % de los casos, Cuadro S.2.2 del material suplementario). Los
productores son representativos de la zona a la cual pertenecen (Fig. S.2.1 del material
suplementario).

Cuadro 2.1. Estadisticas de resumen de las dosis de fertilizacion nitrogenada y azufrada
utilizada por los productores.

Dosis de fertilizacion Media Q25-Q75 Min - Max
Nitrogenada (kg N ha™) 68.6 453-994 42-1326
Azufrada (kg S ha™) 49 0-6.7 0-225

2.2.2. Mediciones

Se determind el dia de floracién segun Zadoks et al. (1974).. A la madurez de cosecha
del cultivo, se cosecharon manualmente 4 m lineales de biomasa aérea, en la zona
central de las unidades experimentales. Las muestras se secaron a 65 °C hasta alcanzar
peso constante y luego fueron trilladas en una trilladora estacionaria para determinar
rendimiento en grano y rastrojo. El rendimiento en grano se expresé en base seca.

Se determind la concentracion de N a través de digestion humeda y posterior
colorimetria (Baethgen y Alley, 1989), tanto en grano como en rastrojo. El porcentaje
de proteina en grano fue calculado multiplicando la concentracion de N en grano (en
base seca) por un factor de 6.25. Tanto para grano como rastrojo, el contenido de N en
la biomasa se calcul6 como el producto de la concentracion de N en grano o rastrojo y
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la cantidad de grano o rastrojo (en base seca). La cantidad de N absorbido a la madurez
del cultivo se calculé como la suma del contenido de N en grano y rastrojo.

En cada experimento (combinacion sitio-afio), se tomo una muestra compuesta de suelo
hasta 100 cm de profundidad a intervalos de 20 cm, durante las etapas iniciales del
cultivo (siembra a emergencia). Las muestras de suelo se secaron en estufa a 105 °C
hasta alcanzar peso constante. La [amina de humedad al metro de profundidad se
calculd como la suma de la masa de agua determinada en cada intervalo de 20 cm,
asumiendo una densidad aparente del suelo de 1.25 Mg m™.

El contenido de carbono orgénico del suelo se determiné a través del método de
Walkley y Black (1934), a partir de una muestra compuesta de suelo tomada a una
profundidad de 20 cm. El contenido de materia organica se calculd como el cociente
entre el contenido de carbono organico y 0.58.

2.2.3. Modelo de simulacion

El modelo de simulacion utilizado para estimar Yw y Yp fue Apsim Next Generation
(version 2021.1.20.5937) (Brown et al., 2014). Tanto la calibracién como la evaluacion
del modelo se llevaron a cabo con parte de los datos correspondientes a los
experimentos realizados a campo. La calibracién de la fenologia se realizo en dos
etapas: una calibracion sintética y luego una con datos provenientes de observaciones.
La fenologia se ajustd de manera inicial a través de la realizacidén de un experimento 'in
silico' o sintético, utilizando los parametros de desarrollo ajustado en el modelo
CronoCebada (http://cronocebada.agro.uba.ar/) (i.e. tiempo térmico entre siembra y
emergencia y entre emergencia y antesis) e informacidén meteorologica. Con esa
informacion se predijo la fecha de antesis a partir de distintas fechas de siembra (mayo a
agosto), en tres localidades con climas distintos (Balcarce, Junin y Marcos Juarez)
durante una serie de tiempo considerable (9 afios). Esas fechas de antesis predichas se
utilizaron para realizar una calibracién inicial de la fenologia del modelo de simulacion
Apsim. Posteriormente, se realiz6 una recalibracion de la fenologia utilizando las fechas
de antesis observadas en algunos experimentos cercanos a las estaciones meteoroldgicas
(con preferencia en los tratamientos +N o +NS) (Fig. S.2.2.a del material
suplementario). En el caso del rendimiento en grano, la calibracion se realizé utilizando
los tratamientos con rendimiento mas elevados, tanto para los que poseian agregado de
N (+N'y '+NS") como los que no ( 'Productor' y '+S") (Fig. S.2.2.b del material
suplementario). La calibracién del modelo tanto para la fenologia como para
rendimiento en grano se realizd con ensayos ubicados en la zona de Junin y Arribefios,
debido a que presentaban una mayor cercania a las estaciones meteoroldgicas o se
contaba con datos de precipitacion locales (esto ultimo en el caso de Arribefios). En el
caso de fenologia, la calibracion final se realizo con 9 observaciones, mientras que en el
caso del rendimiento en grano fue realizada con 26 de 84 situaciones (i.e.
combinaciones sitio-tratamiento con y sin agregado de N).

La evaluacion del modelo, tanto para fenologia como para el rendimiento en grano, se
realiz6 con un conjunto de datos independientes a los utilizados en el proceso de
calibracion y se utilizaron tanto experimentos cercanos como algunos de los mas
alejados de las estaciones meteorologicas. Para la evaluacidn del modelo en cuanto a su
capacidad de simular la fenologia (fecha de antesis) se utilizaron los tratamientos con
agregado de N (i.e. '+N' o '+NS') (Fig. 2.2.a). En el caso de la evaluacion del modelo
para la simulacion de rendimiento en grano se utilizaron tanto los tratamientos con
agregado de N (+N'y '+NS') como los que no ( 'Productor' y '+S') (Fig. 2.2.b). Los
valores de los parametros del genotipo ajustados durante el proceso de calibracion del
modelo de simulacion se presentan en el material suplementario (Cuadro S.2.1 del
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material suplementario). La capacidad de prediccion del modelo de simulacion fue
evaluada a través del coeficiente de determinacidn (R?) y de la raiz del error cuadratico
medio relativo (nRMSE).
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nRMSE = \/ Z 21:1_(11 )
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donde 'n' es el nimero de observaciones, 'y, es el valor observado, 'y, es el valor
simulado y 'y, es el promedio de los valores observados.
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Figura 2.2. Evaluacion del modelo de simulacion Apsim Next Generation (version
2021.1.20.5937) calibrado para el cv. “‘Andreia’ de cebada cervecera. a) Dias a
floracion, b) Rendimiento en grano. Los modelos lineales fueron ajustados a través de
minimos cuadrados ponderados (WLS, por sus siglas en inglés). Se indica el coeficiente
de determinacion (R?), la raiz del error cuadratico medio relativo (nRMSE) y el nimero
de observaciones (n). Las lineas punteadas refieren a la relacién 1:1 y las lineas
discontinuas refieren a = 5 y 20 % respecto a larelacion 1:1, en a) y b),
respectivamente. En b) cada simbolo corresponde al valor medio resultante de la
combinacion experimento-tratamiento y las barras verticales corresponden al error
estandar.

Los datos meteoroldgicos (temperatura minima, temperatura maxima, precipitaciones)
utilizados, con paso diario, fueron obtenidos de estaciones meteoroldgicas cercanas a
cada lote de produccion y provinieron del Servicio Meteorologico Nacional (Junin y
Nueve de Julio), el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuario (INTA Estacion
Experimental Agropecuaria Pergamino) y datos de precipitacion locales (Arribefios y
Rawson) (Fig. 2.3). Para los experimentos realizados en la zona de influencia de
Arribefios y Rawson se consideraron los datos de temperatura de Junin. Los lotes
ubicados en la zona de Arribefios y Junin presentaron una distancia media a la estacion
mas cercana (o fuente de informaciodn de precipitaciones en el caso de Arribefios) de 13
km (con un rango desde 2.5 a 31 km). Los lotes de produccion ubicados en la zona de
Venticinco de Mayo y Wheelwright fueron los mas alejados de las estaciones
meteoroldgicas que se utilizaron como referencias (i.e. Nueve de Julio y Pergamino,
respectivamente). Los lotes ubicados en la cercania de Veinticinco de Mayo se
encontraban en promedio a 72 km de la estacion meteoroldgica de Nueve de Julio (con
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un rango desde 63 a 76 km), mientras que los lotes ubicados en la cercania de
Wheelwright se encontraban a una distancia media de 38 km (con un rango desde 5 a 55
km). Debido a que no se contaba con datos de radiacion solar incidente para todas las
estaciones meteoroldgicas, se utilizaron datos obtenidos en The POWER Project
(https://power.larc.nasa.gov/), luego de ser corregidos a partir de observaciones locales
(Fig. S.2.3 del material suplementario).

Las caracteristicas climaticas de Junin, Nueve de Julio y Pergamino se resumen en la
figura 2.3. A partir de la mediana de precipitacion acumulada durante junio a noviembre
y la mediana de la temperatura media, se establecieron dos condiciones principales para
cada variable: afios cuya humedad y temperatura media durante el periodo junio a
noviembre se encontraron por debajo o por encima de la mediana. De la combinacion de
la clasificacion de las dos variables anteriores, se pudo clasificar los afios en: secos y
frescos; secos y calidos; humedos y frescos; himedos y calidos.
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Figura 2.3. Precipitacion acumulada y temperatura media para el periodo junio a
noviembre en distintos afios. Cada simbolo corresponde a un afio. Los simbolos llenos
refieren a los afios en los que se realizaron los ensayos experimentales, los simbolos
vacios refieren a los restantes afios de la serie en cada estacion meteoroldgica. Las lineas
discontinuas horizontales corresponden a la precipitacion acumulada mediana, mientras
que las lineas verticales indican las temperaturas medias medianas, correspondientes a la
serie de afios en cada estacidon meteorologica (Junin: 1995-2019, Nueve de Julio: 2003-
2018, Pergamino: 1995-2019).

Los perfiles de suelo utilizados en las simulaciones se obtuvieron a partir de la serie de
suelo identificada para cada experimento en base a la carta de suelos del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) (http://www.geointa.inta.gob.ar). Las
series identificadas fueron Junin, La Oriental, Norumbega, Veinticinco de Mayo,
Teodolina, Wheelwright, Hughes, Ortiz de Rosas, Santa Isabel, Rawson, Saforcada,
Arroyo Dulce y O’Higgins. La profundidad de los perfiles de suelo generados para ser
utilizados en las simulaciones se unifico a una profundidad de 1.8 m, de forma de
establecer la maxima capacidad de profundizacion de las raices del cultivo (i.e. ninguna
de las series de suelos utilizadas presentd impedancias fisicas que limitaran el desarrollo
radical a una profundidad menor) (Aramburu Merlos et al., 2015). Los valores de los
limites inferior y superior del suelo (LL y DUL, respectivamente) se calcularon en base
a Saxton et al. (1986). El limite inferior del cultivo (CLL) se estimo en base a Dalgliesh
et al. (2015). La concentracion de carbono organico en cada estrato subsuperficial del
perfil fue estimada a partir de la determinacion realizada en el estrato superficial (0 - 20
cm) segun la disminucion en profundidad propuesta por Dalgliesh et al. (2015). La
simulacion se inici6 el 1 de abril en cada experimento, a partir de la informacion de cual
fue el cultivo antecesor (Cuadro S.2.2) y su rendimiento medio departamental
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(Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2023). Se estim¢ la cantidad de residuo
remanente al 1 de abril en cada experimento, a partir de estimaciones realizadas en base
al indice de cosecha de biomasa de los distintos cultivos (Andrade y Sadras, 2000,
Alvarez et al., 2011) y la tasa de descomposicion de residuos (Richmond y Rillo, 2009;
Alvarez, 2015). Ademas, se supuso que el cultivo antecesor dejo un 15 % del agua util
en el perfil del suelo luego de su cosecha, por lo cual la recarga del perfil hasta la
siembra del cultivo de cebada dependio de la dindmica del agua en la simulacidn de
cada experimento. A la siembra de la cebada en el experimento, se asumi6 una
disponibilidad media de 35 y 60 kg N ha™ hasta 60 cm de profundidad, segun el suelo
sea arenoso o franco, respectivamente.

2.2.4. Calculo de brechas y variables complementarias

Tanto el rendimiento potencial de secano (Yw) como el rendimiento potencial (Yp) se
estimaron a través del modelo de simulacidn, segln la fecha de siembra y densidad
seleccionada por el productor en cada lote de produccion. El Yw se simulo6 en
condiciones no limitantes de N, lo cual se logré manteniendo un nivel de disponibilidad
de 100 kg N ha para el cultivo en los primeros 60 cm de profundidad del suelo, durante
todo su ciclo a través de fertilizaciones con N, de manera anéloga a lo realizado por
otros autores (Gobbett et al., 2016; Garcia et al., 2018). En las situaciones en las que se
determind la presencia de napa, la misma se simuld a través de la implementacion de
riego, manteniendo la humedad del suelo en valores cercanos al maximo disponible a la
profundidad a la cual se observd su presencia. En las situaciones en las que el
rendimiento observado de alguno de los tratamientos aplicados fue mayor al Yw
simulado, se utilizo el valor del maximo rendimiento observado de los tratamientos
como indicador de Yw. En estas situaciones se considero que el cultivo estuvo expuesto
a la presencia de napa, debido a que correspondian a casos en los que la eficiencia en el
uso del agua para producir grano basada en la precipitacion durante el ciclo del cultivo
(EUA.)) se encontro por encima de la EUA mediana (11.4 kg mm™) y ademas se
verifico que Yp era mayor que Yy 0 Yus.

El rendimiento potencial (Yp) en cada experimento se obtuvo a partir de la simulacion
sin limitaciones hidricas ni nitrogenadas durante el ciclo del cultivo. Para ello, se simul6
el agregado de N y la aplicacion de laminas de riego, a nivel de suficiencia de estos dos
factores (i.e. asegurando un contenido de 100 kg N ha™ disponible para el cultivo, hasta
los 60 ¢cm de profundidad y un contenido hidrico por encima del 80% de la capacidad de
campo hasta los 80 cm de profundidad, respectivamente), analogamente a lo realizado
por Garcia et al. (2018). Yg se calculé como la diferencia entre Yw y Ya. La diferencia
entre Yp e Yw es un indicador del grado de limitacion hidrica al que estuvo expuesto un

cultivo, suele denominarse WLI (por sus siglas en inglés) y se calculé relativo a Yp (i.e.
WLI=]1-Yw/Yp] * 100). De manera analoga a WLI, se calcularon distintos indices
con el fin de caracterizar la limitacion por N, S y ambos nutrientes combinados: NLI, es
un indicador de la limitacion por N que posee un cultivo; SLI, es un indicador de la
limitacion por S que posee un cultivo y NSLI, es un indicador de la limitacion por Ny S
combinados que posee un cultivo. Las limitaciones nutricionales se calcularon para el
rendimiento y la concentracion proteica de los granos. El calculo vario en funcién de la
presencia o no de interaccion N-S para el rendimiento y la concentracion proteica de los
granos, y del disefio experimental en cada experimento.

En el caso de rendimiento en grano:

- Y-NSLI (%) =(Yns - Ya) / Yw * 100; si el disefio experimental era factorial completo
(i.e. aquellos que contenian el tratamiento “+NS’).

- Y-NLI (%):
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Y-NLI (%) = (Yx - Ya)/ Yw * 100, si el disefio experimental era factorial incompleto
(i.e. se calculd como el efecto principal de N relativo a Yw).

Y-NLI (%) =(( (Yx-Ya)+(Yxs - Ys)1/2)/Yw * 100, si el disefio experimental era
factorial completo sin interaccion N-S (i.e. se calculd como el efecto principal de N,
relativo a Yw).

Y-NLI (%) = (Yns - Ys) / Yw * 100, si el disefio experimental era factorial completo
con interaccion N-S (i.e. se calculo como el efecto simple del agregado de N en
condiciones de elevada disponibilidad de S, relativo a Yw).

- Y-SLI (%):

Y-SLI (%) =(Ys-Ya)/ Yw * 100, si el disefio experimental era factorial incompleto
(i.e. se calculd como el efecto principal de S, relativo a Yw).

Y-SLI (%)= (Ys-Ya)+(Yns- Yn) 1/2)/ Yw * 100, si el disefio experimental era
factorial completo sin interaccion N-S (i.e. se calculd como el efecto principal de S,
relativo a Yw).

Y-SLI (%) =(Yns - Yn) / YW * 100, si el disefio experimental era factorial completo
con interaccion N-S (i.e. se calculd como el efecto simple del agregado de S en
condiciones de elevada disponibilidad de N, relativo a Yw).

Analogamente a rendimiento en grano, se calculo la brecha de proteina y los
respectivos indices de limitacion por N, S, Ny S combinados para la concentracion
proteica en grano. A diferencia del rendimiento en grano, en términos productivos, el
potencial de referencia para la concentracion proteica de los granos depende de la
calidad demandada por la industria mas que de la limitacion fisiologica del cultivo. Por
tal motivo, la brecha de proteina se referencié a la concentracion proteica en grano
promedio requerido por la industria maltera (i.e. GPi = 11 %). La brecha de proteina
(GPg) se calculd como la diferencia entre GPi1 y la concentracion proteica en grano
obtenida por el productor (GPa). Los distintos indices de limitacion por Ny S
considerados fueron:

- GP-NSLI (%) = (GPxs - GPa) / GP1 * 100; si el disefio experimental era factorial
completo (i.e. aquellos que contenian el tratamiento ‘+NS’).

- GP-NLI (%):

GP-NLI (%) = (GPx - GPa) / GPi * 100, si el disefio experimental era factorial
incompleto (i.e. se calculé como el efecto principal de N relativo a GP1).

GP-NLI (%) = ([ (GPx - GPa) + (GPxs - GPs) ]/2) / GP1 * 100, si el disefio
experimental era factorial completo sin interaccidén N-S (i.e. se calculdé como el efecto
principal de N, relativo a GP1).

GP-NLI (%) = (GPys - GPs) / GP1 * 100, si el disefio experimental era factorial
completo con interaccion N-S (i.e. se calculd como el efecto simple del agregado de N
en condiciones de disponibilidad de S, relativo a GPi).

- GP-SLI (%):

GP-SLI (%) = (GPs - GPa) / GPi * 100, si el disefio experimental era factorial
incompleto (i.e. se calculd como el efecto principal de S, relativo a GP1).

GP-SLI (%) = ([ (GPs - GPa) + (GPxs - GPx) ]/ 2) / GPi * 100, si el disefio
experimental era factorial completo sin interaccidén N-S (i.e. se calculdé como el efecto
principal de S, relativo a GP1).

GP-SLI (%) = (GPxs - GPx) / GPi * 100, si el disefio experimental era factorial
completo con interaccion N-S (i.e. se calculd como el efecto simple del agregado de S
en condiciones de disponibilidad de N, relativo a GP1).

En el caso de que alguna de las diferencias entre tratamientos fuera nula o negativa (i.e.
el numerador de los indices descritos anteriormente fuera < 0), se considero que el nivel
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de limitacion fue nulo. En el caso de que la concentracion proteica en grano de los
tratamientos (GPa, GPs, GPx y GPxs) fuera mayor a GPi, se considerd como el limite
superior para el calculo de las limitaciones (GP-NSLI, GP-NLI, GP-SLI) a GPi.

El calculo de la proporcidon de Yg debida a la nutricion nitrogenada y azufrada se
realiz6 a través del cociente entre la deficiencia de estos nutrientes e Yg. El nivel de
deficiencia con Ny S se calculd como la suma de la limitacién por Ny S (Y-NLIy Y-
SLI, respectivamente) en los experimentos con disefio factorial incompleto y como la
limitacion por N, Sy su interaccion (i.e. Y-NSLI) en los experimentos con disefio
factorial completo. De manera anéloga se realizé el calculo para GPg.

El calculo de la proporcion de la limitacion del rendimiento en grano por Ny S debida
a cada uno de estos nutrientes se realizé para cada experimento a partir de la suma de la
limitacion por Ny S (i.e. NLI + SLI):

- Proporcién de brecha por Ny S debida a N (%) = Y-NLI/ (Y-NLI + Y-SLI) * 100.

- Proporcién de brecha por Ny S debida a S (%) = Y-SLI/ (Y-NLI + Y-SLI) * 100.

Analogamente, se realizo el calculo de la proporcion de la brecha de proteina por Ny S
debida a cada uno de estos nutrientes, a partir de GP-NLI y GP-SLL

2.2.5. Analisis de datos

Las relaciones entre variables de interés se ajustaron a través de modelos lineales y no
lineales generalizados, teniendo en cuenta la correlacion entre errores y la
heterogeneidad de varianza (funciones gls y gnls del paquete nlme, Pinheiro et al.,
2022). En presencia de heterocedasticidad, se ajustaron modelos con diferentes modelos
de varianza y se ordenaron de acuerdo al valor de Bayesian Information Criterion (BIC).
Se selecciond el modelo con menor BIC (Burnham y Anderson, 2002). Los efectos de
interés sobre las variables estudiadas se analizaron a través de pruebas de cociente de
verosimilitud (LRT por sus siglas en inglés), bajo distribuciones y*. El R? se calculd en
base a Nagelkerke (1991).

La relacion entre el rendimiento en grano y entre la concentracion proteica de los granos
y la cantidad de nutriente absorbido se ajusto utilizando un modelo esférico (Setiyono et
al., 2010) (Ecuacion 2.1).

3 :
y = b (5 (7) _% (%) )’ B e (Ecuacion 2.1)
b, si e >e

donde: 'y' es el rendimiento en grano (Mg ha™) o la concentracion proteica de los granos
(%), 'x' es la cantidad de nutriente absorbido (kg ha™), 'b' es el maximo rendimiento en
grano (Mg ha') o la maxima concentracidn proteica en grano (%) y 'c' es la minima
cantidad de nutriente absorbido necesaria para alcanzar el maximo rendimiento en grano
(kg ha') o la maxima concentracién proteica en grano (%).

Tanto para el rendimiento en grano como para la concentracion proteica de los granos,
la funcién de frontera superior (cuantil 90 %, Q90), la mediana (cuantil 50 %, Q50) y la
funcion de frontera inferior (cuantil 10%, Q10) se ajustaron a través de regresiones por
cuantiles (Cade y Noon, 2003), utilizando el paquete quantreg (Koenker, 2022).

El efecto de los tratamientos en cada experimento sobre el rendimiento y la
concentracion proteica en grano se evalu6 a través de modelos lineales mixtos,
utilizando el paquete nlme (Pinheiro et al., 2022). En ambos modelos se considero al
tratamiento, al experimento y a la interaccion experimento-tratamiento como efectos
fijos, mientras que bloques anidados en experimento fue considerado efecto aleatorio.
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Se evalué la presencia de heterocedasticidad, por lo que se ajustaron distintos modelos
que la contemplen y se selecciond a través del BIC. Los contrastes entre tratamientos en
cada experimento se evaluaron utilizando el paquete emmeans (Lenth, 2022). Los
intervalos de confianza y los valores-p de los contrastes se ajustaron a través de la
distribucion t multivariada (Hothorn et al., 2008). El efecto del agregado de Ny S se
evaluo en todos los experimentos, mientras que la interaccion N-S solo se evaluo en los
experimentos con disefio factorial completo (i.e. experimentos realizados durante 2016-
2019).

La determinacion de predictores de la limitacion del rendimiento en grano por S (Y-
SLI) se realizo a través de arboles de regresiones aleatorios (random forest) utilizando el
paquete randomForest (Liaw y Wiener, 2022). Todos los analisis estadisticos se
realizaron utilizando el software estadistico R (R Core Team, 2022).

La relacidn general entre la concentracion proteica y el rendimiento en grano (i.e. la
relacion a través de los experimentos) se evaluo a través de un modelo lineal mixto en el
que se consider¢ el rendimiento en grano como un factor fijo, mientras que
experimento, tratamiento anidado dentro de experimento y bloque anidado en
experimento fueron considerados factores aleatorios.

2.3. Resultados
2.3.1. Rendimiento en grano

2.3.1.1. Rendimiento en grano logrado y potencial

La gran variabilidad explorada en los distintos ambientes (combinacion de sitio-afio) se
reflejé en el rango de rendimiento en grano explorado, tanto en los lotes de produccion
(i.e. el tratamiento ‘Productor’, Ya) como en los tratamientos con agregado de nutriente
por encima de lo aplicado en cada lote (tratamientos ‘+S’, “+N’, “+NS’, Cuadro 2.2). En
términos generales, el rendimiento en grano medio logrado por los productores (Ya) fue
similar al de Ys (i.e. 4.8 y 4.9 Mg ha"), mientras que los correspondientes a Yy Yus
fueron superiores (i.e. 5.5y 5.9 Mg ha’', Cuadro 2.2). El rendimiento en grano de los
tratamientos nitrogenados present6 la menor variabilidad (expresada como el cociente
maximo/minimo) (i.e. ~ 2.9y 2.3, para Yy y Yus, respectivamente).
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Cuadro 2.1. Estadisticas de resumen de variables e indices asociados a rendimiento en

grano.

Variable Media Q25-Q75  Min-Méx
Rendimiento en grano (Mg ha™)
Productor (Ya) 4.8 38-59 1.5-76
+S (Ys) 4.9 39-59  13-75
+N (Ya) 55 43-67 26-76
+NS (Yxs) 5.9 52-6.7 34-8.1
Rendimiento potencial de secano
(Yw, Mg ha') 6.5 63-73 33-8.1
Rendimiento potencial (Yp, Mg ha™) 7.1 6.7-175 63-8.1
Brecha de rendimiento (Yg, Mg ha™) 1.7 08-22 0.1-47
Brecha de rendimiento (Yg, % Yw) 26.1 12.8-349 22-727
Indice de limitacion por agua (WLIL, % Yp) 8.6 0-8.6 0-556
Indice de limitacion del rendimiento en grano
por Ny S en conjunto (Y-NSLIL % Yw) 14.1 39-17.9 0-455
Indice de limitacion del rendimiento en grano
por S (Y-SLL % Yw) 6.2 03-79 0-364
Indice de limitacién del rendimiento en grano 146 46-201 0-528

por N (Y-NLIL % Yw)

El rendimiento se expreso en base seca.
Q25-Q75: cuantiles 25 y 75 %, respectivamente.

Los valores medios y el rango de valores de Ya, Yw e Yp se presentan en el Cuadro
2.2. En el 50 % de los lotes evaluados el Ya fue menor a 4.9 Mg ha™', mientras que se

observaron rendimientos menores a 5.6, 6.7y 7.1 Mg ha™ para Y~, Yw e Yp,

respectivamente (Fig. 2.4).
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10 ‘ Figura 2.4. Frecuencia relativa
acumulada de rendimiento en grano
logrado (Ya), rendimiento en
grano tratamiento '+N' (Yv),
rendimiento en grano potencial de
secano (Yw) y rendimiento en
grano potencial (Yp). La linea
discontinua indica la probabilidad
acumulada del 50 %. Ya
corresponde al rendimiento en
grano obtenido por el productor en
las combinaciones de sitio-afio (i.e.
experimentos), Yw e Yp fueron
calculados mediante el modelo de
simulacion Apsim Next Generation
0T % 5 & 3 & o (version2021.1205937).
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2.3.1.2. Brecha de rendimiento en grano y limitaciones por Ny S

Los valores medios y el rango de valores de la brecha de rendimiento en grano, la
limitacion del rendimiento en grano por disponibilidad hidrica, N, S y por ambos
nutrientes combinados, se presentan en el Cuadro 2.2. El grado de limitacion hidrica fue
asimétrica (i.e. asimetria de WLI = 1.7, indicando asimetria positiva, con la cola de la
distribucion hacia la derecha). Por un lado, en el 48 % de las situaciones no se observo
deficiencia hidrica (Yw = Yp) mientras que, por otro lado, el 20 % de los casos presentd
limitaciones hidricas entre 22 y 56 % del Yp (Fig. 2.5.a). Respecto a Yg, en el 50 % de
los lotes evaluados fue menor al 23 % del Yw. Sin embargo, el 24 % de los lotes
presentaron valores de Yg comprendidos entre el 40y 73 % del Yw (Fig. 2.5.a). La
limitacion del rendimiento en grano por Ny por Ny S en conjunto fue similar (i.e. las
curvas de frecuencia acumulada de Y-NLIy Y-NSLI presentaron una considerable
superposicion, Fig. 2.5.a). La limitacion del rendimiento en grano por S (Y-SLI) fue
menor que la observada para Ny NS (Fig. 2.5.a). La proporcion de Yg debida a la
nutricién con Ny S fue en promedio de 0.61 (calculada como el promedio de cocientes
entre la deficiencia nutricional por Ny S,y Yg en cada experimento). En el 50 % de los
casos, la proporcion de la brecha de rendimiento en grano debida a Ny S presentd
valores entre 0.36 y 0.94 (Q25-Q75). A partir de la descomposicion de la limitacion del
rendimiento en grano debida a Ny S en la contribucion relativa de cada uno de estos
nutrientes, se observo una contribucion mayoritaria por parte del N. Del total de la
limitacion del rendimiento en grano debidaa Ny S, en el 28.5 % de los casos no se
observo ninguna limitacion por S, mientras que el 92.8 % de las situaciones presento
algiin grado de limitacion por N (Fig. 2.5.b). En el 50 % de las situaciones, solo menos
del 12.3 % de la limitacion del rendimiento en grano atribuible a Ny S se debid a una
limitacion por S, mientras que en el caso de N, represento el 74.1 % de la limitacion del
rendimiento en grano atribuible a Ny S (Fig. 2.5.b). Por otro lado, mientras que las
menores limitaciones del rendimiento en grano por N se asociaron a elevados
rendimientos logrados por los productores (p < 0.001), la limitacién del rendimiento en
grano por S no se relacionod con el nivel de produccion a nivel de productor (p = 0.20)
(Fig. 2.5.c). Si bien se comprob¢ la existencia de una relacion entre las limitaciones del
rendimiento en grano debidoa Ny S (i.e. Y-SLI, Y-NLIy Y-NSLI), la variabilidad en
las observaciones es uno de los puntos més destacables (p < 0.05, R2=0.03) (Fig.
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2.5.d). A pesar de la dispersion observada en las observaciones, puede identificarse que
la mayor frecuencia y magnitud de las limitaciones corresponden a N (i.e. Y-NLIy Y-
NSLI), principalmente en las situaciones de elevado Yw (> 6 Mg ha) (Fig. 2.5.d). Por
otro lado, si bien se verifico una relacion entre WLI y la limitacion del rendimiento en
grano por Ny S, la dispersion de las observaciones es una caracteristica a mencionar (p
<0.05, R2=0.04). Sin embargo, pueden identificarse dos poblaciones de situaciones:
aquellos cultivos que no presentaron una limitacion hidrica aunque si algun grado de
limitacion por Ny S (i.e. presentaron una mayor limitacion por N y/o S que por
disponibilidad hidrica, observaciones sobre el eje de abscisas), y aquellos casos en los
que se presentaron tanto deficiencias hidricas como por N y/o S (observaciones
dispersas sobre la parte central del grafico) (Fig. 2.5.¢e).
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Figura 2.5. a) Frecuencia relativa acumulada de la brecha de rendimiento (Yg), el indice
de limitacion del rendimiento en grano por disponibilidad hidrica (WLI), S (Y-SLI), N
(Y-NLI) y Ny S combinados (Y-NSLI). WLI se relativizé respecto a Yp, mientras que
Yg, Y-SLI, Y-NLIy Y-NSLI fueron relativizados respecto a Yw. b) Frecuencia relativa
acumulada de la proporcion de limitacion del rendimiento en grano debidaa Ny S,
atribuible a cada uno de estos nutrientes. La linea discontinua indica la probabilidad
acumulada del 50 %. c) Relacion entre los indices de limitacion del rendimiento en
grano por N o S y el rendimiento obtenido en cada lote. d) Relacion entre los indices de
limitacion del rendimiento en grano por N o S y el rendimiento potencial en secano
(Yw). e) Relacion entre el indice de limitacion del rendimiento en grano por
disponibilidad hidrica (WLI) y los indices de limitacion del rendimiento en grano por N
o S. Cada simbolo corresponde a la media de cada variable en cada experimento.
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Las principales variables que explicaron a Y-NLI fueron la fertilizacion nitrogenada
realizada por los productores, la humedad de suelo al inicio del ciclo del cultivo, el
contenido de materia organica del suelo e Yp. La relacion entre Y-NLI y las tres
principales variables mencionadas fue de forma tal que Y-NLI aumento frente a bajas
dosis de fertilizacion N, bajo contenido de humedad inicial en el suelo y bajo contenido
de materia organica en el suelo (Fig. 2.6.a, b y ¢, respectivamente).

Las principales variables que explicaron a Y-SLI fueron el rendimiento en grano del
tratamiento ‘“+N’, la humedad del suelo medida en estadios iniciales del ciclo del
cultivo, el contenido de materia organica del suelo en el estrato superficial y WLI. El Y-
SLI aumenté en condiciones conjuntas de alta disponibilidad de N y bajos rendimientos,
en suelos con bajo contenido de materia organica en su estrato superficial y, ademas, en
situaciones de baja disponibilidad hidrica (Fig. 2.6.d, f'y e, respectivamente).
Anélogamente, se observaron incrementos en el rendimiento en grano debido al
agregado de S, sélo en condiciones de alta disponibilidad de N (i.e. interaccion N-S)
(Cuadro S.23.1y S.2.3.2).

Y-NLI predicho (% Yw)
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Figura 2.6. Relacion entre el indice de limitacion por N predicho a través del modelo de
arboles de regresiones aleatorios (random forest) y a) la dosis de fertilizacion
nitrogenada aplicada por el productor, b) el contenido de humedad del suelo a un metro
de profundidad (mm), ¢) el contenido de materia orgdnica en el estrato 0-20 cm.
Relacién entre el indice de limitacion por S predicho a través del modelo de arboles de
regresiones aleatorios (random forest) y d) el rendimiento obtenido en el tratamiento
‘+N’, e) el contenido de humedad del suelo a un metro de profundidad (mm), f) el
contenido de materia organica en el estrato 0-20 cm. Las curvas corresponden a las
regresiones locales ajustadas (LOESS, por sus siglas en inglés). Los predichos
obtenidos a partir del arbol de regresiones se calcularon en base a los efectos parciales
(marginales) de las variables predictoras.
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2.3.2. Proteina en grano

2.3.2.1. Proteina en grano lograda y potencial seglin la industria maltera

De forma analoga a rendimiento, la gran variabilidad explorada en los distintos
ambientes (combinacidn de sitio-afio) se reflejo en el rango explorado de concentracion
en grano, tanto en los lotes de produccion (i.e. el tratamiento ‘Productor’, GPa) como en
los tratamientos con agregado de nutriente por encima de lo aplicado en cada lote
(tratamientos ‘+S°, “+N’, “+NS’, Cuadro 2.3). La concentracién proteica media y el
rango de valores de proteina en grano obtenido en los lotes de produccion (GPa) se
presentan en el Cuadro 2.3. En términos generales, el valor medio de GPa fue similar al
de GPs (i.e. 8 y 7.9 %, Cuadro 2.3) y ambos inferiores a los observados en los
tratamientos nitrogenados (i.e. 10.2 y 10.8 %, en GPn y GPus, respectivamente). Tanto
GPa como los tratamientos nitrogenados presentaron una variabilidad similar
(expresada como el cociente maximo/minimo) (i.e. ~ 1.6, 1.9y 1.7 en GPa, GPn y GPxs,
respectivamente), mientras que la variabilidad de GPs fue algo superior (~ 2.4, Cuadro
2.3).

Cuadro 2.2. Estadisticas de resumen de variables e indices asociados a la concentracion
proteica de los granos.

Variable Media Q25-Q75 Min - Max

Proteina en grano (%)

Productor (GPa) 8.0 7.1-9.0 58-98
+S (GPs) 7.9 72-88 4.4-10.9
+N (GPy) 102 95-109  7.1-13.6
+NS (GPys) 108  99-11.7  79-14.1
Brecha de proteina (GPg, %) 29 20-38 1.1-51
Brecha de proteina (GPg, % GP1) 26.5 18.1-35.1 10.6-47.1

Indice de limitacién de la concentracion
proteica por N, Sy su interaccion (GP-NSLI, 19.5 13.4-228 1.1-47.18
% GPi)

Indice de limitacion de la concentracion

proteica por S (GP-SLI, % GPi) 2.7 0-35 0-2238

Indice de limitacién de la concentracion
proteica por N (GP-NLI, % GP1)

Q25-Q75: cuantiles 25 y 75 %, respectivamente.
GPi: 11 %.

18.3 126 -225 0.6-42.5

La totalidad de los lotes de produccion presentaron valores de proteina menores al
requerimiento medio de la industria (i.e. GPi = 11 %, Fig. 2.7). Solamente el 11.9 % de
los lotes productivos presentaron granos cuya concentracion proteica se encontraba por
encima del limite inferior de requerimiento de la industria (i.e. 9.5 %) (Fig. 2.7). En el
caso de GPy, solo el 23.8 % de las situaciones presentaron valores de concentracion
proteica por debajo del 9.5 %, mientras que el 4.7 % presento valores por encima del
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limite superior demandado por la industria maltera. Por tanto, en la gran mayoria de las
situaciones de GPx se observaron granos aptos para la industria maltera (i.e. el 71.4 %
de los casos).

10 Figura 2.7. Frecuencia relativa
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2.3.2.2. Brecha de proteina en grano y limitaciones por Ny S

El valor medio y el rango tanto de GPg, como de la limitacion de la concentracion
proteica del grano por N, Sy por Ny S combinados (GP-NLI, GP-SLIy GP-NSLI,
respectivamente) se presentan en el Cuadro 2.3. El 50 % de los lotes evaluados
presentaron valores de GPg de hasta el 27.1 % de GP1, algo mayor al observado en Yg
(i.e. 23 %) (Fig. 2.8.a). Por otro lado, solo el 4.7 % de los casos presentaron GPg
mayores al 40 % del GPi (Fig. 2.8.a). De manera analoga a lo observado para
rendimiento, la limitacion de la concentracion proteica en grano por Ny por Ny S en
conjunto fueron similares (i.e. las curvas de GP-NLY y GP-NSLI tuvieron un elevado
nivel de superposicion) (Fig. 2.8.a). La proporciéon de GPg debida a Ny S fue en
promedio de 0.73 (calculada como el promedio de cocientes entre la deficiencia
nutricional por Ny S, y GPg en cada experimento). En el 50 % de los casos, la
proporcion de GPg debidaa Ny S estuvo comprendida entre 0.63 y 1 (i.e. Q25-Q75).
Del total de la limitacion de la concentracion proteica por Ny S, en el 50 % de los
casos la limitacién debida a S fue menor al 6.2 % de GPi, mientras que en el caso de N
fue de hasta el 93.7 % de la limitacion de la concentracion proteica en grano atribuible a
Ny S (Fig. 2.8.b). Tanto la limitacién de la proteina por S (GP-SLY) como por N (GP-
NLY) disminuyeron frente al incremento en la concentracion proteica lograda a nivel de
lote (p <0.001). Mientras que GP-SLI disminuy6 ~ 1.6 % por cada punto de incremento
de la concentracion proteica, GP-SNLI lo hizo a una tasa de ~ 3.5 % (Fig. 2.8.c). Sin
embargo, GP-NLI fue en promedio ~ 7 veces superior a GP-SLI (Cuadro 2.3). Cuando
la concentracion proteica se encontraba sobre el limite inferior del requerimiento de la
industria (9.5 %), la limitacion por N fue de 13 %, mientras que en el caso de S fue de
0.9 % (Fig. 2.8.c). Cabe destacar que por debajo de ~ 8 % de GPa, la variabilidad tanto
de GP-NLY como de GP-SLY aument6. No se observo relacion entre los indices de
limitacion nutricional de la concentracion proteica en grano debidaa Ny Sy Yw (p =
0.86 para GP-SLI, p = 0.23 para GP-NLI y p = 0.97 para GP-NSLI) (Fig. 2.8.d). En
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términos medios puede observarse que en la mayoria de las situaciones no se observo
limitacion por agregado de S (i.e. GP-SLI ~ 0), mientras que las limitaciones
nitrogenadas fueron las que frecuentemente afectaron a los cultivos (Fig. 2.8.d). Por otro
lado, en concordancia con el comportamiento observado con el rendimiento en grano,
no se observo relacidon entre WLI y la limitacion de la concentracion proteica de los
granos debidaa Ny S (p =0.54, Fig. 2.8.¢). De hecho, el patron observado en la
distribucion de los puntos fue similar al de rendimiento en grano (Fig. 2.5.e), dado que
se presentaron pocas situaciones en las que el rendimiento en grano estuvo limitado por
disponibilidad hidrica y nutricional, y por otro lado, en la gran mayoria de las
situaciones se observé una mayor limitacion de la concentracidn proteica debidaa Ny S
respecto a la hidrica (con preponderancia de N) (i.e. observaciones sobre el eje de las
abscisas) (Fig. 2.8.¢).
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Figura 2.8. a) Frecuencia relativa acumulada de la brecha de proteina (GPg), el indice
de limitacion de la concentracion proteica por S (GP-SLI), N (GP-NLI) y Ny S
combinados (GP-NSLI). b) Frecuencia relativa acumulada de la proporcion de
limitacion de la concentracion proteica de los granos debida a Ny S, atribuible a cada
uno de estos nutrientes. La linea discontinua indica la probabilidad acumulada del 50 %.
¢) Relacion entre los indices de limitacion por Ny Sy la concentracion proteica
obtenida en cada lote. d) Relacion entre los indices de limitacion de concentracion
proteica por Ny S y el rendimiento en grano potencial en secano. €) Relacion entre el
indice de limitacion del rendimiento en grano por disponibilidad hidrica (WLI) y los
indices de limitacidon de concentracion proteica en grano por N o S. Cada simbolo
corresponde a la media de cada variable en cada experimento.



60

2.3.3. Relacion entre rendimiento y proteina en grano

2.3.3.1. Relacién entre proteina y rendimiento en grano

No se observo una asociacion general entre la concentracion proteica y el rendimiento
en grano (i.e. la relacién a través de los experimentos, p = 0.54). Sin embargo, la
relacion entre la concentracidn proteica de los granos y el rendimiento en grano varid
segun el experimento (i.e. fue distinta dentro de cada experimento, p <0.001, Fig.
2.9.a). En 7 de los 42 experimentos realizados, se observé una relacion positiva entre la
concentracion proteica y el rendimiento en grano, mientras que en 3 experimentos se
observo una tendencia a asociarse positivamente entre estas variables (p < 0.10). En 9
de los 10 experimentos en los que se observo asociacion o tendencia a asociarse entre la
concentracion proteica y el rendimiento en grano, la relacion fue positiva (Cuadro
S.2.4). La concentracion proteica de los granos incremento entre 0.5y 2.7 % por cada
tonelada de incremento en el rendimiento en grano en aquellos experimentos en los que
la relacion entre proteina y rendimiento en grano fue positiva. En la mayoria de los
experimentos (32 de 42 experimentos) no se observo relacion entre la concentracion
proteica y el rendimiento en grano (Cuadro S.2.4).

En cada uno de los experimentos, la concentracion proteica de los granos fue
modificada por los tratamientos (p < 0.001). Los tratamientos nitrogenados presentaron
una concentracion proteica mayor al promedio obtenido en cada experimento (i.e. 0.8 y
1.0 %, en “+N’ y “+NS§’, respectivamente) (Fig. 2.9.b). Por el contrario, los tratamientos
en los que no se agregd N por encima de la dosis del productor se observo una
concentracion proteica inferior al promedio en cada experimento (i.e. -0.7 y -0.8 %, en
‘Productor’ y “+S’, respectivamente) (Fig. 2.9.b).
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Figura 2.9. a) Relacion entre la concentracion proteica y el rendimiento en grano. Las
lineas corresponden a los ajustes lineales en cada experimento. Las lineas discontinuas
azules refieren ajustes no significativos y las lineas sélidas rojas corresponden a los
ajustes lineales significativos para un nivel de significancia de a = 0.05. El valor-p y el
R? corresponden al modelo lineal ajustado. b) Efecto de los tratamientos aplicados sobre
los residuales de la relacion proteina-rendimiento en grano. En b) letras distintas indican
diferencias entre tratamientos (al nivel de significancia de o = 0.05).

2.3.3.2. Brecha de rendimiento y de proteina en grano

En términos de magnitud, Yg fue mayor respecto a GPg (hay mayor rango en el eje x
que en el eje y), alcanzando valores de hasta el 72.7 % (Fig. 2.10.a). Sin embargo, en la
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mayoria de las situaciones GPg fue mayor a Yg (i.e. el 61.9 % de las observaciones se
encontraron por encima de la linea 1:1, Fig. 2.10.a). En términos medios, GPg no difirio
de Yg (26.5 vs. 26.1 %, p = 0.83). Ademas, GPg no se asocio a Yg (i.e. el intervalo de
confianza de la pendiente incluyé a cero).

A partir de la separacion de las observaciones en funcion de su distribucion respecto a
lalinea 1:1, se conformaron dos grupos de situaciones: aquellas en las que GPg fue
mayor a Yg (i.e. observaciones por encima de la linea 1:1) y las situaciones en las que
GPg fue menor a Yg (i.e. observaciones por debajo de la linea 1:1). En los casos en los
que GPg > Yg, la media de GPg fue de 26.9 %, mientras que la de Yg fue de 15.7 %y,
ademas, ambas brechas estuvieron correlacionadas (r = 0.65, p <0.001). Por otro lado,
en las situaciones en las que GPg < Yg, la media de Yg fue de 43.1 %, la de GPg fue de
25.9 % y no se observo relacion entre ambas brechas (p =0.11).

Las funciones de frontera superior e inferior y la mediana ajustadas a la relacion entre
el rendimiento en grano y la cantidad de N absorbido por el cultivo (RG90, RG10 y
RGS50, respectivamente) se representaron a través de funciones esféricas y, por tanto,
presentaron un rendimiento en grano maximo o plateau (Fig. 2.10.b). La funcién RG90
representa a las situaciones de rendimiento en grano mas elevado (i.e. los valores de
rendimiento correspondientes al decil superior) para cada cantidad de N absorbido (Fig.
2.10.b). En las condiciones de mas alto rendimiento en grano (funcion RG90), para
alcanzar el maximo rendimiento en grano (i.e. 7.9 Mg ha™', parametro b, Ec. 2.1) el
cultivo requirié absorber al menos 145 kg N ha™' (parametro ¢, Ec. 2.1). Con este nivel
de N absorbido por el cultivo (i.e. 145 kg N ha) y en las en las situaciones de mayor
dilucién de N (funcion GP10, Fig. 2.10.c) se alcanzaria una concentracion proteica en
grano maxima de 9.1 %. En las condiciones medianas de rendimiento en grano (funcién
RGS50), para obtener el maximo rendimiento en grano (i.e. 6.3 Mg ha™) el cultivo
requirio absorber al menos 130.1 kg N ha' (Fig. 2.10.b). Para estas mismas condiciones
de concentracion proteica en grano (i.e. funcion GPS0, Fig. 2.10.¢), se esperaria
alcanzar una concentracidn de hasta 9.8 % de proteina. La cantidad de N que requirid
absorber un cultivo para alcanzar la concentracion proteica en grano media demandada
por la industria (i.e. 11 %) fue mayor a la necesaria para maximizar el rendimiento en
grano (Fig. 2.10.d).

Las funciones de frontera superior e inferior y la mediana ajustadas a la relacion entre
la concentracion proteica de los granos y la cantidad de N absorbido por el cultivo
(GP90, GP10 y GP50, respectivamente) se representaron a través de funciones lineales
(Fig. 2.10.¢). La funcion GP90 de la concentracion proteica de los granos representa a
las situaciones correspondientes a los valores mas altos de concentracion proteica
alcanzados para cada cantidad de N absorbido, y por tanto, se corresponde a las
situaciones de maximas concentraciones de N en los granos (Fig. 2.10.c). En estas
condiciones de elevada concentracion proteica en grano (funcion GP90), para alcanzar
un nivel de proteina en grano del 11 % el cultivo requirié absorber 100 kg N ha'. En las
condiciones medianas de concentracion proteica en grano (funcion GP50) el cultivo
requiri6 absorber 161.7 kg N ha™ para alcanzar un nivel de proteina en grano del 11 %
(Fig. 2.10.¢).
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Figura 2.10. a) Relacion entre la brecha de proteina y la brecha de rendimiento de cada
lote. La linea punteada corresponde a la relacion 1:1. Los simbolos corresponden al
valor medio de las variables en cada experimento. Relacion entre b) el rendimiento y ¢)
la concentracion de proteina en grano con el nitrégeno absorbido por el cultivo a
madurez. d) Relacion entre el rendimiento y la concentracidn proteica en grano en
condiciones medianas, y la cantidad de nitrogeno absorbido por el cultivo (RG50 y
GP50). En b) las funciones esféricas ajustadas corresponden a los cuantiles 90, 50 y 10
% (funciones RG90, RG50 y RG10, respectivamente). Los simbolos sobre las funciones
indican el punto donde se alcanza el rendimiento maximo (y la cantidad de N absorbida
requerida para ello). En c) las funciones lineales ajustadas corresponden a los cuantiles
90, 50y 10 % (funciones GP90, GP50 y GP10, respectivamente). Los simbolos sobre
las funciones indican el punto donde se alcanza la una concentracion proteica en grano
del 11 % (y la cantidad de N absorbida requerida para ello). Las situaciones
correspondientes a GP10 no alcanzaron la concentracion proteica en grano del 11 %. En
b) y ¢), los colores de los simbolos corresponden a los tratamientos aplicados. Los
parametros estimados de las funciones ajustadas se presentan en el cuadro S.2.5 del
material suplementario. En d) la linea roja corresponde a la funcion RG50, mientras que
la amarilla corresponde a la funcién GP50. En ¢) y d), la linea discontinua horizontal
indica el requerimiento de concentracion proteica en grano de referencia de la industria
(i.e. GPi, 11 %).
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Las situaciones de rendimientos elevados se correspondieron con las situaciones de
menor concentracion proteica en grano (i.e. las observaciones inferiores a GP50 se
ubicaron por encima de la porcidén media de rendimientos) (Fig. 2.11).
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2.4. Discusion

En el presente capitulo se cuantificaron Yg y GPg a través de la implementacién de un
modelo de simulacion y ensayos a campo, lo que ademas permiti6 calcular el nivel de
limitacion nitrogenada y azufrada en ambas brechas. Se exploro una gran variabilidad
de ambientes (combinacion de sitio x afio x tratamiento) lo cual se evidenci6 en el rango
estudiado de rendimiento en grano (Cuadro 2.1). Los valores de rendimiento en grano
explorados en el presente trabajo fueron similares a los reportados recientemente en
otros trabajos realizados en la region en el cultivo de cebada cervecera y forrajera
(Prystupa et al., 2018; Reussi Calvo et al., 2022). El valor medio de Yp es similar a los
simulados bajo condiciones no limitantes de agua y N en la misma region en el cultivo
de cebada (i.e. 7.5 Mg ha', como promedio de la zona de estudio que comprende este
trabajo) (Garcia et al., 2018).

El valor medio de Yg fue 26.1 % de Yw (equivalente a 1.7 Mg ha', Cuadro 2.1) y, en
promedio, ~ 62 % de Yg se debio a la nutricion nitrogenada y azufrada. Del total de la
limitacion del rendimiento en grano debida a Ny S, 1a mayor proporcién de la
limitacion correspondio a N: en el 50 % de las situaciones la proporcion atribuible a N
fue de hasta el 74.1 %, mientras que en el caso de S solo se alcanzaron valores mayores
a esta proporcion de la limitacion en el 12.3 % de las situaciones (Fig. 2.5.b). En
concordancia con el presente trabajo, Mueller et al. (2012) estimaron que Yg de cebada
en Argentina era 30.6 % del rendimiento alcanzable, lo que equivalia a 1.08 Mg ha™
(expresado en rendimientos del afio 2000) y, ademas, que gran proporcion de esta
brecha de rendimiento se debia a deficiencias nutricionales. En otro estudio realizado a
escala regional determinaron que Yg en el cultivo de trigo, para las dos regiones en las
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que se encuentran los experimentos realizados en el presente trabajo, fue en promedio
de 35 % del Yw (equivalente a 2.1 Mg ha™') (Aramburu Merlos et al., 2015). Sin
embargo, a partir del mismo trabajo y al considerar la estacion meteorologica mas
cercana a los experimentos realizados en este estudio (i.e. Pergamino), la brecha de
rendimiento para el cultivo de trigo fue de 25 % del Yw (equivalente a 1.4 Mg ha™), el
cual es un valor similar al obtenido en el presente trabajo.

En los estudios de brecha de rendimiento en grano realizados a escalas mayores (i.e.
regionales y/o nacionales), tanto Yw como Yg se estiman a partir de una serie de afios,
por lo que la variabilidad en estas variables surge de la variabilidad climéatica durante
ese periodo de tiempo (e.g. Aramburu Merlos et al., 2015; Gobbett et al., 2016). A
diferencia de los trabajos realizados a escalas mayores, en el presente estudio, la
variabilidad climatica es mucho menor por dos motivos. Por un lado, si bien el presente
estudio contempla un periodo de tiempo considerable (i.e. desde el afio 2014 a 2019), la
escala espacial es mucho mas acotada y, por consiguiente, las precipitaciones anuales (y
su distribucion) fueron similares para los experimentos realizados en un mismo afio. Por
otro lado, si bien los experimentos fueron realizados en secano, la mayoria de los afios
presentaron caracteristicas de himedos: en todos los afios la precipitacion durante el
ciclo del cultivo fue similar o se encontro por encima de la mediana, salvo el afio 2016
en Junin y Nueve de Julioy el 2019 en Pergamino (Fig. 2.3). Mas ain, en los afios en
los que las precipitaciones durante el ciclo del cultivo fueron menores a la mediana, las
diferencias fueron pequefias (i.e. las deficiencias hidricas podrian considerarse leves o
moderadas), sobre todo teniendo en cuenta que en algunos de los experimentos se
determino o hubo indicios de la presencia de napa freatica en la zona de influencia
radical de los cultivos (Cuadro S.2.2). Como consecuencia de una baja frecuencia de
ocurrencia de limitaciones hidricas severas (i.e. elevados valores de WLI, Fig. 2.5 a), el
valor medio de Yw estimado fue similar al de Yp (6.5 y 7.1 Mg ha’, respectivamente,
Cuadro 2.2).

La limitacion del rendimiento en grano por S fue menos frecuente (Fig. 2.5.a) y, en
general, de menor magnitud respecto a la observada en N (i.e. los valores de Q25-Q75
fueron 0.3 -7.9y 4.6 - 20.1 % Yw, para Y-SLIy Y-NLI, respectivamente). Sin
embargo, en algunas pocas situaciones la magnitud de Y-SLI alcanzé valores altos y
comparables a los de Y-NLI (Fig. 2.5.b). Estas situaciones, que podrian considerarse
deficiencias puntuales debido a la baja frecuencia de ocurrencia (i.e. s6lo en el 19 % de
los casos Y-SLI fue mayor a 10 % Yw, Fig. 2.5.a), correspondieron en su mayoria a los
experimentos en los que se observo respuesta al agregado de S: en un experimento
tendid a incrementar el rendimiento en grano frente al agregado de S solo (i.e.
experimento 34) y en cuatro experimentos la respuesta al agregado de S dependio del
agregado de N (i.e. interaccion N-S en los experimentos 19, 25, 26 y 30, Cuadro
S.2.3.1). Incluso, el otro experimento en el cual Y-SLI tuvo relevancia fue el
experimento 1 que, si bien el agregado de S no fue significativo (p = 0.10), el intervalo
de confianza del efecto S fue (-131.9; 1503), lo cual permite conocer la amplitud de la
diferencia estimada (Cuadro S.2.3.1). En los 4 experimentos que presentaron interaccion
N-S (del total de 42 experimentos realizados), el agregado de S s6lo incremento el
rendimiento en grano cuando la disponibilidad de N fue elevada (i.e. Yus - Yy, Cuadro
S.2.3.2). A suvez, en la condicion de alta disponibilidad de N (tratamiento ‘+N’), el
rendimiento en grano se redujo en uno de los experimentos (experimento 30), tendid a
reducirse en otro (experimento 19), mientras que no se modifico el rendimiento en
grano en los otros dos experimentos restantes (experimentos 25 y 26, Cuadro S.2.3.2).
Cabe destacar que de los 4 experimentos en los que se observo interaccion N-S, solo en
el experimento 19 el productor habia realizado una aplicacion de 7 kg ha” de Sy,
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ademas, una gran proporcion de los productores relevados en el presente trabajo no
fertilizaron con S (i.e. el 41 %, Cuadro 2.1). La depresion del rendimiento en grano por
agregado de N observada en los experimentos 19y 30 (p <0.10y p <0.05,
respectivamente, Cuadro S.2.3.2) se puede atribuir a la exacerbacion de la deficiencia de
S en situaciones de alta disponibilidad de N y ha sido reportado previamente en los
cultivos de maiz (Franzen et al., 2016) y colza (Grant et al., 2012). Incluso, en las
parcelas correspondientes a los tratamientos ‘+N’ del experimento 30 se observo una
fuerte clorosis del tejido foliar y un menor crecimiento a simple vista en el momento de
antesis del cultivo (Fig. S.2.4 del material suplementario), que luego fue verificado a la
madurez del mismo, a través del rendimiento en grano (Cuadro S.2.3.2 del material
suplementario). La observacion visual de la clorosis concuerda con la caracterizacion
descripta por Franzen et al. (2016) en el cultivo de maiz frente a condiciones
nutricionales similares. El otro tipo de respuesta al agregado de S observada en los
experimentos con interaccion N-S fue el incremento en el rendimiento en grano frente al
agregado de N solo cuando se agregd conjuntamente S, mientras que el agregado de S o
N por si solo no modificaron el rendimiento en grano (experimentos 25 y 26, Cuadro
S.2.3.2). Este ultimo tipo de respuesta al N y S ha sido reportado previamente en casos
de interaccion N-S en el cultivo de trigo (Salvagiotti y Miralles, 2008; Arata et al.,
2017) y maiz (Sutradhar et al., 2017). Incluso, el incremento observado en Y-SLI
predicho a medida que disminuye el rendimiento en grano en el tratamiento ‘+N’ (Fig.
2.6.e) es la consecuencia directa de la presencia de interaccion N-S (i.e. la mencionada
exacerbacion de la deficiencia S en condiciones de elevada disponibilidad de N y la
subsecuente depresion del rendimiento en grano). La causa de que los sintomas de
deficiencia azufrada aumenten en condiciones de elevada disponibilidad de N se
desconocen (Haneklaus et al., 2007a). Por otro lado, el incremento observado tanto en
Y-SLI como en Y-NLI predichos frente a condiciones de baja disponibilidad de agua al
inicio del ciclo del cultivo y bajo contenido de materia organica en el suelo reflejan en
conjunto las caracteristicas de suelos de textura gruesa (Fig. 2.6.b y ¢ para Y-NLI y Fig.
2.6.ey f para Y-SLI). En concordancia con nuestros resultados, Arata et al. (2017)
observaron un incremento en el rendimiento en grano frente al agregado de S, sélo en
condiciones de elevada disponibilidad de N en un experimento caracterizado con un
suelo de baja fertilidad (moderado contenido de C orgéanico). Andlogamente, Haneklaus
et al. (2007b) indican que la deficiencia de S en cultivos se suele exacerbar en
situaciones de altos rendimientos en grano, suelos de textura suelta o liviana, con bajo
contenido de carbono organico. Cabe destacar que la principal forma en que se
encuentra el S en el suelo es bajo la forma de S organico y, ademas, una de las
principales vias de entradas de S a los cultivos es a través de la absorcion de S desde la
solucion del suelo, los cuales provienen de la mineralizacion de S desde la materia
organica (Oenema y Postma, 2003).

Analogamente a lo observado en rendimiento en grano, se explord una gran
variabilidad en la concentracion proteica de los granos (Cuadro 2.1). Los valores de
concentracion proteica en grano explorados en el presente trabajo fueron similares a los
reportados previamente en otros trabajos realizados en la regidn en los que se utilizaron
cultivares modernos de cebada cervecera y forrajera (Otero et al., 2021; Reussi Calvo et
al., 2022), aunque el rango aqui explorado fue mayor al reportado por estos autores. El
valor medio de GPa fue similar al de GPs, y ambos inferiores a GPyy GPys (1.e. 8, 7.9,
10.2y 10.8 %, respectivamente, Cuadro 2.3). Sin embargo, cabe destacar que los
valores medios de todos los tratamientos fueron menores a la concentracion proteica
media requerida por la industria (i.e. GPi, 11%). En concordancia con el presente
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trabajo, Reussi Calvo et al. (2022) destacan como un rasgo caracteristico de los cultivos
de cebada cervecera local la baja concentracidn proteica de los mismos.

Un aspecto novel de la presente tesis es la aplicacion del marco conceptual de la brecha
(i.e. la diferencia entre un valor objetivo y uno logrado) para atributos de calidad
comercial en un cultivo de grano. La brecha de proteina media fue del 26.5 % de GP1
(equivalente a 2.9 %, Cuadro 2.2.3) y, en promedio, el 73.4 % de GPg se debio a la
nutricidn nitrogenada y azufrada. A su vez, del total de la limitacion de la concentracidn
proteica en grano debida a Ny S, la mayor proporcion de la limitacion correspondid a
N: en el 50 % de las situaciones la proporcion atribuible a N fue de hasta el 93.7 %,
mientras que en el caso de S sélo se alcanzaron limitaciones mayores al 40 % en el 7.1
% de las situaciones (Fig. 2.8.b).

De los 42 experimentos realizados, el agregado de N incrementd la concentracion
proteica de los granos en 36 de ellos, mientras que el agregado de S produjo el
incremento de la proteina en grano en 3 experimentos y la redujo en 4 experimentos.
Ademas, se observo interaccion N-S en 2 experimentos (experimentos 24 y 25, Cuadro
S.2.3.1), en los que el agregado de S incrementd la concentracion proteica de los granos
solo cuando se agregd en conjunto con N (Cuadro S.2.3.2). En el caso del experimento
25, present6 interaccion N-S tanto para rendimiento como para proteina en grano, de
forma que frente al agregado de S en condiciones de elevada disponibilidad de N (i.e.
tratamiento ‘+INS’) el cultivo increment6 tanto el rendimiento como la concentracion
proteica en grano (Cuadro S.2.3.2). En el caso del experimento 24, solo se observo
interaccion N-S para la concentracidn proteica de los granos, mientras que no se
evidencid ninguna respuesta al agregado de S para el rendimiento en grano. Es
ampliamente conocido el efecto positivo del agregado de N sobre la concentracion
proteica de los granos en el cultivo de cebada (Bulman y Smith, 1993b; O’Donovan et
al., 2011; Prystupa et al., 2019). En el caso de S, hay una menor cantidad de
antecedentes en el cultivo de cebada. Prystupa et al. (2019) no observaron efecto del
agregado de S sobre la concentracion de N de los granos. En un trabajo previo
observaron una disminucién de la concentracion proteica de los granos frente al
agregado de S en un experimento (i.e. combinacion de sitio-afio), sin que este
tratamiento afecte al rendimiento en grano (Holopainen et al., 2015). Por otro lado,
Zhao et al. (2006) observaron que el agregado de S disminuy¢ la concentracién de N en
grano en 2 de 8 experimentos (combinacidn sitio-afio) realizados: en uno de los
experimentos observo interaccion N-S (i.e. el nivel de disminucion de la concentracion
de N en grano frente al agregado de S dependia del nivel de N); en otro de los
experimentos a través de un efecto principal de S.

En un sentido amplio, las brechas de rendimiento y de proteina fueron similares (i.e. ~
26%, Cuadro 2.2 y 2.3), aunque cabe distinguir dos aspectos fundamentales que las
diferencia. Por un lado, Yg fue calculada de manera relativa a Yw, el cual es una
estimacion de un limite fisiologico, mientras que GPg fue relativizada respecto a un
valor promedio de los requerimientos de concentracion proteica en grano (11 %), el cual
es un parametro que posee relevancia en la fase industrial del procesamiento del grano.
Por otro lado, GPg posee una caracteristica cualitativa por sobre la cuantitativa, y esta
definida en funcién de la base de comercializacidn o la tolerancia de recibo establecida
en las normas que establecen los parametros de calidad comercial de los granos. En
Argentina, los granos cuya concentracion proteica se encuentra por debajo del 9.5 % o
por encima del 13 %, se hallan por fuera de la tolerancia de recibo (Res. 27/2013,
SENASA). Esta cualidad permitiria determinar un umbral de GPg maximo que permite
la comercializacion de los granos (i.e. 13.6 % calculado a partir de (11-9.5)/11 * 100).
Los granos que posean menos del 9.5 % de concentracidn proteica (i.e. GPg > 13.6 %)
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perderian la posibilidad de ser comercializados (independientemente de que GPg sea

13.6 % o un valor mayor) y por tanto en esta situacion, pierde sentido la cuantificacion
de GPg. Més aun, la determinacion cualitativa del grano como apto para su
comercializacidn destinada a la industria maltera (i.e. que la concentracion proteica se
encuentre entre 9.5 y 13 %) posee mds relevancia que la cuantificacion de Yg, dado que
impediria la venta de los granos con destino a la industria maltera, por lo que la
penalizacion econdmica tiene mas relevancia por cambio de destino mas que por
cuantificar las pérdidas de rendimiento en grano.

GPg vy Yg son independientes (i.e. el intervalo de confianza de la pendiente de la
relacion observada contenia a cero, Fig. 2.10.a). Sin embargo, en la mayoria de las
situaciones GPg fue mayor a Yg (i.e. el 61.9 % de los casos se ubico por encima de la
linea 1:1, Fig. 2.10.a). Esto ultimo es concordante con el hecho de que para alcanzar una
concentracion en grano del 11 % (i.e. GPi) el cultivo necesitd absorber una mayor
cantidad de N que la requerida para alcanzar el rendimiento en grano méaximo (Fig. 10.b
y ¢). El incremento de rendimiento que se produce al considerar las condiciones
asociadas al decil superior a partir de las condiciones medianas (i.e. pasar de la funcion
RG50 a RG90 cuando el rendimiento es maximo) es del 24.3 % e implica un incremento
de la cantidad de N absorbido por el cultivo de un 11.4 %. Mientras que en las
situaciones de mayor concentracion proteica (i.e. funcién GP90, Fig. 2.10.c) se alcanzé
una concentracion de 11 % cuando el cultivo absorbi6 al menos 100 kg N ha, en las
condiciones medianas de concentracion proteica el cultivo requirio absorber un 61.7 %
mas de N para alcanzar una concentracion de 11 %. Mas aun, los valores observados de
concentracion proteica que alcanzaron el 11 % corresponden a los tratamientos
nitrogenados (i.e. +N'y +NS', Fig. 2.10.¢). En concordancia con el presente trabajo,
otros autores han observado una relacion curvilinea entre el rendimiento en grano y el
incremento de la disponibilidad de N, mientras que la concentracidn proteica en grano
aumentaba linealmente (McKenzie et al., 2004; O’Donovan et al., 2011). Incluso, en
experimentos realizados en la misma region, Reussi Calvo et al. (2022) determinaron
recientemente que la dosis de fertilizante N a la cual se maximiza el beneficio
econdmico en funcidn del rendimiento en grano esperado, en muchas situaciones no
permitia alcanzar la minima concentracion proteica en grano requerido por la industria.
La falta de asociacion entre GPgy Yg puede atribuirse a la diferencia entre las
cantidades de N requeridas por un cultivo para modificar el rendimiento o la
concentracion proteica en grano, como se menciono anteriormente. Relativamente
pequeiias variaciones en la cantidad de N absorbido por el cultivo, generan una mayor
variacidn en Yg respecto a la que se podria generar en GPg (variacion enel ejex ey,
respectivamente, Fig. 2.10.a). La distinta cantidad de N absorbido requerido para
modificar la concentracion proteica y el rendimiento podria también explicar, al menos
en parte, la clasificacion en dos subgrupos de relaciones GPg-Yg (Fig. 2.10.2). En el
subgrupo donde GPg > Yg (ubicados por encima de la linea 1:1), si bien en términos
medios GPg es mayor a Yg, la relacion entre ambas brechas es constante y, por tanto, la
variacidén en GPgy Yg ocurre de manera similar. Dado que la limitacion por N es la
mas importante (i.e. Y-NLI y GP-NLI), podria considerarse que la limitacién por N en
el subgrupo donde GPg > Yg fue relativamente pequefia o moderada, dado que ambas
brechas se relacionaron de manera proporcionalmente constante. Por otro lado, en el
subgrupo en el que GPg < Yg, la limitacion por N fue de gran magnitud, debido a que la
mayoria de las observaciones presentaron los valores mas altos de GPg (11 situaciones
de 16 en este subgrupo). En términos medios, este subgrupo presentd una mayor
limitacion N, dado que no solo se afectd su concentracidn proteica, sino que también el
rendimiento en grano (i.e. poseen elevados valores tanto de GPg como Yg, aunque estos
ultimos son mayores).
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A su vez, la falta de asociacion entre GPg y Yg podria considerarse el reflejo de la falta
de asociacion entre la concentracion proteica y el rendimiento en grano (i.e. la relacién a
través de los experimentos, Fig. 2.9.a), la cual fue estimada a partir de un modelo
multinivel o jerarquico, en el que se tuvieron en cuenta tanto los grupos (i.e.
experimentos) como los tratamientos y los bloques dentro de los grupos (i.e. la
estructura jerarquica y la correlacion implicita en ella, Snijders y Bosker, 1999). Sin
embargo, al analizar dentro de cada experimento, para un mismo valor de rendimiento
en grano, la concentracion proteica media dependia del manejo a escala de sitio: la
fertilizacion nitrogenada (Fig. 2.9.b). Miralles et al. (2021) recientemente evaluaron la
relacion entre la concentracion Ny el rendimiento en grano en cuatro trabajos
publicados previamente, entre los que se observé una relacidon negativa entre estas
variables en dos de los trabajos analizados, mientras que en los restantes dos no observo
asociacion. De los dos trabajos que presentaron relacion negativa entre la concentracion
de Ny el rendimiento en grano, la relacion era mas evidente en el trabajo de Prystupa et
al. (2018). Miralles et al. (2021) proponian que la falta de asociacion entre estas
variables en los restantes trabajos recopilados podria deberse a que se trataba de
situaciones de consumo de lujo de N, lo cual ocurre en situaciones en las que el N
absorbido por el cultivo no conlleva a un incremento del rendimiento en grano. En el
trabajo de Prystupa et al. (2018) la mayoria de las observaciones (combinaciones de
experimentos-tratamiento) que conllevan a darle forma negativa a la relacién entre la
concentracion de N y el rendimiento en grano provienen de valores de rendimiento
bajos (~ <2 Mg ha), lo cual podria atribuirse a cultivos bajo condiciones de estrés.
Ademas, los tratamientos empleados constan de dosis de fertilizacion N por lo que seria
esperable que las observaciones cuyo rendimiento en grano fue <2 Mgha' y que ala
vez posean elevada concentracion de N en grano, correspondan a tratamientos
fertilizados. Por lo tanto, seria el consumo de lujo en los ambientes de bajos rendimiento
en grano (condiciones de estrés moderado a fuerte y moderada o alta disponibilidad de
N para el cultivo) lo que genera la relacion negativa entre la concentracion de N y el
rendimiento en grano. En concordancia con ello, Reussi Calvo et al. (2022) observaron
que los cultivos de cebada que poseian una mayor concentracion proteica en grano
presentaban una menor respuesta del rendimiento a la fertilizacidén N, respecto a
aquellos que poseian una menor concentracion proteica en grano. En el cultivo de trigo
ha sido descripta una relacion exponencial negativa entre la concentracion de Ny el
rendimiento en grano con una base de datos lo suficientemente grande, en la cual la fase
mas curva de la funcion (i.e. donde ocurre una mayor variacion de la concentracion de
N frente a cambios en el rendimiento en grano) ocurre con en casos de rendimiento en
grano <2 Mg ha’, si bien el plateau de la funcién ajustada ocurre a un mayor valor de
rendimiento en grano (Lollato et al., 2019). Cabe destacar que si bien el mejoramiento
genético ha producido la disminucion de la concentracion de N en grano en cebada
maltera, este rasgo ha sido relativamente mantenido a diferencia de lo ocurrido en otros
cultivos dado que es un requisito de interés para la industria (Abeledo et al., 2008).
Ademas de la limitacion en la concentracion proteica de los granos, cabe destacar que la
calidad industrial de los granos de cebada cervecera depende del perfil de proteinas de
reserva que poseen. Por lo tanto, tiene relevancia no solo la concentracion proteica (i.e.
de N) de los granos, sino que también la de S y, en definitiva, la relacion N:S en grano
(Shewry et al., 2011). Resulta relevante conocer la economia interna del Ny S en el
cultivo (momento de absorcion, removilizacion, particion hacia granos) y su relacidon
con la concentracién de Ny S en los granos.
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2.5. Conclusiones

La mayor parte tanto de Yg como de GPg se debieron a limitaciones por N. Las
limitaciones por S solo ocurrieron en determinadas situaciones, asociadas a situaciones
con alta disponibilidad de N, en suelos arenosos o con baja capacidad de retencion
hidrica y bajo contenido de materia organica. Yg y GPg, en términos generales, fueron
similares (i.e. ~ 26 %). Sin embargo, alcanzar la concentracion proteica en grano
requerida por la industria cervecera implica que el cultivo absorba una mayor cantidad
de N que la necesaria para maximizar el rendimiento en grano, poniéndose ello en
evidencia en los acotados rangos de GPa. Que el presente estudio se haya basado en
lotes de produccién y tomando como base del analisis al manejo que realizan los
productores contribuye a darle solidez a los resultados y pone en evidencia la necesidad
de analizar con mayor profundidad los determinantes de la concentracion de proteina en
el grano y las variables de calidad maltera asociadas.



CAPITULO 3. Particién a grano y removilizacién de Ny S




3.1. Introduccion

La manera usualmente utilizada para expresar la relacion entre la cantidad de nutriente
absorbido por un cultivo y el rendimiento en grano es la eficiencia de utilizacion interna
(i.e. la relacion entre el rendimiento en grano y la cantidad de nutriente absorbido,
representada como El en la Fig. 1.5) (Janssen, 1998; Dobermann, 2007). Una forma
alternativa de representar la relacion entre el rendimiento en grano y la cantidad de
nutriente absorbido es a través de la reciproca de la EI: nutriente absorbido por unidad
de rendimiento. En la literatura han sido utilizadas ambas formas de representar esta
relacion (Janssen, 1998; Ciampitti y Vyn, 2012; Potzsch et al., 2019). La cantidad de
nutriente absorbido por unidad de rendimiento en grano puede interpretarse como la
cantidad de nutriente disponible en un dado cultivo que puede ser particionado hacia los
granos. Esta cantidad de nutriente fue absorbida por el cultivo y puede particionarse
hacia los granos, en mayor o menor medida, durante el llenado de los mismos. Tal como
se menciono en el capitulo 1 (introduccidn general), la cantidad de nutriente absorbido
por unidad de rendimiento en grano puede dividirse en dos componentes con sentido
agronomico: la concentracion de nutriente en grano y el indice de cosecha de nutriente
(Sadras, 2006).

Nutriente absorbido  Nutriente en grano Nutriente absorbido (Ecuacion 1.1)

— — * -
Rendimiento Rendimiento Nutriente en grano

donde Nutriente absorbido' es la cantidad de nutriente absorbido presente en la biomasa
aérea (kg ha'), Rendimiento' es el rendimiento en grano (kg ha™), Nutriente en grano'
es la cantidad de nutriente absorbido presente en los granos y 'Nutriente
absorbido/Rendimiento' es la cantidad de nutriente absorbido por unidad de rendimiento
en grano (kg Mg'). Reordenando estos términos en la ecuacion 1.2:

Nutriente absorbido  Concentracion de nutriente en grano .,
— — - (Ecuacion 1.2)
Rendimiento 1C de nutriente

donde 'Concentracion de nutriente en grano' es la concentracion de nutriente en el grano
e 'IC de nutriente' es el indice de cosecha del nutriente.

Dada esta relacion, la concentracion de nutriente en grano podria asociarse de manera
directa y positiva con la cantidad de nutriente absorbido por unidad de rendimiento en
grano, si el indice de cosecha de nutriente se mantuviera estable. En el caso de
nitrogeno, la particion de nutriente absorbido hacia los granos (i.e. el indice de cosecha
de N) depende principalmente de la removilizacion del nutriente absorbido pre-antesis
(Barraclough et al., 2014). Es menos clara la relacion entre la removilizacion y el indice
de cosecha de S.

El contenido proteico de los granos, y por tanto la concentracion de Ny S en los
granos, es un determinante de la calidad nutricional e industrial para varios cereales
(Shewry y Halford, 2002). En cebada cervecera, la concentracion de Ny S en grano esta
relacionada con la calidad maltera. Elevada concentracion de N en grano conlleva a una
disminucion en el extracto de malta, uno de los principales indicadores de calidad
maltera, mientras que una baja concentracion de N puede limitar el crecimiento de las
levaduras durante la fermentacion y, por tanto, también afectar el proceso de
industrializacion (Briggs et al., 2004). Por otro lado, la fertilizacion de S incrementa la
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concentracion de S en grano y el extracto de malta (Prystupa et al., 2019). Asimismo,
varios atributos de calidad industrial en trigo (i.e. calidad y composicion del gluten) se
afectaron por el estatus nitrogenado y azufrado del cultivo (Zhao et al., 1999a; Ercoli et
al., 2011).

En una revision donde se compararon cultivos contrastantes (e.g. cereales vs.
leguminosas) las diferencias en la eficiencia de utilizacion interna de nitrogeno (EIN)
entre cultivos estuvo relacionada a cambios en la concentracion de nutriente en el grano,
mientras que el indice de cosecha de N (ICN) tuvo bajo impacto en la EIN (Sadras,
2006). Sin embargo, cuando se estudiaron las variaciones en EIN dentro del mismo tipo
de cultivo, se observo que una mayor proporcion de su variabilidad fue explicada por
cambios en el ICN (Sadras, 2006). La EIN en cebada increment6 debido al
mejoramiento genético, lo cual estuvo relacionado a un incremento en el ICN (Abeledo
et al., 2008). No se reporto anteriormente analisis de la relacion entre la cantidad de N
absorbido por unidad de rendimiento en grano y la concentracion de N en grano o el
indice de cosecha de N en cultivos de cebada cervecera creciendo en diferentes
ambientes.

En cebada, el contenido proteico de los granos esté positivamente relacionado con la
disponibilidad de N del suelo y negativamente con el rendimiento en grano logrado
(Prystupa et al., 2018). El cociente entre la disponibilidad de N del suelo y el
rendimiento en grano estuvo relacionado al contenido proteico de los granos, y ha sido
propuesto como un indice util para calcular la cantidad de N disponible en el suelo
requerido para alcanzar un determinado contenido proteico en los granos al utilizar una
estimacion de rendimiento en grano esperable real (Prystupa et al., 2018). Dado que el
N del suelo y la absorcion de N por el cultivo estdn normalmente correlacionados en
forma positiva, seria esperable encontrar una relacion similar entre la concentracion de
N de los granos y la cantidad de N absorbido por unidad de rendimiento en grano en
cebada. Si el ICN se mantuviera estable, el incremento en la cantidad de N absorbido
por unidad de rendimiento en grano debido al incremento en la disponibilidad de N
conllevaria a un incremento proporcional en la concentracion de N en los granos.

No ha sido reportado previamente si las variaciones en la cantidad de S absorbido por
unidad de rendimiento en grano se relacionan a cambios en la concentracion de S en
grano o en el indice de cosecha de S. Se sabe que la regulacion de la removilizacidn de
S difiere de la de N (Veliz et al ., 2014), que el S es menos movil en la planta comparado
con N (Eriksen et al., 2001), y que la particion de S a los granos es generalmente menor
que la de N (Potzsch et al., 2019). La magnitud de la respuesta de la concentracién de S
en grano al incrementar la disponibilidad de S tiende a ser mas heterogénea que la de N
(Nanamori et al., 2011; Arata et al., 2017, Prystupa et al., 2019). Si la concentracion de
S en grano fuera poco sensible a cambios en la cantidad de S absorbido por unidad de
rendimiento en grano, entonces seria muy dificil intentar cambiar la concentracion de S
en grano (y la relacion N:S) a través de la modificacién de la disponibilidad de S.

Los objetivos de este capitulo fueron:

1) Determinar la relacion entre la concentracion de Ny S en el grano de cebada y la
cantidad de nutriente absorbido por unidad de rendimiento. La hipotesis de trabajo fue
que la concentracidén de N en grano es mas sensible que la de S a cambios en la cantidad
de nutriente absorbido por unidad de rendimiento. Comparada con N, la menor
sensibilidad de la concentracidén de S en grano se asociada a una menor removilizacion
de S durante el llenado de grano.

i1) Determinar el efecto de cambios en la disponibilidad de N y S sobre la relaciones
estequiométricas N:S en grano y biomasa en el cultivo de cebada. La hipdtesis de
trabajo fue que la relacion estequiométrica N:S en grano es mas estable (i.e. menor
coeficiente de variacion) que en biomasa vegetativa y, ademas, la relacion
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estequiométrica N:S en grano no es afectada por el ‘consumo de lujo’ de uno de los dos
nutrientes si el otro no es deficiente.

3.2. Materiales y métodos
3.2.1. Experimentos a campo

Se realizaron cincuenta experimentos con cebada cervecera (Hordeum vulgare L.) en
condiciones de campo durante 2014 a 2018. Estos 50 ambientes (i.e. combinaciones
sitio x afio) se localizaron entre 34-35 © latitud sur y 60-61.4 ° longitud oeste, en la
region pampeana, Argentina. El clima de esta zona es himedo templado, con
temperatura anual media entre 16.4y 17.5 °C, y precipitacion anual media desde 926 a
1638 mm. Los suelos mas representativos de esta region son los Arguidoles y
Hapludoles (Rubio et al., 2019). Los cultivares empleados en estos experimentos fueron
aquellos méas ampliamente adoptados por los productores durante el periodo en el que
los experimentos se llevaron a cabo. Debe destacarse que cv. Andreia fue utilizado en el
72 % de los experimentos (la informacion de cada experimento se presentd en el Cuadro
S.3.1, en el material suplementario).

Todos los experimentos contaron con tres tratamientos:

1) Productor: consistié en la dosis de fertilizacion utilizada por el productor. La dosis de
fertilizacion media utilizada por los productores fue 60 y 4.5 kg ha” paraNy S,
respectivamente.

2) +N: 150 kg N ha™' (afios 2014/15/16 y 2018) 0 250 kg N ha™ (afio 2017), por sobre la
dosis de fertilizacion utilizada por el productor.

3) +S: 15 kg S ha'' (afios 2014/15/16) 0 20 kg S ha™' (afios 2017 y 2018), por sobre la
dosis de fertilizacion utilizada por el productor.

Los 24 experimentos llevados a cabo durante los ultimos tres afios (2016-2018) tuvieron
un cuarto tratamiento, resultando en una combinacion factorial de dos niveles de
agregadode Ny S:

4) +NS: 15 kg S ha'! (afio 2016) 0 20 kg S ha'' (afios 2017y 2018) y 150 kg N ha™' (afios
2016y 2018) 0 250 kg N ha™ (afio 2017), por sobre la dosis de fertilizacion utilizada por
el productor.

Se utilizo un disefio de bloques completos aleatorizados en todos los experimentos, con
dos repeticiones en los dos primeros afios y tres repeticiones en los otros tres afios. Las
practicas de manejo fueron las usualmente utilizadas en cada lote de produccion. El
fertilizante nitrogenado (urea) y el azufrado (yeso) fue aplicado al voleo entre siembra y
emergencia de los cultivos.

3.2.2 Mediciones

En antesis y madurez fisiologica, se tomaron muestras de biomasa aérea en 0.80 m? de
las hileras centrales de cada parcela y fueron secadas a 65 °C hasta que alcanzar peso
constante. Las muestras de madurez del cultivo fueron trilladas para determinar
rendimiento en grano y rastrojo. El rendimiento en grano fue corregido a un contenido
de humedad de 0.13 g H,O g™

En las muestras de biomasa aérea en antesis, rastrojo y grano, se determind la
concentracion de N a través de digestion humeda (Kjeldahl) y subsecuente colorimetria
(Baethgen y Alley, 1989), mientras que la concentracion de S fue determinada por
digestion hiimeda (con acido nitrico y perclérico) y subsecuente turbidimetria (San
Martin et al., 1987). Tanto para N como S, el contenido de nutriente en biomasa aérea
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en antesis, en rastrojo y grano fue calculado como el producto de la concentracion de N
o Sy la cantidad de biomasa aérea en antesis, rastrojo y grano (en base seca). La
cantidad de Ny S absorbido a la madurez del cultivo se calculd como la suma del
contenido de N o S en grano y rastrojo. El indice de cosecha de Ny S se calculé como
el cociente entre el contenido de N o S en el grano y la cantidad de N o S absorbido a
madurez. La removilizacion de Ny S se calculé como la diferencia entre el contenido
de N o S en biomasa aérea en antesis y el contenido de N o S en rastrojo a madurez. La
eficiencia de removilizacién de Ny S se calculd como el cociente entre la cantidad de N
o S removilizado y el contenido de N o S en biomasa area en antesis (Przulj y
Momcilovic, 2001; Abeledo et al., 2008). La relacion N:S en grano se calculd como el
cociente entre la concentracion de estos nutrientes en el grano, mientras que la relacidn
N:S en biomasa aérea se calculd como el cociente entre la cantidad de estos nutrientes
absorbido a madurez.

3.2.3 Analisis de datos

La relacién entre el rendimiento en grano y la cantidad de nutriente absorbido se ajustd
utilizando un modelo esférico (Setiyono et al., 2010) (Ecuacion 2.1).

[P E-3E), sie<e (Ecuacion 2.1

b, six>c

donde: 'y' es el rendimiento en grano (kg ha), 'x' es la cantidad de nutriente absorbido
(kg ha), 'b' es el rendimiento potencial en grano (kg ha') y 'c' es la minima cantidad de
nutriente absorbido necesaria para alcanzar el rendimiento en grano potencial (kg ha™).
Tanto para N como para S, la funcion de borde superior (cuantil 95 %, Q95); la mediana
(cuantil 50 %, Q50) y la funcion de borde inferior (cuantil 5 %, QO0S5) se ajustaron a
través de regresiones por cuantiles (Cade y Noon, 2003), utilizando el paquete quantreg
en el software estadistico R (Koenker, 2022; R Core Team, 2022). EIN y EIS se
calcularon como el cociente entre el rendimiento en grano al 80 % del rendimiento en
grano potencial (parametro b, Ec. 2.1) y la cantidad de nutriente absorbido a ese nivel de
rendimiento en grano, asumiendo que la eficiencia de utilizacion interna permanece
constante hasta alcanzar el 80 % del rendimiento en grano potencial (Dobermann y
Cassman, 2002). La minima, media y maxima EIN y EIS se estimaron a partir de las
funciones de borde inferior, media y de borde superior, respectivamente.

La proporcién de varianza de nutriente absorbido por unidad de rendimiento en grano
atribuible a sus componentes (i.e. concentracion de nutriente en grano e indice de
cosecha de nutriente) se estimaron a través de coeficientes de regresion parcialmente
estandarizados (Sokal y Rohlf, 1995). La estimacion de los componentes de la varianza
atribuibles a ambiente, tratamiento y la interaccion ambiente-tratamiento se realizé para
todas las variables evaluadas. Para este propdsito, se ajustaron modelos lineales de
efecto aleatorios (sin efectos fijos) utilizando el paquete Ime4 (Bates et al., 2015), los
cuales incluyeron ambiente, tratamiento, la interaccion ambiente-tratamiento y bloque
anidado dentro de ambiente.

Los valores de concentracion de nutriente relativa se calcularon como el cociente de los
valores de concentracion de nutriente en grano observados y el valor minimo de
concentracion de nutriente en grano predicho a partir del ajuste de la relaciéon entre
concentracion de nutriente en grano y la cantidad de nutriente absorbido por unidad de
rendimiento en grano, para Ny S. Los valores de indice de cosecha de nutriente relativo
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se calcularon como el cociente de los valores de indice de cosecha observados y los
valores del plateau estimado a partir de la relacion entre el indice de cosecha de
nutriente y la cantidad de nutriente absorbido por unidad de rendimiento en grano, para
Ny S. Los valores de la cantidad de nutriente absorbido por unidad de rendimiento en
grano relativa se calcularon como el cociente de los valores de la cantidad de nutriente
absorbido por unidad de rendimiento en grano observados y el valor minimo de
cantidad de nutriente absorbido por unidad de rendimiento en grano observado, para Ny
S.

Las relaciones entre variables de interés se ajustaron a través de modelos lineales y no
lineales generalizados con el paquete nlme (Pinheiro et al., 2022). En presencia de
heterocedasticidad, se ajustaron modelos con diferentes modelos de varianza y se
ordenaron de acuerdo al valor de Bayesian Information Criterion (BIC). Se selecciono
el modelo con menor BIC (Burnham y Anderson, 2002). El R? de los modelos ajustados
se calculo en base a Nagelkerke (1991).

Las relaciones estequiométricas de Ny S en grano y biomasa se ajustaron y analizaron
a través del método de ejes principales estandarizados (SMA, por sus siglas en inglés)
(Warton et al., 2000), utilizando el paquete smatr (Warton et al., 2012). En las
relaciones estequiomeétricas se utilizaron modelos potenciales (y = a x°), aunque los
modelos se ajustaron y analizaron en su forma logaritmica (log,, y = log;e a + b logy, x).
Para determinar si la cantidad de N o S absorbido por unidad de rendimiento en grano
afectd las relaciones estequiométricas, las observaciones se clasificaron de acuerdo a su
nivel de N o S absorbido por unidad de rendimiento en grano. Se consider6 que cada
observacion provenia de un cultivo con alto o bajo nivel de N o S, de acuerdo a si se
encontraba por encima o por debajo de la mediana de N o S absorbido por unidad de
rendimiento en grano. Por tanto, los datos se dividieron en cuatro grupos, granos que
provenian de cultivos con 1) Nisjo = Sajo, 11) Nbajo = Satto, 111) Nato = Seajo, ¥ 1) Nato = Sato.
Para estos cuatro grupos, se ajustaron modelos potenciales y se compararon los
parametros de las funciones ajustadas.

3.3. Resultados
3.3.1. Ny S absorbido por unidad de rendimiento en grano

En el Cuadro 3.1 se muestran la media y el rango de valores de rendimiento en grano y
la cantidad de Ny S absorbido. El amplio rango de rendimiento en grano y nutriente
absorbido refleja la gran variabilidad de los ambientes explorados (i.e. clima, suelos y
practicas de manejo) y los tratamientos aplicados (i.e. nutriente adicionado en cada
ambiente). La fuente principal de variacion para N absorbido por unidad de rendimiento
en grano fueron los tratamientos (i.e. 45.9 % de la varianza total ), mientras que en el
caso de S absorbido por unidad de rendimiento en grano, la fuente principal de
variacion fue ambiente (39.6 % de la varianza total).
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Variable Media Q25-Q75 Min - Max
Rendimiento en grano (kg ha™) 5905 4565 -7195 1520-9317
Nitrogeno absorbido a madurez (kg ha™) 100.6 74.6-1309 21.0-1723
CNG (g N kg™) 14.71 12.57 - 16.74 7.06 —23.39
ICN 0.76 0.73 - 0.81 0.41-0.89
Nitrogeno absorbido a antesis (kg ha™) 87.1 592-1103 13.9-191.6
Removilizacion de nitrogeno (kg ha™) 61.3 39.7-76.5 3.6-1472
fgg;gﬁ;a (‘j/eo)removmza"ién de 69.6 66.1-775  2.1-878
Azufre absorbido a madurez (kg ha™) 93 70-11.7 22-18.6
CSG (g S kg™) 1.08 098-1.19  0.53—1.45
ICS 0.60 0.53 -0.66 0.40-0.77
Azufre absorbido a antesis (kg ha™) 73 51-9.1 12-17.6
Removilizacion de azufre (kg ha™) 3.58 2.15-475 0.11-9.72
fzfllffireen(‘f)f)de removilizacion de 46.3 38.1-562  25-723
N:Sen grano(gN g S™) 14.11 11.85-14.89 825-3398
N:S en biomasa aérea (g N g S™) 11.31 880-1224 557-38.11

El rendimiento en grano fue corregido a 0.13 g H,O g grano ™.

Q25-Q75: cuantiles 25 y 75%.

CNG y CSG: Concentracion de nitrogeno y azufre en grano, respectivamente.
ICN e ICS: Indice de cosecha de nitrogeno y azufre, respectivamente.

La relacién entre el rendimiento en grano y la cantidad de nutriente absorbido se
caracterizo a través de funciones de borde superior, de mediana y de borde inferior, para
Ny S (Fig. 3.1, Cuadro 3.2). Las funciones de borde superior correspondieron a las
situaciones donde se alcanzo6 el maximo rendimiento en grano para una dada cantidad
de nutriente absorbido por el cultivo, y por tanto, a las situaciones de maxima dilucion
del nutriente (i.e. minima cantidad de nutriente absorbido por unidad de rendimiento en
grano). La fase lineal de la funcién de borde superior corresponde a las situaciones de
deficiencia y de méaxima EI para un determinado nutriente. Por el contrario, la funciones
de borde inferior corresponden a las situaciones donde se alcanzo6 el minimo
rendimiento en grano para una dada cantidad de nutriente absorbido por el cultivo (i.e.
maxima cantidad de nutriente absorbido por unidad de rendimiento en grano), y se
corresponden con la maxima concentracion y la minima EI de nutriente. La cantidad de
N absorbido por unidad de rendimiento en grano (Nabs/R) méaxima, mediana y minima
estimadas fueron 23.1, 14.1 y 12.2 kg N Mg grano’', respectivamente (i.e. se
corresponden a la EIN minima, mediana y maxima de 43.1, 70.8 y 81.3 kg grano kg N,
respectivamente). La cantidad de S absorbido por unidad de rendimiento en grano
(Sabs/R) maxima, mediana y minima estimadas fueron 2.2, 1.5y 0.9 kg S Mg grano™,
respectivamente (i.e. se corresponden a la EIS minima, mediana y méxima de 437, 643

y 1002 kg grano kg S™', respectivamente).
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La principal fuente de variacidn en la cantidad de nutriente absorbido por unidad de
rendimiento en grano fue el cambio en la concentracion de nutriente en grano: 63.8 %
para Ny 56.8 % para S. El ICS represent6 40.1 % de la varianza de Sabs/R, mientras
que el ICN represento el 33.9 % de la varianza de Nabs/R. Para ambos, Ny S, la
concentracion de nutriente en grano presentd una baja asociacion con el indice de

cosecha de nutriente (R? <0.09).
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Figura 3.1. Relacion entre el rendimiento en grano y a) la cantidad de nitrégeno
absorbido, y b) la cantidad de azufre absorbido. El color de los simbolos indica el
tratamiento. Las lineas llenas indican los modelos ajustados a cada cuantil (Q95: 95%,
Q50: 50 % y QO05: 5 %). Los parametros de los modelos ajustados a cada cuantil, para N
y S, se muestran en el Cuadro 3.2. Cada simbolo corresponde al valor medio de cada
combinacion experimento-tratamiento.

Cuadro 3.2. Parametros ajustados a las funciones de borde superior (Q95), mediana
(Q50) y de borde inferior (Q05) para la relacion entre rendimiento y la cantidad de
nutriente absorbido. Los valores entre paréntesis corresponden a los intervalos de
confianza de los parametros a un nivel de 95%.

Parametro de la funcion

Nutriente Funcion por cuantil b c
Qo5 8950 144.6
(8589; 9311) (133.4; 155.8)
7416 137.6
N IR (6886; 7946) (120.0; 155.2)
Qo5 4410 134.4
(3561, 5259) (80.9; 187.9)
8759 11.4
Q95 (8432; 9085) (10.3; 12.6)
8165 16.6
5 Q30 (7398; 8931) (14.2; 19.1)
Qo5 7457 224

(6086; 8828)

(17.0; 27.7)
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3.3.2. Concentracion de Ny S en grano

Las estadisticas de resumen de la concentracién de Ny S en grano (CNG y CSG,
respectivamente) se muestras en el Cuadro 3.1. La principal fuente de variacion en CNG
fue tratamiento (~ 47 %), mientras que para CSG, la mayor contribucion la realizo
ambiente (~ 39 %). La variabilidad relativa de la concentracién de nutriente en grano,
calculada como el cociente del cuartil 75 y el cuartil 25, fue similar para Ny S (i.e.
Q75/Q25~ 13y~ 1.2, para CNG y CSN, respectivamente).

La CNG y CSG se asociaron de manera curvilinea con la cantidad de N y S absorbido
por unidad de rendimiento en grano (Fig. 3.2.ay b). La relacién entre CSGy Sabs/R
presentd mayor variabilidad respecto a la relacion entre CNG y Nabs/R (R2=0.62y
0.82, para Sy N, respectivamente).

En términos relativos, CNG tendi6 a incrementar tres veces, mientras que CSG a
duplicarse a medida que se incrementd la cantidad de nutriente absorbido por unidad de
rendimiento en grano (Fig. 3.3.ay b, para Ny S, respectivamente). El valor maximo de
concentracion de nutriente en grano relativa (i.e. la asintota de la funcion exponencial)
fue ~ 3 para Ny ~ 2 para S. Ademas, en el caso de S, los valores cercanos a la maxima
concentracion relativa se alcanzaron cuando Sabs/R se triplicd, mientras que para N los
valores maximos de concentracion relativa no se alcanzaron ni cuando Nabs/R se
cuadruplica (Fig. 3.3.ay b).

3.3.3. Indice de cosechade Ny S

La media y el rango de valores de indice de cosecha de Ny S se muestran en el Cuadro
3.1. La relacion entre el indice de cosecha de nutriente y la cantidad de nutriente
absorbido por unidad de rendimiento en grano present6 un patrén similar para Ny S. Se
ajusto una funcion plateau-lineal a cada nutriente, donde presentd una fase en la cual el
indice de cosecha de nutriente permanecia constante, y luego de superado un valor
umbral, presentaba una asociacion negativa con la cantidad de nutriente absorbido por
unidad de rendimiento en grano. Para ambos nutrientes, el modelo plateau-lineal
presentd un mejor ajuste respecto a un modelo lineal simple (i.e. una recta, p < 0.001).
En términos relativos, el ICS comenzé a disminuir a una menor cantidad de nutriente
absorbido por unidad de rendimiento en grano respecto a lo que ocurri6 con el ICN
(Fig. 3.3.cy d, para el ICN e ICS, respectivamente). Si bien ambas relaciones en su fase
lineal fueron negativas, la tasa de disminucién fue mayor para S respecto a N (Fig. 3.3.¢
y d). La pendiente de la fase lineal de la funcion fue 82 % mas inclinada (i.e. menor
pendiente) en S, respecto a N. En consecuencia, cuando la cantidad de nutriente por
unidad de rendimiento en grano de ambos nutrientes se triplico, el ICS disminuy6 mas
del doble de lo que lo hace el ICN, en términos relativos.
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Figura 3.2. Relacion entre a) la concentracion de nitrégeno en grano y la cantidad de
nitrogeno absorbido por unidad de rendimiento en grano, b) la concentracion de azufre
en grano y la cantidad de azufre absorbido por unidad de rendimiento en grano, ¢) el
indice de cosecha de nitrégeno y la cantidad de nitrogeno absorbido por unidad de
rendimiento en grano, d) el indice de cosecha de azufre y la cantidad de azufre
absorbido por unidad de rendimiento en grano. El color de los simbolos indica el
tratamiento. Cada simbolo corresponde al valor medio de cada combinacion
experimento-tratamiento.



80

Figura 3.3. Relacion entre a) la
d concentracion de nitrogeno en
grano relativa y la cantidad de
nitrogeno absorbido por unidad
de rendimiento en grano relativa,
b) la concentracion de azufre en
grano relativa y la cantidad de
azufre absorbido por unidad de
rendimiento en grano relativa, ¢)
el indice de cosecha de nitrogeno
relativo y la cantidad de
nitrogeno absorbido por unidad
de rendimiento en grano relativa,
d) el indice de cosecha de azufre
relativo y la cantidad de azufre
b ' "N ' ' absorbido por unidad de
y=1.260-0.148x,six>1.76 | rendimiento en grano relativa. La
1o y=1,six<1.76 concentracion de Ny S en grano
relativa es relativa al minimo
valor predicho para CNG y CSG,
respectivamente. El indice de
cosecha de N y S relativo es
relativo al valor del plateau para
el ICN y el ICS, respectivamente.
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3.3.4 Removilizacion y eficiencia de removilizacion de Ny S

La media y el rango de valores de cantidad de nutriente absorbido en antesis,
removilizado y la eficiencia de removilizacion, para Ny S, se muestran en el Cuadro
3.1. La concentracion de Ny S en grano estuvo débilmente asociada a la cantidad de N
y S removilizado, respectivamente (r = 0.35 y 0.23, para N y S, respectivamente). CNG
se asocio levemente a la eficiencia de removilizacion de N (r = -0.40, p < 0.001),
mientras que no se observo asociacion entre CSG y la eficiencia de removilizacion de S
(p = 0.20). Tanto el indice de cosecha de N como el de S no se asociaron a la cantidad
de Ny S removilizado, respectivamente (p = 0.18 y p = 0.62, para Ny S). Sin embargo,
el indice de cosecha de Ny S se relacionaron con la eficiencia de removilizacion de
estos nutrientes (r =0.61 y r = 0.43, para N y S, respectivamente).

La eficiencia de removilizacidon de N fue mayor que la observada para S (en promedio,
la eficiencia de removilizacidon de N fue 69.6 % y la de S fue 46.3 %, Cuadro 3.1). Tanto
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la eficiencia de removilizacion de N como la de S disminuyeron al incrementar la
cantidad de Ny S absorbido por unidad de rendimiento en grano, respectivamente (p <
0.001, Fig. 3.4.ay b, para Ny S). Sin embargo, la disminucién en la eficiencia de
removilizacién de N fue menor que la observadaen S (i.e. 9y 18.3 %, para Ny S,
respectivamente).
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Figura 3.4. Relacion entre a) la cantidad de nitrogeno removilizado y la cantidad de
nitrégeno absorbido en antesis, b) la cantidad de azufre removilizado y la cantidad de
azufre absorbido en antesis. En a), simbolos y linea amarillos indican baja cantidad de N
absorbido por unidad de rendimiento en grano, simbolos y linea verdes indican alta
cantidad de N absorbido por unidad de rendimiento en grano. En b) simbolos y linea
celeste indican baja cantidad de S absorbido por unidad de rendimiento en grano,
simbolos y linea anaranjados indican alta cantidad de S absorbido por unidad de
rendimiento en grano. La linea punteada corresponde a la linea 1:1. Las categorias de
bajo y alto para la cantidad de Ny S absorbido por unidad de rendimiento en grano
corresponden a observaciones por debajo y por encima de la mediana de cada uno de
estos nutrientes. Cada simbolo corresponde al valor medio de cada combinacion
experimento-tratamiento.

3.3.5. Relacion N:S en grano y estequiometria

Los valores de la relacion N:S en grano se resumen en el Cuadro 3.1. La relacion N:S
en grano estuvo mas asociada a la cantidad de N absorbido por unidad de rendimiento
en grano que alade S (R2=0.47 y R2=0.01 para Ny S, respectivamente) (Fig. 3.5).
La relacién estequiométrica N:S en grano fue afectada por la cantidad de N absorbido
por unidad de rendimiento en grano ("N - Swajo’ vs. las otras condiciones, p < 0.001).
Las situaciones de bajo Ny S absorbido por unidad de rendimiento en grano no
difirieron de aquellas con alto Ny S absorbido por unidad de rendimiento en grano (p =
0.54). Ademas, estas condiciones balanceadas de Ny S ('Neajo - Stajo' ¥ Naito = Saro' ) NO
difirieron de la condicion "Neajo - Sane' (p = 0.77, Fig. 3.6.a). En las condiciones en las
que el Ny S estuvieron balanceadas ('Niajo = Seajo ¥ Naro - Saio'), como aquellas con alto
S ("Niajo - Saio'), s€ Observo un patron casi isométrico para la relacion N:S en grano (i.e.
la pendiente fue ~ 1.1). La relacion N:S en biomasa aérea presentd un comportamiento
similar al hallado en la relacion N:S en grano. La relacion estequiométrica en biomasa
fue afectada solo en la condicion de alto N absorbido por unidad de rendimiento en
grano ("N - Seajo vS. €l resto de las condiciones, p < 0.001) (Fig. 3.6.b). La proporcion
de acumulacion de N en relacidn a la de S para las situaciones de balance entre Ny S
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("Neajo = Sbajo' ¥ 'Naio - Sare') coOmo para la de alto S absorbido por unidad de rendimiento
('Negjo - Saio'), fue similar a la observada en grano (~ 1.1). Tanto en grano como en
biomasa aérea, la relacion N:S fue mas variable en la situacion de alto N absorbido por
unidad de rendimiento respecto a las demas condiciones (menor R? en "N - Seajo’
respecto a las otras, Fig. 3.6.ay b, para grano y biomasa, respectivamente). La relacion
N:S en grano presentd menor variabilidad respecto a la observada en biomasa aérea (el
coeficiente de variacion fue 28.5 y 40.8 %, para grano y biomasa aérea,
respectivamente).
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Figura 3.5. Relacion entre la relacion N:S en grano y a) la cantidad de nitrogeno
absorbido por unidad de rendimiento en grano, b) la cantidad de azufre absorbido por
unidad de rendimiento en grano. El color de los simbolos indica el tratamiento. Ambas
relaciones fueron significativas (p < 0.05). Cada simbolo corresponde al valor medio de
cada combinacion experimento-tratamiento.
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Figura 3.6. Relacion entre a) la cantidad de N absorbido en grano y la cantidad de S
absorbido en grano, b) la cantidad de N absorbido en biomasa aérea y la cantidad de S
absorbido en biomasa aérea. Diferentes modelos ajustados corresponden a diferencias
entre grupos. Simbolos amarillos indican bajo N y bajo S absorbido por unidad de
rendimiento en grano, simbolos anaranjados indican bajo N y alto S absorbido por
unidad de rendimiento en grano, simbolos violetas indican alto N y alto S absorbido por
unidad de rendimiento en grano. La linea negra solida indica el modelo ajustado a estos
tres grupos. Los simbolos y la linea verdes indican alto N y bajo S absorbido por unidad
de rendimiento en grano. La linea punteada indica la linea 10:1. Los grupos se formaron
por la combinacion de las clases de Ny S absorbido por unidad de rendimiento en
grano. Las categorias individuales de baja y alta cantidad de Ny S absorbido por unidad
de rendimiento en grano corresponden a las observaciones por debajo y por encima de
la mediana de cada uno de estos nutrientes, respectivamente. Los modelos ajustados (en
escala logaritmica, 1og10) y sus correspondientes parametros y estadisticos se presentan
en el Cuadro S.3.2 del material suplementario. Cada simbolo corresponde al valor
medio de cada combinacién experimento-tratamiento.

3.4. Discusion

El objetivo de este capitulo fue analizar y comparar las relaciones entre la cantidad de
Ny S absorbido por unidad de rendimiento en grano y sus componentes (i.e. la
concentracion de nutriente en grano y el indice de cosecha de nutriente) en cebada
cervecera. Para este fin, se realizaron experimentos cubriendo una amplia combinacién
de sitios y afios y un gran rango de disponibilidad de N y S. Las variaciones en Nabs/R
(o EIN) y alguno de sus componentes han sido exploradas en estudios previos en
cereales, a través de la evaluacion de su variacion en pocos experimentos, donde el
principal factor que genera la variabilidad en EIN fue la aplicacion de tratamientos
(fecha de siembra, dosis de fertilizante, evaluacion de cultivares) (Abeledo et al., 2008;
Maltese et al., 2019; Carciochi et al., 2020a; de Oliveira Silva et al., 2020). En el
presente estudio se trabajo sobre lotes de produccion y explorando un amplio rango de
variacidn en las variables en estudio gracias a la combinacidn experimento-tratamiento.
El anélisis de las relaciones entre Sabs/R (o EIS) y sus componentes no se ha reportado
previamente.

La minima Nabs/R calculada a partir de la funcién de borde superior a través de la
relacion entre el rendimiento en grano y la cantidad de N absorbido (Fig. 3.1.a, 12.3 kg
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N Mg™") fue similar a la observada por otros autores (i.e. 13.9 kg N Mg, Albrizio et al.,
2010). La maxima Nabs/R (23.2 kg N Mg™") calculada a partir de la funcion de borde
inferior fue mayor a la calculada por otros estudios (18.5 kg N Mg, Abeledo et al
2008). Este levemente superior consumo de lujo de N observado en nuestro estudio,
podria asociarse a las altas dosis de fertilizante N utilizado, donde el N total agregado
fue mayor al utilizado por Abeledo et al. (2008) en la misma region, y al hecho de estar
utilizando cultivares modernos con alto potencial de rendimiento. Las relaciones
curvilineas y positivas entre el rendimiento en grano y la cantidad de nutriente
absorbido observado para Ny S, fue similar a las observadas por otros autores en
diferentes cultivos y nutrientes (Albrizio et al., 2010; Setiyono et al., 2010; Pagani et al.,
2012; Potzsch et al., 2019; Carciochi et al., 2020b). No hemos encontrado en la
literatura que se haya reportado anteriormente la relacion entre rendimiento en grano y
S absorbido para cebada cervecera.

La relaciéon entre CNG y Nabs/R fue mas estrecha que la observada por Prystupa et al.
(2018) donde analizaron la relacidén entre CNG y N disponible por unidad de
rendimiento en la region pampeana. Esto puede deberse a que estos autores relacionaron
el rendimiento en grano con la cantidad de N disponible en el suelo en lugar de Nabs/R,
la cual puede estar sujeta a pérdidas por lixiviacion y no ser absorbida por el cultivo
(Lord y Mitchell, 1998). En el caso del S, el Sabs/R correspondiente a la mediana (1.5
kg S Mg™") fue similar a lo estimado en cebada a partir de Skwierawska et al. (2008)
(1.7 kg S Mg™) e inferior a lo observado en cebada forrajera (i.e. 2.8 kg S Mg, Pétzsch
etal., 2019), y en trigo (4.4 - 3.7 kg S Mg, Malhi, 2006; Ercoli et al., 2011).

Tanto en N como en S, las variaciones en la cantidad de nutriente absorbido por unidad
de rendimiento estuvieron asociadas principalmente a cambios en la concentracion de
nutriente en grano y, en menor medida, a cambios en el indice de cosecha del nutriente.
Esto estd en concordancia con 1o observado por otros autores para N (Sadras, 2006;
Ciampitti y Vyn, 2012). Cabe destacar que en el caso de S hubo una mayor proporcion
de varianza de nutriente absorbido por unidad de rendimiento atribuible a cambios en el
indice de cosecha del nutriente, respecto a lo ocurrido en N (40.1 vs. 33.9 %, para ICS e
ICN, respectivamente).

La concentracion de nutriente en grano y el indice de cosecha de nutriente presentaron
diferente sensibilidad a la modificacion en la cantidad de nutriente absorbido por unidad
de rendimiento en grano, segun el nutriente en cuestién (N o S) y la cantidad de
nutriente disponible para particionar hacia los granos. Cuando esta cantidad fue baja
(con valores de nutriente absorbido por unidad de rendimiento en grano por debajo de
1.58 para S 0 1.76 para N, Fig. 3.3.c y d, respectivamente), la variacion se encontro
principalmente asociada a cambios en la concentracion de nutriente en grano, mientras
que el indice de cosecha de nutriente permanecio constante. Cuando la cantidad de
nutriente absorbido por unidad de rendimiento en grano fue media o alta (valores de
nutriente absorbido por unidad de rendimiento en grano por encima de 1.58 para S o
1.76 para N, Fig. 3.3.cy d, respectivamente), estos nutrientes difieren. En el caso del N,
las variaciones en la cantidad de nutriente absorbido por unidad de rendimiento en
grano se asociaron a cambios en ambos componentes (i.e. CNG e ICN) en forma
simultanea. Sin embargo, en el caso del S, las modificaciones en la cantidad de nutriente
absorbido por unidad de rendimiento en grano estuvieron mucho maés relacionadas a
cambios en el indice de cosecha que a cambios en la concentracion de nutriente en
grano. De hecho, los cambios en el ICS comenzaron con menores niveles relativos de
nutriente absorbido por unidad de rendimiento en grano respecto a lo que ocurre con el
ICN. Ademas, la tasa de disminucion del indice de cosecha de nutriente (i.e. la
pendiente en la fase lineal de la funcion, Fig. 3.3.¢ y d) fue mayor en S respecto a N. Por
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otro lado, la magnitud relativa del cambio en la concentracion del nutriente en grano fue
mucho menor en S que en N (la CNG tiende a triplicarse mientras la CSG tiende a
duplicarse, Fig. 3.3.ay b).

La baja tendencia a cambiar CSG con moderado a altos niveles de Sabs/R permitiria
explicar la nula y/o pequefia e inconsistente modificacién de CSG frente al agregado de
S, en situaciones donde no se observo respuesta del rendimiento en distintos cereales
(Gupta y MacLeod, 1984; Lerner et al., 2006, Zhao et al., 2006; Nanamori et al., 2011;
Holopainen et al., 2015; Carciochi et al., 2019). Incluso, en situaciones donde se
observo respuesta del rendimiento en grano frente al agregado de Ny S, el incremento
de CNG fue mayor al observado en CSG: en cebada, Prystupa et al. (2019) observaron
un incremento de 6.6% en rendimiento en grano y ~ 30% en CNG frente al agregado de
N, mientras que el rendimiento en grano incrementd 4.4% y la CSG ~ 7% frente al
agregado de S. Las elevadas variaciones en CSG debido al agregado de S suelen
evidenciarse en experimentos realizados en condiciones controladas (i.e. invernaculo e
hidroponia) o en condiciones de campo donde las restricciones nutricionales son
exacerbadas (Shewry et al., 1983; Habtegebrial y Singh, 2009).

Respecto a los cambios en el indice de cosecha de nutriente, varios autores observaron
nulas o pequefias modificaciones del ICN frente al agregado de N en cebada (Delogu et
al., 1998; Abeledo et al., 2008) y trigo (Pask et al., 2012). En cambio, en S, a partir de
los datos de Malhi (2006) se puede estimar una disminucion promedio de ~ 11% en el
ICS frente al agregado de S en trigo. De manera similar, Pagani et al. (2012) observaron
una disminucion del ICS frente al agregado de S, mientras que el ICN no se modifico
por agregado de N en maiz.

El rango de valores observados de N removilizado fue similar al observado por Przulj y
Momcilovic (2001) en cebada, mientras que el rango de valores de eficiencia de
removilizacidon de N fue ligeramente superior que el observado por otros autores (Przulj
y Momcilovic, 2001; Dordas, 2012). La distribucion y removilizacion de S en trigo y
cebada ha sido estudiada frecuentemente bajo condiciones controladas (Fitzgerald et al.,
1999; Monaghan et al., 1999; Eriksen et al., 2001), lo cual dificulta su extrapolaridad.
La removilizacion de S fue menor que la de N, de manera analoga a lo observado por
Eriksen et al. (2001). Esto puede deberse al hecho de que, por un lado, la cantidad de S
acumulado hasta antesis fue menor que la de N (en promedio, el cociente S absorbido
hasta antesis/S absorbido a madurez ~ 78.5 % y el cociente N absorbido hasta antesis/N
absorbido a madurez ~ 86.6 %, a partir del Cuadro 3.1), en coincidencia con
observaciones previas en maiz (Ciampitti et al., 2013; Carciochi et al., 2020a). Por otro
lado, la eficiencia de removilizacion de S fue menor que la de N (Cuadro 3.1) y fue
afectada en mayor medida por la cantidad de S disponible para particionar hacia los
granos, que en el caso de N (Fig. 3.4.ay b). La disminucién en la pendiente de la
relacion entre la cantidad de S removilizado y la cantidad de S absorbido en antesis
(Fig. 3.4.b) cuando Sabs/R cambio de 'bajo' a 'alto’ fue 18 %. En el caso de N, la
pendiente disminuy6 solo 9 % (Fig. 3.4.a). Aunque ICN e ICS presentaron baja
asociacion con la eficiencia de removilizacion de Ny S, respectivamente, ambas
tendencias fueron positivas (r = 0.61 y r = 0.43, para Ny S, respectivamente). Esto es
consistente con 1o observado en la figura 3.3, donde los valores bajos de Ny S
absorbido por unidad de rendimiento en grano corresponden a valores de alto ICN e ICS
y elevadas eficiencias de removilizacién de Ny S (Fig. 3.4.ay b).

La relacion N:S en grano ha sido propuesta como un indice que permite diagnosticar
deficiencias de S en los cultivos después de la cosecha en soja (Salvagiotti et al., 2012),
trigo (Randall et al., 1981; Reussi Calvo et al.,, 2011), maiz (Carciochi et al., 2019) y
arroz (Randall et al., 2003). El rango de relaciones N:S en grano observadas fueron
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mayores a los observados por otros autores en cebada (Holopainen et al., 2015) y trigo
(Habtegebrial y Singh, 2009; Reussi Calvo et al., 2011). El hecho de que la relacion N:S
en grano fuera sensible a Nabs/R y no a Sabs/R (Fig. 3.5) esta en concordancia a lo
observado por otros autores, donde tanto la CSG como la relacion N:S en grano se
modifica frente al agregado de Ny no de S (Lerner et al., 2006; Zhao et al., 2006). En
trigo, Randall et al. (1981) separaron poblaciones de cultivos deficientes en S a aquellas
que presentaban valores menores de 1.2% de CSG y una relacion N:S en grano mayor
de 17:1. La variabilidad en la asociacion entre la relacion N:S en grano y Nabs/R o
Sabs/R puede deberse a la presencia de cultivos con deficiencia de S, dado que los
cultivos que generan dispersion presentan elevados valores en la relacion N:S en grano
y una baja Sabs/R (Fig. 3.5.b).

De hecho, la inica curva que se separd de la relacidn cercana a la isometria entre Ny S
fue aquella que presentaba un desbalance de N (i.e. un exceso de N disponible para
particionar hacia los granos, el grupo N - Swijo' €n Fig. 3.6.a). Mas atn, el desbalance
de N podria ser "corregido" (retornado nuevamente hacia una relacion cercana a la
isométrica) a través de un incremento en la cantidad de S absorbido por unidad de
rendimiento en grano, con el fin de "moverse" desde la curva con exceso de
disponibilidad de N para los granos hacia una situacion balanceada (desde la curva
verde hacia la negra, en la Fig. 3.6.a). Sin embargo, no se observaron situaciones en las
que S se acumulo por sobre el N, y por tanto, la limitacion en la acumulacion de S en el
grano podria estar impuesta por la particion de S hacia los granos de forma de mantener
una relacion N:S estimada de ~ 12.3:1 (i.e. la pendiente del modelo lineal ajustado al
subconjunto de datos correspondientes a 10s grupos Niajo = Seajo’> Nato = Saito’ ¥ Nhajo -
S, R2=0.84).

La utilizacién de elevada EIN como rasgo de seleccidn en los programas de
mejoramiento esta asociada con altos ICN y bajos valores de CNG (ecuacion 2). La
interrelacion descripta entre Nabs/R (o EIN), CNG e ICN concuerda con Savin et al.
(2019), quienes destacan la posible reduccién de CNG en el proceso de mejoramiento
genético de trigo, en lineas que presentan elevada EIN. En cebada cervecera, si bien el
rendimiento en grano o EIN son rasgos objetivos en los programas de mejoramiento,
CNG es un rasgo que se ha preservado debido a los requerimientos industriales (i.e. el
contenido proteico debe encontrarse entre determinados limites). Sin embargo, los
cultivares modernos presentaron una mayor EIN e ICN, y una menor CNG respecto a
los antiguos (Abeledo et al., 2008).

3.5. Conclusiones

La relacién entre concentracidn de nutriente en grano y la cantidad de nutriente
absorbido por unidad de rendimiento en grano fue distinta para Ny S. A diferencia de la
relacion estrecha entre CNG y Nabs/R, CSG fue menos sensible a modificaciones en
Sabs/R, especialmente en situaciones de moderada-alta Sabs/R. Esto se debi6 a una
mayor disminucién en el ICS comparado al ICN cuando aumenta la cantidad de
nutriente absorbido por unidad de rendimiento en grano por encima de un determinado
umbral (1.3 kg S Mgy 15 kg N Mg™). Por lo tanto, CSG seria muy dificil de modificar
a través del agregado de azufre, salvo en situaciones de deficiencia severa, dado que una
gran proporcion del S absorbido va a tener como destino final el rastrojo. No obstante,
pequeiias variaciones en CSG o en la relacion N:S del grano podrian impactar de
manera significativa en el calidad maltera, aspecto que se aborda en el capitulo
siguiente.



CAPITULO 4. Relacién N:S en grano y calidad maltera




4.1. Introduccion

Para ser utilizada en la industria cervecera, la malta debe cumplir con una serie de
caracteristicas complejas que describen su calidad. El principal indice de la calidad
maltera es el extracto de malta, el cual refleja la cantidad de solutos presentes en el
mosto por unidad de malta empleada (Briggs et al., 2004). El mosto se obtiene luego de
la maceracion de la malta, proceso durante el cual el almidén es degradado a azicares
fermentables y dextrinas, mientras que las proteinas son degradadas a proteinas
solubles, péptidos y aminoacidos (Schwarz y Li, 2011). Valores mas altos de extracto
de malta (i.e. mayor cantidad de solutos en el mosto) implican un mayor rendimiento de
la malta en la elaboracion de cerveza, por lo cual resulta en una caracteristica deseada
en la industria. El extracto de malta se asocia negativamente con la concentracion
proteica de los granos, lo que es atribuido a una menor tasa de degradacion de los
granulos de almidén durante la maceracion (Howard et al., 1996). La fertilizacion
nitrogenada incrementa la concentracion proteica de los granos en cebada (O'Donovan
etal., 2011; Prystupa et al., 2018) y, por lo tanto, reduce el extracto de malta (Prystupa
et al., 2019). Sin embargo, existe mucha menos informacion acerca de la influencia del
S sobre el extracto de malta. Algunos trabajos previos observaron una relacion positiva
entre el agregado de Sy el extracto de malta (Holopainen et al., 2015; Prystupa et al
2019).

Para obtener un alto nivel de extracto y una actividad enzimatica adecuada es necesario
que la estructura fisica del grano se haya modificado durante el malteo. La friabilidad es
el grado de facilidad con que puede romperse un objeto. En el caso de la malta, la
friabilidad es un indicador del grado de modificacion fisica que ha sufrido el grano
durante el malteo (Briggs et al., 2004). La modificacion fisica se debe principalmente a
la degradacion de paredes celulares y las proteinas contenidas en el interior del
endosperma (Schwarz y Li, 2011). Cuanto mayor es la modificacién sufrida por la
malta, mas extracto se obtiene de ella (Briggs, 1998) y, més friable y facil de moler es
(Schwarz y Li, 2011). En estudios previos se ha observado que frente al incremento en
la concentracion proteica de los granos o de la disponibilidad de N, disminuye la
friabilidad (Gianinetti et al., 2005; Holopainen et al., 2015), o se incrementa la dureza
de la malta (Prystupa et al., 2019). En otros estudios observaron un incremento en la
friabilidad de la malta frente al agregado de S (Zhao et al., 2006; Prystupa et al., 2019).

Otros atributos de calidad menos estudiados son el tiempo de sacarificacion y el tiempo
de filtracion del mosto. El tiempo de sacarificacion es una medida grosera del tiempo
que demora la dextrinizacion del almidon y esta relacionado con el contenido de a-
amilasa de la malta (Briggs et al., 2004). La dextrinizacioén del almidon es el proceso
por el cual se obtienen azucares simples y dextrinas (i.e. oligosacaridos) durante la
maceracion del mosto. Elevados tiempos de sacarificacion estan asociados a maltas que
poseen un reducido complejo enziméatico (principalmente la enzima a-amilasa) (Briggs,
1998), lo cual no es deseable en la industria. La filtracion del mosto se evalua a partir
del tiempo que demora el pasaje del mosto resultante de la maceracion a través de filtros
de celulosa con caracteristicas estandarizadas. La filtracion es mas lenta en maltas que
poseen un bajo grado de modificacion y en mostos de elevada viscosidad (Briggs,
1998). A su vez, los tiempos de filtracion elevados afectan a los tiempos operativos, por
lo que son indeseables en la industria. Se sabe que la velocidad de filtracion es afectada
por un alto contenido de B-glucanos (Nischwitz et al., 1999) y, ademas, la presencia de
grandes cantidades de B-glucanos es un indicador de una inadecuada modificacion del
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endosperma del grano (Briggs, 1998). Se ha observado una relacion positiva entre la
concentracion de proteina en los granos y el contenido de B-glucanos tanto en granoy
mosto de cebada (Giler, 2003; Edney et al., 2012) como en malta de trigo (Jin et al.,
2008), por lo que es probable que elevadas concentraciones de N en el grano se asocien
con menores velocidades de filtracion del mosto. Por otro lado, Zhao et al. (2006)
observaron una disminucion en el contenido de B-glucanos frente al agregado de S en el
cultivo de cebada, lo que se asociaria con mayores velocidades de filtracion. Por lo
tanto, la nutricion nitrogenada y la azufrada, al afectar tanto el contenido de B-glucanos
como la modificacién del endosperma, podrian modificar la velocidad de filtracion.

Las proteinas de reserva en cebada cervecera, denominadas hordeinas, difieren en
cuanto a su contenido de S. Mientras que las hordeinas-B y las hordeinas-y son ricas en
S en su composicion, las hordeinas-C son pobres en S (Shewry y Tatham, 1990). Se ha
reportado que una elevada proporcidn de hordeinas-B o un incremento en la relacion
entre las hordeinas B:C se asocian a mayores valores de extracto de malta (Peltonen et
al., 1994; Molina-Cano et al., 2002; Prystupa et al., 2019). Por lo tanto, la calidad de los
granos de cebada no estaria relacionada solo con la concentracion de proteina sino
también con la relacion N:S en grano (Shewry, 2011). Si bien la concentracion de Ny S
en el grano puede modificarse a través de la fertilizacion con estos nutrientes, la
concentracion de Ny S en grano presenta diferente sensibilidad frente a modificaciones
en la disponibilidad de estos nutrientes para el cultivo (Gomez et al., 2021). En
consecuencia, variaciones en la disponibilidad de N o S podrian no reflejarse en
modificaciones proporcionales en la relacion N:S en grano. Por otro lado, existe escasa
informacion acerca de los efectos de la fertilizacion azufrada sobre la calidad industrial
de la cebada. Los estudios previos que evaltan el efecto del azufre sobre la calidad
maltera de cebada en condiciones de campo son unos pocos (Zhao et al., 2006;
Holopainen et al., 2015; Prystupa et al., 2019). Estos trabajos estudiaron el efecto del
agregado o la deficiencia de S (i.e. efecto del agregado de S solo o en combinacion con
N) sobre atributos de calidad maltera. Una manera alternativa de evaluar la calidad
maltera de los granos podria realizarse directamente a través de un atributo propio del
grano: su relacién N:S. En un nimero limitado de ensayos a campo con cebada
cervecera, Prystupa et al. (2019) observaron que la relacién N:S en grano correlacionaba
con el extracto de malta. No existen estudios previos que hayan utilizado a la relacion
N:S en grano para evaluar la influencia del S en otros atributos de calidad maltera.

El objetivo del presente capitulo fue determinar la influencia de la relacion N:S en
grano sobre distintos atributos de calidad maltera en el cultivo de cebada.

La hipotesis de trabajo fue que la clasificacidon de granos segln su relacion N:S,
permitird distinguir situaciones contrastantes de calidad maltera debido a su asociacion
con los distintos tipos de hordeinas y, por tanto, con la relacion de hordeinas B:C.

4.2. Materiales y métodos
4.2.1. Experimentos a campo

Se realizaron 47 experimentos con cebada cervecera (Hordeum vulgare L.) en
condiciones de campo en el centro-norte de la provincia de Buenos Aires, durante el
periodo 2014 a 2018. Estos 47 experimentos corresponden a la casi totalidad de los 50
experimentos realizados para el desarrollo del capitulo 3. Los experimentos se
realizaron aplicando los tratamientos a una porcion de un lote de produccidon comercial
de cebada cervecera. En cada experimento (resultado de la combinacion sitio-afio) se
aplicaron tratamientos con el fin de generar variabilidad del estatus nutricional
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nitrogenado y azufrado de los cultivos. Durante el periodo 2014 - 2015 se aplicaron tres
tratamientos:

- Productor: consiste de la dosis de fertilizacion aplicada por el productor. La dosis de
fertilizacion media utilizada por los productores fue 58.8 y 4.5 kgha' paraNy S,
respectivamente.

- +N: 150 kg N ha™ (en los afios 2014/15/16 y 2018) 0 250 kg N ha™ (afio 2017), por
sobre la dosis de fertilizante aplicada por el productor.

-+S: 15 kg S ha™' (en los afios 2014/15/16) 0 20 kg S ha™' (afio 2017 y 2018), por sobre
la dosis de fertilizante aplicada por el productor.

Durante el periodo 2016 a 2018, se agregd un cuarto tratamiento con el fin de conformar
un disefio factorial completo:

-+NS: 15 kg S ha™' (afio 2016) 0 20 kg S ha™' (en los afios 2017 y 2018) y 150 kg N
ha™' (en los afios 2016 y 2018) 0 250 kg N ha™' (afio 2017), por sobre la dosis de
fertilizante aplicada por el productor.

Los 24 experimentos realizados en el periodo 2014-15 tuvieron un disefio factorial
incompleto con dos repeticiones, mientras que los 23 experimentos realizados durante
2016 a 2018 tuvieron un disefio factorial completo con 3 repeticiones. Las practicas de
manejo fueron las usualmente utilizadas en cada lote de produccién. Los cultivares
empleados en estos experimentos fueron aquellos mas ampliamente adoptados por los
productores durante el periodo en el que los experimentos se llevaron a cabo,
destacandose el predominio del cv. Andreia. El fertilizante nitrogenado (urea) y el
azufrado (yeso) fue aplicado al voleo entre siembra y emergencia de los cultivos.

4.2.2. Rendimiento, calibre, concentracion de N y S en grano

A la madurez del cultivo, se tomaron muestras de biomasa aérea en 4 m lineales de las
hileras centrales de cada parcela y fueron secadas a 65 °C hasta alcanzar peso constante.
Estas muestras fueron trilladas para determinar el rendimiento en grano. El rendimiento
en grano fue corregido a un contenido de humedad de 0.13 g H.O g'. En muestras de
granos se determiné la concentracion de Ny S a través de digestion humeda y posterior
colorimetria (Baethgen y Alley, 1989) y turbidimetria (San Martin et al., 1987), para N
y S, respectivamente. El porcentaje de proteina fue calculado multiplicando la
concentracion de N en grano (en base seca) por un factor de 6.25.

El calibre se determiné con una calibradora Sortimat K-3 (Pfeuffer), que clasifica a los
granos en 4 fracciones: mayor a 2.8 mm, entre 2.8 y 2.5 mm, entre 2.5y 2.2 mm y
menor a 2.2 mm. Se considera calibre a la suma del peso de los granos que quedan
retenidos por sobre los tamices de 2.5 y 2.8 mm por cada 100 g de muestra tamizada.

4.2.3. Micromalteo y analisis de malta

A la madurez del cultivo, se tomaron muestras de grano de cada parcela (~ 1,5 kg de
espigas en cada parcela). Las espigas fueron secadas a 25 °C y luego trilladas. Muestras
de 250 g de granos que fueron retenidos en un tamiz de 2.5 mm, provenientes de cada
parcela, y fueron malteadas en una micromalteria automatica (Phoenix Systems,
Kingswood, South Australia). El programa de malteo consto de 25 h de etapas alternas
de remojo y descanso, 96 ha 15 °C para la germinacion y 18 h entre 50 y 82 °C para el
secado. Las raicillas y los vastagos fueron removidas manualmente. Tanto el extracto de
malta, los tiempos de sacarificacion y de filtracion (4.5.1 EBC) como la friabilidad de
malta (4.15 EBC) se determinaron siguiendo los protocolos EBC (E.B.C., 1998). La
friabilidad de malta se determin¢ utilizando un friabilimetro (Pfeuffer).
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4.2.4. Cuantificacion de hordeinas

Se tomaron muestras de granos en siete experimentos y se molieron. La extraccion de
hordeinas se realiz6 siguiendo a Celsus et al. (20006). A partir de 300 mg de muestras
liofilizadas se realizaron tres extracciones con 1 ml de una solucién de NaCl (5% p/v)
en agua desionizada, de forma de extraer albuminas y globulinas en el sobrenadante, lo
cual fue descartado. Sobre el residuo (que contiene las hordeinas) se realizaron tres
extracciones con 1 ml de 1-propanol (55% v/v) y DTT (0,75% p/v). Cada extraccion fue
agitada en vortex por 2 minutos a temperatura ambiente y luego agitado en un shaker
orbital por 10 minutos a 55 °C (Celus et al., 2006). La suspension obtenida se centrifugo
(1500 g) durante 10 minutos a temperatura ambiente y el sobrenadante obtenido se
combind y llevo a 3.5 ml con el solvente de extraccion. Una alicuota de cada extraccidon
se filtro a través de un filtro de membrana de acetato de celulosa de 0.45 um y se cargod
(80 ul) en una columna C8 (Zorbax SB C8 300 A) en un equipo de Cromatografia
Liquida de Alta Performance (Fase Reserva, Agilent series 1100). El sistema de elucion
consistio en agua destilada con 0.1 % de acido trifluoroacético (TFA) (solvente 1), y
acetonitrilo con 0,1% TFA (solvente 2). Las proteinas se separaron en un gradiente de
solvente 2 (del 24 a 56 %) durante S0 minutos y se detectaron a 214 nm utilizando un
detector UV (Wieser et al., 1998).

4.2.5. Analisis de datos

Para evaluar el efecto de la relacion N:S en grano sobre el extracto, la friabilidad de
malta y el tiempo de filtracion se conformaron seis grupos de relacién N:S. Los grupos
de relacion N:S en grano se generaron a través del ajuste de regresiones lineales por
cuantiles, de forma que las muestras de granos se agruparon en los siguientes grupos: <
Q10, Q10-25, Q25-50, Q50-75, Q75-90, > Q90. Las regresiones por cuantiles se
ajustaron utilizando el paquete quantreg (Koenker, 2022). Las pendientes ajustadas de
estas regresiones lineales por cuantiles, corresponden a las relaciones N:S en grano que
indican los limites entre los grupos.

Las relaciones entre extracto de malta y otras variables de interés se evaluaron
ajustando modelos lineales y no lineales, teniendo en cuenta la correlacidn entre errores
y la heterogeneidad de varianza (funciones gls y gnls del paquete nlme, Pinheiro et al .,
2022). En presencia de heterocedasticidad, se ajustaron modelos con distintas funciones
de varianza y se ordenaron de acuerdo al valor de Bayesian Information Criterion (BIC).
Se selecciond el modelo con menor BIC.

La friabilidad de malta es una variable cuya distribucién no es normal, por lo que se
transform¢ su escala relativizando los valores observados respecto a 100 (dado que es
un porcentaje). De esta forma se pudo ajustar a una distribucion beta, la cual es
apropiada para datos que son proporciones continuas, en el rango de valores (0, 1)y, a
su vez, permitio mantener el significado y la interpretacion de la variable original. Las
relaciones entre friabilidad y las variables de interés se evaluaron a través de beta-
regresiones (Cribari-Neto y Zeileis, 2010), utilizando una funcién de enlace logistica.
Los pardmetros estimados del modelo lineal correspondieron al predictor lineal
n=By*+B, X, +...+B,X,, vy el valor esperado de la variable respuesta correspondi6 a

E (y i) =exp (Tli)/ {1 +exp (m”. En presencia de heterocedasticidad, se ajustaron modelos

que la contemplaran y se ordenaron de acuerdo al valor de BIC. Se seleccion6 el modelo
con menor BIC.
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La variable tiempo de sacarificacion poseia tres categorias de respuesta (i.e. 5-10, 10-
15 y 15-20 minutos), por lo que presentd una distribucion multinomial. Las relaciones
entre el tiempo de sacarificacion y las variables de interés se evaluaron con redes
neuronales para modelos logisticos multinomiales, utilizando el paquete nnet (Venables
y Ripley, 2002).

La variable tiempo de filtracion presentd distribucion binomial, debido a que la variable
respuesta poseia dos categorias (i.e. 'Normal' y "> 60 minutos', es una variable binaria).
Las relaciones entre el tiempo de filtracion y las variables de interés se evaluaron a
través de modelos lineales generalizados, correspondiente a una distribucidn binomial y
donde la funcién de enlace utilizada fue logistica.

Los efectos de interés sobre las variables estudiadas (i.e. extracto y friabilidad de malta,
tiempos de sacarificacion y filtracion) se analizaron a través de pruebas de cociente de
verosimilitud (LRT, por sus siglas en inglés), bajo distribuciones 2. La presencia de
multicolinealidad se evalud a través del factor de inflacién de la varianza (VIF, por sus
siglas en inglés) utilizando el paquete car (Fox y Weisberg, 2019). El R? en las beta-
regresiones se calculo segiin Ferrari and Cribari-Neto (2004), mientras que en el resto
de los modelos se calculd en base a Nagelkerke (1991). Todos los analisis estadisticos
se realizaron utilizando el software R (R Core Team, 2022). Los datos se consideraron
como muestras de granos a nivel de parcela, tanto para su analisis como para su
ilustracion (el namero total de observaciones fue de 414, con pequefias variaciones
dependiendo de la variable).

Los atributos de calidad maltera se analizaron considerando dos grupos de datos: 1) el
conjunto de datos completo, 2) un subconjunto de datos generado a partir de los limites
de concentracion proteica en grano establecidos en el requerimiento de la industria
cervecera. En Argentina, las bases de comercializacidn estipulan un rango de proteina
en grano entre 9.5y 13 % (Res. 27/2013, SENASA). Este rango de proteina, es similar
al utilizado en otros paises, como Australia (9 - 12 %), Estados Unidos (9.5 - 12.5 %),
Canada (10.5 - 13 %) y Espafia (9.5 - 11.5 %).

Las muestras en las que se determino la composicidon de hordeinas fueron clasificadas
en funcion de la relacidn de hordeinas B:C que poseian ('< 1.2'y '> 1.2"). El valor de
relacion B:C que separd ambos grupos (i.e. 1.2) se determind a partir del calculo del
complemento del cuantil correspondientes a los granos con relacion N:S de 17.7 (i.e.
N:S =17.7 correspondi6 a Q72, mientras que B:C = 1.2 a Q28). Esta clasificacion se
realizo en base a que los granos con relacion N:S > 17.7 presentaron caracteristicas
distintivas en sus atributos de calidad industrial y, a su vez, cumplian los requerimientos
de concentracion proteica requerida por la industria (concentracion de proteina
comprendida entre 9.5y 13 %).

4.3. Resultados
4.3.1. Relaciones N:S en grano

Los valores medios, correspondientes a los cuantiles 25 y 75 %, y los valores extremos
(minimo y maximo) de las principales variables evaluadas, se presentan en el Cuadro
4.1.
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Media Q25-Q75° Min - Max
Rendimiento en grano (Mg ha) ® 6.05 4.75-1733 1.25-10.36
Calibre (%) 85.0 81.7-935 17.8-98.0
Proteina (%) 92 7.7-103 33-154
Concentracién de S en grano (g kg™) 1.06 0.94-1.18 0.48 - 1.68
N:Sen grano (g N g S™) 143 11.6-15.6 6.5-422
Hordeinas totales (u.a.) 17773 12034 - 24811 6760 - 32943
Hordeina-B (u.a. g') 31865 25486 - 36915 9896 - 56348
Hordeina-C (u.a. g") 24613 10376 - 38353 6178 - 64243
Hordeina-D (u.a. g')¢ 1106 815-1178 433 -3274
Hordeina-y (u.a. g') ¢ 1148 840 - 1447 117 - 2247
Relacién de hordeinas B:C 1.8 1.1-24 03-37
Extracto de malta (%) 81.1 80.2-824 75.7-85.7
Friabilidad de malta (%) 90.5 85.0-98.38 40.6 -99.8

5-10 minutos (n = 13); 10-15 minutos (n = 324);
15-20 minutos (n = 10) °

Normal (n = 237); >60 minutos (n = 110) °

* El rendimiento se ajusto a 0.13 g H,O g

> Q25-Q75: cuantiles 25 y 75 %, respectivamente.

°n: nimero de muestras.

4 Para el calculo de los estadisticos de resumen se retiraron las situaciones en las cuales
la cantidad de hordeinas determinadas era 'no detectable' (cantidad <100 u.a.,
correspondientes a 12 casos en hordeina-D y 1 caso en hordeina-y).

Tiempo de sacarificacion (minutos)

Tiempo de filtracion (minutos)

En la figura 4.1.a se observan los distintos grupos de relaciones N:S en grano
conformados a partir del ajuste de funciones lineales por cuantiles, para los cuartiles
(Q25, Q50y Q75) y los extremos (Q10 y Q90, el decil inferior y superior,
respectivamente). El 80 % de las muestras de grano presentaron una relacion N:S entre
10.1y 17.7 (1.e. Q10 y Q90, respectivamente). Se observo cierta asimetria en la
distribucion de las relaciones N:S en grano, dado que la relacidén N:S en grano del decil
superior fue ~ 37% superior a la mediana, mientras que la relacion N:S correspondiente
al decil inferior fue ~ 22% menor a la mediana. Las situaciones correspondientes al
decil extremo superior (i.e. el grupo > Q90 o las relaciones N:S en grano superiores a
17.7) presentaron mayor variabilidad (Fig. 4.1.ay b). Cabe destacar el gran rango de
valores de proteina observado para los distintos grupos de relaciones N:S, 1o cual
permite explorar diferencias en la concentracion de S (y en la relacion N:S) para un
misma concentracion proteica (i.e. diferencias en la composicion y no en la
concentracion proteica de los granos) (Fig. 4.1.b).
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Figura 4.1. a) Relacion entre la concentracion de N y la concentracion de S en grano. b)
Relacién entre la relacion N:S y la concentracion proteica en grano. Los colores de 1os
simbolos corresponden a los grupos de relacion N:S en grano al cual pertenece cada
situacidén o muestra. En a) las lineas punteadas corresponden a las funciones lineales por
cuantiles ajustadas y se indican las distintas relaciones N:S en grano (pendientes de las
funciones ajustadas).

4.3.2. Extracto de malta

La media y el rango de valores de la concentracion de proteina de los granos y del
extracto de malta se presentan en el Cuadro 4.1. El extracto de malta no vari6 ante
cambios en la concentracion de proteina de los granos cuando este se encontraba por
debajo de 7.4 % (Fig. 4.2.a). Con valores de proteina en grano superiores a 7.4 %, el
extracto de malta disminuyd ~ 0.6 % por cada punto de incremento en la concentracion
proteica de los granos. El ajuste de una funcion plateau-lineal fue mas adecuado
respecto al correspondiente a una funcidn lineal simple (una recta, p <0.001). Por otro
lado, el extracto de malta se relaciond positivamente con el calibre de los granos (p <
0.001, Fig. 4.2.b).
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Figura 4.2. a) Relacion entre el extracto de malta y la concentracion proteica de los
granos. b) Relacion entre el extracto de malta y el calibre de los granos.
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La relacién entre el extracto de malta y la concentracidn proteica de los granos fue
afectada por la relacion N:S de los granos (i.e. interaccion proteina-N:S en grano, p <
0.05, Fig. 4.3.a). Para establecer diferencias entre los grupos de relaciones N:S en grano,
inicialmente se ajust6é un modelo que relacionaba el extracto de malta y la concentracion
proteica de los granos para cada uno de los seis grupos de relaciones N:S en grano (i.e.
el modelo completo). Posteriormente, los grupos de relaciones N:S en grano se
reagruparon en un menor numero de grupos (i.e. el modelo reducido, con un menor
namero de parametros) y se evalud la representacion de la relacidon con el modelo
reducido vs el modelo completo (i.e. se puso a prueba el parametro del grupo de
relaciones N:S que diferencia a ambos modelos, donde Ho: B« = 0). El modelo lineal mas
adecuado fue aquel conformado por tres grupos de relaciones N:S en grano (i.e. se
redujo el modelo mas complejo, con 6 grupos o funciones, a uno de 3 funciones sin
incrementar el error, p = 0.32). Los grupos de relaciones N:S en grano conformados se
correspondieron a relaciones N:S menores a 10.1; entre 10.1y 17.7; y mayores a 17.7
(Fig. 4.3.a). Los granos cuya relacion N:S fue menor a 10.1 no presentaron asociacion
entre el extracto de malta y su concentracion de proteina (la pendiente no fue distinta de
cero, p = 0.83). Ademas, los granos con relacion N:S menor a 10.1, se correspondieron
mayormente con aquellos que poseian las menores concentraciones proteicas (i.e. el 75
% de las muestras con relacion N:S < 10.1 poseian una concentracion proteica < 7.5 %).
Por otro lado, en granos cuya relacion N:S fue mayor a 10.1, se observé una relacion
negativa entre el extracto de malta y la concentracion proteica de los granos. Los granos
con relacidon N:S > 17.7 presentaron ~ 1.3 % menos de extracto de malta respecto a
granos cuya relacion N:S estuvo comprendida entre 10.1y 17.7, independientemente de
la concentracion proteica de los granos (las pendientes no son distintas, p = 0.95, Fig.
43 a).

En el rango de concentracion proteica requerida por la industria (i.e. 9.5 a 13 %), el
50% de las muestras cuya relacion N:S en grano estuvo entre 10.1y 17.7 presentaron
mayor extracto de malta que las muestras provenientes de granos con relacion N:S >
17.7 (i.e. 80.7 vs 78.9 %, para granos con relacion N:S entre 10.1y 17.7, y N:S> 17.7,
respectivamente, Fig. 4.3.b). Las diferencias en extracto de malta entre los granos con
relacion N:S entre 10.1 y 17.7, y aquellos con relacion N:S > 17.7 fueron menores en
los extremos de las distribuciones (i.e. decil superior e inferior de frecuencia acumulada,
correspondientes a los valores de extracto de malta més bajos y mas altos).
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Figura 4.3. a) Relacion entre el extracto de malta y la concentracion proteica de los
granos, en todo el conjunto de datos. Los colores de los simbolos refieren a los grupos
inter-cuantiles de relacion N:S en grano. b) Curvas de frecuencia acumulada de extracto
de malta, en el subconjunto de datos correspondiente al rango de concentracion proteica
en grano de 9.5 - 13 %. La linea sélida negra corresponde al ajuste para relaciones N:S
<10.1, la linea azul al ajuste para el rango de relaciones N:S 10.1 a 17.7 y la linea roja
para las relaciones N:S en grano > 17.7. La linea discontinua corresponde a la
probabilidad acumulada del 50 %. Los modelos ajustados son: 1) N:S < 10.1: y =82.193
- 0.032x (linea negra); 1)) N:S 10.1 - 17.7: y = 85.759 - 0.470x (linea azul); ii1) N:S >
17.7: y = 84.443 - 0.463x (linea roja). El R2 del modelo global es 0.43.

4.3.3. Friabilidad de malta

La media y el rango de valores de la friabilidad de malta se presentan en el Cuadro 4.1.
La friabilildad de malta se asocid negativamente con la concentracion proteica de los
granos (p < 0.001, Fig. 4.4.a). Frente al incremento en la concentracidn de proteina de
los granos desde 9.5 a 13 % (i.e. el rango de requerimiento proteico demandado por la
industria), la friabilidad de malta disminuy6 de 92 a 76.1 %. Si bien la friabilidad de la
malta se asocio positivamente con el calibre de los granos (p < 0.001), el grado de
asociacion entre estas variables fue relativamente bajo y con una clara dispersion en los
valores de friabilidad de malta en granos con calibre menor a 70 % (R? = 0.09, Fig.
44D).
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Figura 4.4. a) Relacién entre la friabilidad de malta y la concentracion proteica de los
granos. b) Relacion entre la friabilidad de malta y el calibre de los granos. Los modelos
ajustados corresponden al predictor lineal (1, ver materiales y métodos para mas
detalles).

La relacién entre la friabilidad de malta y la concentracion proteica de los granos fue
distinta segun la relacion N:S de esos granos (i.e. interaccion proteina-N:S en grano, p <
0.01, Fig. 4.5.a). El modelo més adecuado para los datos fue el que presentd tres grupos
de relaciones N:S en grano (i.e. se redujo a un modelo de 3 funciones, p = 0.47). Los
grupos de relaciones N:S en grano conformados se correspondieron a relaciones N:S
menores a 10.1; entre 10.1y 17.7; y mayores a 17.7 (Fig. 4.5.a).

La friabilidad de malta no se asocio6 a la concentracion proteica de los granos, en las
muestras en las que la relacion N:S en grano fue menor a 10.1 (i.e. la pendiente del
predictor lineal 1 no difiere de cero, p = 0.93). A su vez, los granos con relacién N:S <
10.1 se caracterizaron por poseer una baja concentracion proteica (< 8.7 %) y elevada
friabilidad de malta (97.7 %, calculado a partir del valor medio de concentracion
proteica del grupo N:S < 10.1). Tanto en granos con relacion N:S entre 10.1y 17.7
como en aquellos cuya relacion N:S fue mayor a 17.7, la friabilidad de malta se asocio
negativamente con la concentracion proteica (i.e. el modelo con pendientes distintas
para cada grupo de relaciones N:S fue méas adecuado, p <0.001, Fig. 4.5.a2). La
disminucion de la friabilidad de malta frente al incremento en la concentracion proteica
fue mayor en granos con relacion N:S entre 10.1y 17.7 respecto a aquellos cuya
relacion N:S fue > 17.7. La friabilidad de malta en granos con relacion N:S entre 10.1y
17.7 disminuyé de 92.4 a 77.6 % cuando la concentracion proteica de los granos
incrementd desde 9.5 a 13 %, mientras que en granos cuya relacion N:S era mayor a
17.7, frente al incremento en la concentracion proteica de 9.5 a 13 %, la friabilidad de
malta disminuy6 de 77.8 a 71.7 % (Fig. 4.5.a). Sin embargo, los granos cuya relacion
N:S fue > 17.7 poseian una menor friabilidad de malta, en términos medios (i.e. 93.4 vs
74.3 %, para granos con N:S entre 10.1y 17.7, y N:S > 17.7, respectivamente, calculado
a partir del valor medio de concentracion proteica de cada grupo).

En el rango de concentracion proteica en grano requerida por la industria (i.e. 9.5 a 13
%), el 50% de los granos con relacién N:S entre 10.1 y 17.7 presentaron mayor
friabilidad de malta, respecto a aquellos con relacion N:S > 17.7 (i.e. 87 vs 71.2 %, en
granos con N:S entre 10.1y 17.7, y N:S > 17.7, respectivamente, Fig. 4.5.b). Mientras
que no se observaron situaciones con friabilidad de malta por debajo de 68.6 % en
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granos cuya relacion N:S se encontraba entre 10.1y 17.7, aproximadamente el 48 % de
los granos con relacion N:S > 17.7 presentaron una friabilidad de malta menor a 68.6 %.
Analogamente, puede destacarse que mientras el 88 % de las muestras cuyos granos
poseian una relacion N:S entre 10.1 y 17.7 presentaron una friabilidad de malta mayor a
80 %, en el caso de granos con relacion N:S > 17.7 sélo se observo valores de
friabilidad de malta superiores a 80 % en el 35.4 % de las muestras (Fig. 4.5.b).
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Figura 4.5. a) Relacion entre la friabilidad de malta y la concentracion proteica de los
granos, en todo el conjunto de datos. Los colores de los simbolos refieren a los grupos
inter-cuantiles de relacion N:S en grano. b) Curvas de frecuencia acumulada de
friabilidad de malta, en el subconjunto de datos correspondiente al rango de
concentracion proteica en grano de 9.5 - 13 %. La linea solida negra corresponde al
modelo ajustado para relaciones N:S < 10.1, la linea azul al modelo ajustado para el
rango de relaciones N:S 10.1 a 17.7 y la linea roja al modelo ajustado para las relaciones
N:S en grano > 17.7. La linea discontinua corresponde a la probabilidad acumulada del
50 %. Los modelos ajustados fueron: 1) N:S < 10.1: 1 =3.708 + 0.009x (linea negra); ii)
N:S10.1-17.7:1=5.918 - 0.359x (linea azul); iii)) N:S > 17.7: = 2.132 - 0.092x
(linea roja). El R2 del modelo global es 0.49. Los modelos ajustados corresponden al
predictor lineal (i.e. 1, ver materiales y métodos para més detalles).

4.3.4. Tiempo de sacarificacion

En la gran mayoria de las muestras se observaron tiempos de sacarificacion entre 10y
15 minutos (i.e. el 93.4 % de las muestras), mientras que el 3.7 % de las muestras
presentd un tiempo de sacarificacion entre 5 y 10 minutos, y el 2.9 % de las muestras lo
hizo en un periodo de 15 a 20 minutos (Cuadro 4.1). El tiempo de sacarificacion no se
asocid a la concentracidn proteica de los granos (p = 0.19, Fig. 4.6.a). El tiempo de
sacarificacion se asocid con la relacion N:S en grano considerandola como variable
cuantitativa (p < 0.05, Fig. 4.6.b). Las relaciones N:S en grano mas elevadas se
asociaron a incrementos en la probabilidad de obtener tiempos de sacarificacion
mayores (i.e. 15 a 20 minutos, Fig. 4.6.b). Cabe destacar que la estimacion en los casos
de muy elevada relacion N:S en grano se realiz6 con pocas observaciones (i.e. mientras
que 32 muestras de granos poseian una relacidén N:S por encima de 20, s6lo 6 muestras
de granos presentaron una relacién N:S > 30). Por otro lado, los valores mas bajos de
calibre se asociaron a incrementos en la probabilidad de obtener tiempos de
sacarificacion mas altos (i.e. 15 a 20 minutos, p < 0.01, Fig. 4.6.c). Si bien se
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observaron 71 muestras con un calibre menor a 85%, cabe destacar que solo 6 poseian
un calibre menor a 70%. Teniendo en cuenta estos recaudos al momento de realizar
predicciones, en granos con relacion N:S de 30, la probabilidad de que el tiempo de
sacarificacion se encuentre entre 15 y 20 minutos fue del 16 %. En el caso de granos
con calibre de 70 %, la probabilidad de que el tiempo de sacarificacion sea de 15 a 20
minutos fue del 10 %.

En el rango de proteina requerido por la industria (i.e. 9.5 a 13 %), el 91% de las
muestras presentaron un tiempo de sacarificacion entre 10 y 15 minutos, mientras que
3.7 % presentaron tiempos de sacarificacion entre Sy 10 minutos y 5.3 % lo hicieron en
15 a 20 minutos. Los granos con mayor concentracion proteica tendieron a poseer
mayores tiempos de sacarificacion (p = 0.09, Fig. 4.6.d). El tiempo de sacarificacion fue
afectado por la relacidén N:S en grano (como variable cuantitativa, p < 0.05) y por el
calibre de los granos (p < 0.01). A mayor relacién N:S en grano, mayor probabilidad de
ocurrencia de un mayor tiempo de sacarificacion. En granos cuya relacion N:S fue 30,
la probabilidad de ocurrencia de tiempos de sacarificacion de 15 a 20 minutos fue del 23
% (Fig. 4.6.e¢). Asimismo, los granos con menor calibre presentaron una mayor
probabilidad de ocurrencia de un mayor tiempo de sacarificacion. En granos cuyo
calibre fue de 70 %, la probabilidad de ocurrencia de tiempos de sacarificacion en el
rango 15-20 minutos fue del 20 % (Fig. 4.6.1).
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Figura 4.6. Probabilidad de ocurrencia de cada categoria de tiempo de sacarificacion (en
minutos), en relacion a a) y d) la concentracion proteica de los granos (%); b) y e) la
relacion N:S en grano (g N g S-1, como variable cuantitativa); ¢) y f) el calibre de los
granos (%). El panel superior refiere a todo el conjunto de datos, mientras que el panel
inferior refiere al subconjunto de datos correspondientes al rango de concentracion
proteica en grano de 9.5 - 13 %. El relleno del area de los graficos corresponde a
categorias de tiempo de sacarificacion: el relleno vacio corresponde a 5 a 10 minutos, el
gris a 10-15 minutos y el negro a 15 a 20 minutos. Las lineas verticales sobre el eje de
abscisas representan las observaciones. Los modelos ajustados se presentan en el
Cuadro S.4.1 del material suplementario.

4.3.5. Tiempo de filtracion

La mayoria de las muestras presentaron un tiempo de filtracién 'normal’ (i.e. el 68.3 %
de las muestras, Cuadro 4.1). El tiempo de filtracion no se asocié a la concentracion
proteica (p = 0.27) ni al calibre de los granos (p = 0.84). El tiempo de filtracion se
asoci6 con la relacion N:S en grano (p < 0.01). El modelo mas adecuado para los datos
fue el que presento tres grupos de relaciones N:S en grano (i.e. a partir del modelo con 6
grupos de relaciones N:S en grano, se redujo a un modelo con 3 grupos sin incrementar
el error, p = 0.28). Los grupos de relaciones N:S en grano conformados se
correspondieron a relaciones N:S menores a 10.1; entre 10.1y 17.7; y mayores a 17.7
(Fig. 4.7.a). La probabilidad de que el tiempo de filtracion sea mayor a 60 minutos se
incrementd en aquellas muestras en las que la relacion N:S de sus granos era mayor. En
granos cuya relacion N:S era menor a 10.1, la probabilidad de ocurrencia de tiempos de
filtracion mayor a 60 minutos fue de 13.9 %, mientras que en granos con relacion N:S
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entre 10.1y 17.7 fue de 31.3 % y en granos que poseian relacion N:S mayor a 17.7 fue
del 50 % (Fig. 4.7.a).

En el rango de proteina requerido por la industria (i.e. 9.5 a 13 %), el 66.9 % de las
muestras presentaron un tiempo de filtracion normal, mientras que el 33.1 % un tiempo
de filtracion mayor a 60 minutos. En este subconjunto de datos, el tiempo de filtracion
no se asocid con la concentracion proteica de los granos (p = 0.13) ni con el calibre de
los granos (p = 0.79). Sin embargo, el tiempo de filtracion se asocid con la relacion N:S
en grano (p < 0.01). El modelo mas adecuado para los datos fue el que present6 dos
grupos de relaciones N:S en grano (i.e. la reduccion del modelo a 2 grupos no
incrementd el error, p = 0.74). Los grupos de relaciones N:S en grano conformados
fueron aquellos con relacion N:S entre 10.1y 17.7;, y mayores a 17.7 (Fig. 4.7.b). La
probabilidad de obtener un tiempo de filtracién mayor a 60 minutos aumentd de 27.2 a
53.3 %, en granos con relacion N:S > 17.7 respecto a los que poseen relacion N:S entre
10.1y 17.7 (Fig. 4.7.b).
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Figura 4.7. Probabilidad de ocurrencia de tiempo de filtracién mayor a 60 minutos en
distintos grupos de relacion N:S en grano (g N g S™), a) en el conjunto de datos
completo y b) en el subconjunto de datos correspondientes al rango de concentracion
proteica en grano de 9.5 - 13 %. Los circulos llenos indican el valor medio de
probabilidad estimada y las barras verticales el intervalo de confianza de la misma. Los
modelos ajustados se presentan en el Cuadro S.4.2 del material suplementario.

4.3.6. Hordeinas y relacion N:S en grano

Los valores medios y el rango del contenido total de hordeinas, la concentracién de los
distintos tipos de hordeinas (B, C, D y y) y la relacién de hordeinas B:C se presentan en
el Cuadro4.1.

La cantidad total de hordeinas no se modifico frente a cambios en la concentracion
proteica de los granos, cuando el mismo fue inferior a 7.2 %. Cuando la concentracion
proteica de los granos fue superior a 7.2 %, el contenido total de hordeinas se asocio
positivamente a la concentracion de proteina de los granos (Fig. 4.8.a). La
concentracion de hordeinas-B y C aumento frente al incremento en la concentracion
proteica de los granos. Sin embargo, el incremento en la concentracion de hordeinas-C
fue mayor, proporcionalmente, respecto al observado en hordeinas-B (Fig. 4.8.b). La
relacion de hordeinas B:C presentd una asociacion negativa con la concentracion
proteica de los granos (Fig. 4.8.c), mientras que se asoci6 de manera negativa y
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curvilinea con la relacion N:S en grano (Fig 4.8.d). La asociacion entre la relacion de
hordeinas B:C y la relacion N:S en grano fue mas estrecha que la hallada con la
concentracion proteica de los granos (R2=0.67 y 0.43, respectivamente).
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Figura 4.8. a) Relacion entre el contenido total de hordeinas y la concentracion proteica
de los granos. b) Relacion entre la concentracion de hordeinas-B y C y la concentracion
proteica de los granos. Los simbolos vacios refieren a las hordeinas-B, mientras que los
circulos llenos a las hordeinas-C. La linea punteada corresponde al modelo ajustado a
las hordeinas-B, mientras que la linea solida al modelo ajustado para las hordeinas-C. ¢)
Relacién entre la relacion de hordeinas B:C y la concentracion proteica de los granos. d)
Relacién entre la relacion de hordeinas B:C y la relacion N:S en grano.

La clasificacion de muestras en funcion de la relacion N:S en grano y la relacion de
hordeinas B:C se presentan en la figura 4.9a y 4.9b, respectivamente. La clasificacion
en dos grupos a partir de la relacion N:S en grano se realiz6 con el mismo limite
establecido en el conjunto de datos completo (< 17.7 y > 17.7), que se correspondio con
el cuantil 72 de este subconjunto de datos (i.e. el 28 % de las muestras tenian una
elevada relacion N:S en grano). En el caso de la relacion de hordeinas B:C, se dividio
este subconjunto de muestras en dos grupos que presentaron valores de relacion B:C por
debajo o por encima de 1.2, correspondiente al cuantil 28 (i.e. el complemento del
cuantil 72 proveniente de la relacién N:S en grano de 17.7, Fig. 4.9.b).
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Figura 4.9. a) Relacion entre la concentracion de N en grano y la concentracion de S en
grano. La linea punteada corresponde a la relacion N:S de 17.7 (i.e. pendiente de la
funcion correspondiente al cuantil 72 %). b) Relacion entre la cantidad de hordeinas-B y
la cantidad de hordeinas-C. La linea punteada corresponde a la relacion de hordeinas
B:C de 1.2 (i.e. pendiente de la funcion correspondiente al cuantil 28 %). En a) los
colores de los simbolos refieren a los grupos de relacion N:S en grano. Los simbolos
celestes corresponden a las observaciones de granos con relacion N:S < 17.7 y los
simbolos rojos corresponden a las observaciones de granos con relaciéon N:S > 17.7. En
b) los colores de los simbolos refieren a los grupos de relacion de hordeinas B:C en
grano. Los simbolos celestes corresponden a las observaciones de granos con relacion
de hordeinas B:C > 1.2 y los simbolos rojos corresponden a las observaciones de granos
con relacion de hordeinas B:C < 1.2.

La relacion entre el extracto de malta y la concentracidn proteica de los granos fue
afectada por la relacion N:S en grano (p < 0.001, Fig. 4.10.a) y por la relacion de
hordeinas B:C (p < 0.001, Fig. 4.10.b). A partir de granos con relacion N:S > 17.7 se
obtuvo en promedio ~ 2.2 % menos de extracto de malta respecto a granos con relacion
N:S<17.7 (84.7 vs. 82.8 %, Fig. 4.10.a). Los granos con relacion de hordeinas B:C <
1.2 presentaron en promedio valores de extracto de malta ~ 2.5 % menor respecto al
observado en granos con relacion de hordeinas B:C > 1.2 (83.2 vs. 85.3, Fig. 4.10.b). El
modelo ajustado para relacion entre el extracto de malta y la concentracion proteica de
los granos segun la relacion de hordeinas B:C fue més adecuado respecto a aquel
ajustado utilizando a la relacion N:S en grano para diferenciarlos (BIC 289.4 vs. 276.9
para la relacion N:S en grano y la relacion de hordeinas B:C; cuanto menor es el valor,
mejor; Fig. 4.10.ay b, respectivamente).

La relacién entre la friabilidad de malta y la concentracion proteica de los granos fue
afectada por la relacion N:S en grano (p < 0.001, Fig. 4.10.c) y por la relacion de
hordeinas B:C (p < 0.001, Fig. 4.10.d). En granos con una concentracion proteica del 11
%, la friabilidad de malta disminuy6 ~ 25.5 % en granos con relacion N:S > 17.7
respecto a aquellos cuya relacion N:S fue < 17.7 (65.4 vs. 87.8 %, Fig. 4.10.c). En
granos con una concentracion proteica del 11 %, la friabilidad de malta disminuyd ~
29.9 % en granos con relacidn de hordeinas B:C < 1.2 respecto a aquellos cuya relacion
de hordeinas B:C fue > 1.2 (58.2 vs. 83.1 %, Fig. 4.10.d). Analogamente a lo observado
en extracto de malta, el modelo ajustado a la relacion entre la friabilidad de malta y la
concentracion proteica de los granos segun la relacion de hordeinas B:C fue mas
adecuado que el que utilizé la relacion N:S en grano ( BIC -188.9 vs. -204.7 para la
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relacion N:S en grano y la relacion de hordeinas B:C; cuanto menor es el valor, mejor;
Fig. 4.10.cy d, respectivamente).
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Figura 4.10. a) Relacion entre el extracto de malta y la concentracion proteica de los
granos, segun grupos de relacion N:S en grano. b) Relacion entre el extracto de malta y
la concentracion proteica de los granos, segun grupos de relacion de hordeinas B:C. ¢)
Relacion entre la friabilidad de malta y la concentracion proteica de los granos, segun
grupos de relacion N:S en grano. d) Relacion entre la friabilidad de malta y la
concentracion proteica de los granos, segun grupos de relacion de hordeinas B:C. En a)
y ¢) los colores de los simbolos refieren a los grupos de relacion N:S en grano. Los
simbolos celestes corresponden a las observaciones de granos con relacion N:S < 17.7 y
los simbolos rojos corresponden a las observaciones de granos con relacion N:S > 17.7.
En a) los modelos ajustados son: 1) N:S < 17.7: y = 84.758 - 0.436x (linea celeste); 1)
N:S>17.7: y =82.867 - 0.436x (linea roja). El R? para el modelo global es 0.58 y el
BIC es 289.4. En ¢) los modelos ajustados son: 1) N:S <17.7: 1 =4.584 - 0.237x (linea
celeste); i) N:S > 17.7: n=3.244 - 0.237x (linea roja). El R2 para el modelo global es
0.66 y el BIC es -188.9. En b) y d) los colores de los simbolos refieren a los grupos de
relacion de hordeinas B:C en grano. Los simbolos celestes corresponden a las
observaciones de granos con relacion de hordeinas B:C > 1.2 y los simbolos rojos
corresponden a las observaciones de granos con relacion de hordeinas B:C < 1.2. En b)
los modelos ajustados son: 1) B:C <1.2: y =83.222 - 0.498x (linea roja); 1)) B:C>12:y
= 85.384 - 0.498x (linea celeste). El R? para el modelo global es 0.65 y el BIC es 276.9.
En d) los modelos ajustados son: 1) B:C <1.2: 11 =5.229 - 0.445x (linea roja); i) N:S >
1.2: 1 =6.494 - 0.445x (linea celeste). El R? para el modelo global es 0.69 y el BIC es -
204.7. En ¢) y d) los modelos ajustados corresponden al predictor lineal (i.e. 1, ver
materiales y métodos para mas detalles).
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4.4. Discusion

Se explor6 una gran variabilidad de ambientes (i.e. combinacion sitio x afio x
disponibilidad de N y S), lo cual se reflejé en un amplio rango de rendimientos
observados (Cuadro 4.1). La variabilidad explorada también se reflej6 en amplias
variaciones de las caracteristicas del grano (calibre y relacion N:S en grano) y sus
atributos de calidad industrial (concentracion proteica de los granos, extracto y
friabilidad de malta) (Cuadro 4.1).

El extracto de malta no disminuy¢ al incrementarse la concentracidn proteica de los
granos en todo el rango de proteina en grano estudiado: el extracto de malta disminuyd
frente al incremento en la concentracidn proteica de los granos cuando la proteina en
grano fue mayor a 7.4 y no varid cuando fue inferior a ese valor (Fig. 4.2). La relacion
inversa entre extracto de malta y la concentracion proteica de los granos es ampliamente
conocida (Bishop, 1930; Eagles et al., 1995; Prystupa et al., 2021). Esto se debe a que
las proteinas que recubren los granulos de almidon limitan su degradacion durante el
macerado (Slack et al., 1979). En la mayoria de los estudios previos se observo una
disminucion lineal del extracto de malta cuando aumenta la concentracion proteica de
los granos en todo el rango de proteina en grano estudiado (Bishop, 1930; Eagles et al.,
1995; Howard et al., 1996; Molina-Cano et al., 1997; Prystupa et al., 2021). Sin
embargo, en al menos dos trabajos previos se observo una mayor estabilidad del
extracto de malta en las situaciones de valores bajos de proteina en grano. Molina-Cano
et al. (2000) observaron una mayor estabilidad del extracto de malta con bajos niveles
de concentracion proteica en grano y lo representaron con un modelo cuadratico,
mientras que Otero et al. (2021) observaron una relacion plateau-lineal con distintos
umbrales dependiendo el genotipo utilizado. En la mayoria de los trabajos en los que la
relacion descripta entre el extracto de malta y la concentracidn proteica en grano fue del
tipo lineal, no observaron valores de proteina en grano por debajo del 8 %. Es probable
que la falta de asociacion entre estas variables solo se corrobore en los casos de
concentraciones proteicas en grano muy bajas. Cabe destacar que los valores de proteina
en grano que no se relacionaron con el extracto de malta en este capitulo se encuentran
por debajo del minimo requerido por la industria maltera (i.e. 9.5 %).

La relacidon N:S en grano afecto al extracto de malta obtenido: para una misma
concentracion proteica de los granos (principal determinante del extracto de malta), en
los granos cuya relacion N:S fue 'elevada’ (> 17.7 g N g S™) se obtuvo una menor
cantidad de extracto de malta respecto a granos con una menor relacion N:S (Fig. 4.3.a).
Los cambios en la relacion N:S en grano reflejaron cambios en composicion de las
hordeinas presentes en el grano. El incremento en la relacion N:S en grano estuvo
asociada a la disminucion en la proporcion de las fracciones de hordeinas-B (ricas en S)
y, por lo tanto, de la relacion de hordeinas B:C (Fig 4.8.d). Confirmando que el menor
extracto de malta obtenido en granos con elevada relacion N:S se debid a cambios en la
composicidn proteica, las muestras con mayor proporcion de hordeinas ricas en S
(relacion de hordeinas B:C > 1.2) produjeron maltas con mayores valores de extracto a
igualdad de concentracion de proteinas totales en el grano (Fig. 4.10.b). La forma o
patrén observado en la relacion entre el extracto de malta y la concentracion proteica de
los granos frente a variaciones en la relacion N:S en grano fue similar a la observada en
la misma relacion (i.e. extracto de malta vs. proteina) segun la relacion de hordeinas
B:C. En estas relaciones, se diferenciaron dos grupos de muestras: aquellas con elevada
relacion N:S en grano o baja relacion de hordeinas B:C (de las que se obtuvo menor
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extracto de malta), y otras, con baja relacion N:S en grano o elevada relacion de
hordeinas B:C (de las cuales se obtuvo mayor extracto de malta) (Fig. 4.10.ay d). La
variacidn en el extracto de malta logrado en funciédn de la relacion N:S en grano (y de la
relacion de hordeinas B:C) podria atribuirse al comportamiento diferencial de las
distintas fracciones de hordeina durante el malteado de los granos. Durante el malteado,
las hordeinas-D son totalmente degradadas (Flodrova et al., 2012), una gran proporcién
de las hordeinas-B son hidrolizadas, mientras que las hordeinas-C poseen una menor
tasa de degradacion (Celus et al., 2006). En concordancia, Ferrari et al. (2010)
observaron que los granos duros (‘steely'), los cuales se caracterizaron por poseer una
baja tasa de modificacion durante el malteado, poseian una elevada proporcion de
hordeinas-C.

La concentracion y la composicidn de proteinas no fueron dos caracteristicas
totalmente independientes. El incremento de la concentracidn proteica de los granos
estuvo asociado a un mayor incremento de hordeinas-C respecto alas B, y
consecuentemente, una disminucion de la relacion de hordeinas B:C (Fig. 4.8.b y ¢). Sin
embargo, el nivel de asociacion entre estas variables y la concentracion proteica de los
granos fue relativamente bajo, particularmente en el caso de las hordeinas-B (R?=0.33,
Fig. 4.8.b). Esto sugiere que los cambios en la composicidon de hordeinas frente al
incremento en el contenido proteico de los granos se deben mayormente a un
incremento de las hordeinas-C (R2=0.51, Fig. 4.8.b). Los cambios observados en las
fracciones de hordeinas y la relacion de hordeinas B:C asociados a cambios en la
concentracion proteica total de los granos, son concordantes con los reportados en
estudios previos donde se evaluo el efecto de modificaciones en la disponibilidad de N
(Kirkman et al., 1982; Griffiths, 1987; Savin et al., 2006; Qi et al., 2006).

La friabilidad de malta se asocié de forma negativa con la concentracion proteica de los
granos (Fig. 4.4), en concordancia con lo observado en estudios previos que reportaron
una relacion negativa entre la concentracion proteica de los granos o la fertilizacion
nitrogenada y la friabilidad de malta (Gianinetti et al., 2005; Holopainen et al., 2015).
Por otro lado, la relacion N:S en grano afecto la friabilidad de malta: para un mismo
valor de concentracion proteica de los granos, la friabilidad de 1a malta fue menor en
granos cuya relacion N:S fue 'elevada’ (N:S > 17.7 g N g S') (Fig. 4.5.2). No hay
antecedentes que indiquen que la relacion N:S en grano modifica la relacion entre la
friabilidad de malta y la concentracion proteica de los granos. Sin embargo, otros
estudios observaron que, frente al agregado de S, se incrementaba la friabilidad (Zhao et
al., 2006) o disminuia la dureza de malta (Prystupa et al., 2019). La influencia del S no
estd del todo clara, aunque en lineas generales se ha observado una mayor actividad
enzimatica frente al agregado de S. Zhao et al. (2006) reportaron el incremento del
poder diastasico y la friabilidad de la malta, mientras que disminuia el contenido de 3-
glucanos en el mosto frente al agregado de S. La mayor actividad enzimética por
agregado de S podria atribuirse al incremento de la proporcidn de hordeinas-B (ricas en
S) dado que estas son mas facilmente hidrolizadas durante el malteo, como se describio
anteriormente. Andlogamente a lo observado con el extracto de malta, la forma o patrén
de la relacién entre la friabilidad de malta y la concentracion proteica de los granos
segun la relacion N:S de los granos fue similar a la observada en la misma relacion (i.e.
friabilidad de malta vs. proteina) segun la relacion de hordeinas B:C. En estas
relaciones, se diferenciaron dos grupos de muestras: aquellas con elevada relacion N:S
en grano o baja relacidon de hordeinas B:C (en las que la friabilidad de malta fue menor)
y, por otro lado, aquellas con baja relacion N:S en grano o elevada relacion de hordeinas
B:C (en las que la friabilidad de malta fue mayor) (Fig. 4.10.cy d).
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Tanto en el extracto como en friabilidad de malta, la utilizacion de la relacion de
hordeinas B:C para diferenciar grupos de relaciones entre estas variables y la
concentracion proteica de los granos fue mas adecuado respecto a la utilizacion de la
relacion N:S (i.e. el BIC de los modelos ajustados con la relacion de hordeinas B:C fue
menor que el obtenido con la relacion N:S en grano, Fig. 4.10.a, b, ¢y d). A pesar de
ello, las modificaciones similares observadas en el extracto y la friabilidad de malta
(para un mismo contenido proteico) segun la relacion N:S en grano (Fig. 4.10.ayc)y la
relacion de hordeinas B:C (Fig. 4.10.b y d), ademés de la asociacion observada entre
estas variables (Fig. 4.8.d), sugieren que la relacion N:S es un indicador adecuado de la
composicidn proteica de los granos, y de sus efectos sobre el extracto y la friabilidad de
malta.

La relacidon N:S en grano también afecto el tiempo de sacarificacion y la velocidad de
filtracion. Los granos con relacion N:S 'elevada’ (N:S > 17.7 g N g S) presentaron
mayores probabilidades de obtener tiempos de sacarificacion y de filtracién mas largos
(Fig. 4.6.bye, 4.7.ay b). Los mayores tiempos de sacarificacion indican una menor
actividad enzimatica (i.e. enzimas que hidrolizan el almidon, a- y f-amilasa). Cabe
destacar que el tiempo de sacarificacion es un atributo que normalmente no es analizado
estadisticamente y suele reportarse solo su valor en algunos estudios de calidad de malta
(Béndek y Kadar, 1988; Jin et al., 2008; Jin et al., 2012).

Por otro lado, los granos con relacidén N:S 'elevada’ presentaron mayor probabilidad de
obtener tiempos de filtracion mas largos (Fig. 4.7.ay b). Esto podria atribuirse a que los
granos con elevada relacidén N:S poseen una baja proporcion de germinacion, debido a
una dormicién impuesta por las glumelas y a la incapacidad de los granos de degradar el
acido abscisico durante su imbibicion (Galotta et al., 2019). A su vez, los granos con
baja germinacion presentan una menor modificacidn del endosperma debido a una
limitacion en la degradacion de paredes celulares, 1o cual se asocia a una menor
obtencion de extracto de malta, mayor viscosidad del mosto y problemas de filtracion
(Schwarz y L1, 2011).

En resumen, las elevadas relaciones N:S en grano (o reducidas relaciones de hordeinas
B:C) provocaron una menor modificacion del grano durante el malteado (que se reflejo
en una menor friabilidad), una menor transformacién del almidon durante la maceracion
(por lo que se observaron mayores tiempos de sacarificacion) y, por lo tanto, un menor
nivel de extracto de malta y un mayor tiempo de filtracion. Estos cambios en la
transformacion de los granos durante el malteado estuvieron asociados a la mayor
proporcién de hordeinas-C (respecto de las hordeinas-B) en las proteinas de los granos,
las cuales sufren una menor degradacion durante el malteado.

4.5, Conclusiones

Ademas de la concentracidn de N, la relacidén N:S en grano tuvo un impacto relevante
sobre la calidad de malta. Los granos con una elevada relacion N:S (i.e. > 17.7gN g §
') presentaron una menor calidad de malta debido a que presentaron menores valores de
extracto y friabilidad de malta, y mayor probabilidad de obtener tiempos de
sacarificacion y de filtracion mas elevados. El agrupamiento de relaciones N:S que se
generaron para los distintos atributos de calidad evaluados fueron similares, y
permitieron, en general, una separacion de grupos de granos de relacion N:S mas
recurrente (1.e. N:S 10.1 - 17.7, donde se ubica el 80 % de las muestras) y otros grupos
con relacion N:S baja y elevada. Las tendencias halladas en los distintos atributos de
calidad evaluados frente a cambios en la relacion N:S en grano, fueron similares tanto
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en el conjunto de datos entero como en el subconjunto que correspondio a la
concentracion proteica en grano requerida por la industria (9.5 a 13 % de proteina). La
relacion N:S puede considerarse como un indicador de la composicion proteica de los
granos debida a que se asoci6 fuertemente con la relacion de hordeinas B:C y, por otro
lado, se verificd un patron o comportamiento del extracto y la friabilidad de malta
similar frente a la relacion N:S en grano como a la relacion de hordeinas B:C.



CAPITULO 5. Discusién general




En el presente capitulo se contextualizan los principales resultados hallados en esta
tesis, se contrastan las hipotesis planteadas en la introduccion general (capitulo 1) y se
discuten las pruebas abordadas sobre las hipotesis en funcion de los resultados
obtenidos (capitulos 2, 3 y 4). Ademas, se describen brevemente los conocimientos
originales generados en la tesis, las consecuencias practicas que devienen de ellos y,
ademas, se presentan nuevos resultados practicos. Por ultimo, se plantean los
interrogantes surgidos durante el desarrollo de la tesis y su implicancia en futuras lineas
de investigacion.

5.1. Contexto de la problematica abordada

Los nutrientes que mas frecuentemente limitan la produccion de los cultivos de granos
en la region pampeana son el nitrogeno (N), el fosforo (P) y el azufre (S). En el caso del
Ny el P, las deficiencias se conocen desde hace décadas, se consideran deficiencias
generalizadas y han sido ampliamente estudiadas (Prystupa et al., 2004; O’Donovan et
al., 2011; McDonald et al., 2018; Reussi Calvo et al., 2022). Por otro lado, las
deficiencias de S se han convertido en una limitante importante de la produccién
agricola en diversas regiones del mundo (Schnug y Haneklaus, 1998).

Para alcanzar el objetivo de alta productividad y calidad en cebada cervecera, es
necesaria una regulacion precisa del contenido de proteinas del grano sin detrimento del
rendimiento en grano. La industria maltera y cervecera posee requerimientos de
concentracion de proteina en grano entre 9.5 y 13 %. Los granos por fuera de ese rango
de concentracion proteica quedan exceptuados de la comercializacion para fines
malteros y son destinados a forraje, cuyo valor de comercializacion es inferior. Tanto
los valores bajos como altos de proteina en grano afectan la calidad maltera de los
granos (Briggs et al., 2004; Palmer, 2006). En los cultivos de cebada de la region
pampeana, la concentracion proteica de los granos se encuentra frecuentemente en
valores cercanos o menores al 10 % (Prystupa et al., 2018). Cuantificar esta brecha, e
identificar sus causas, aportaria informacion con la cual apoyar recomendaciones de
cambios en el manejo del cultivo y contribuirian de soporte a los programas de
mejoramiento del cultivo.

La concentracion de N en grano junto con la concentracidon de S conforman la relacion
N:S en grano, la cual ha sido recomendada como herramienta de diagnostico de
deficiencia azufrada en varios cultivos de grano (Randall et al., 1981; Randall et al.,
2003; Reussi Calvo et al., 2011; Salvagiotti et al., 2012; Carciochi et al., 2019). A su
vez, las proteinas de reserva en cebada (i.e. hordeinas) difieren en cuanto a su contenido
de S. Mientras que las hordeinas-B y las hordeinas-y son ricas en S en su composicion,
las hordeinas-C son pobres en S (Shewry y Tatham, 1990). Se ha reportado que una
elevada proporcion de hordeinas-B o un incremento en la relacion entre las hordeinas
B:C se asocian a mayores valores de extracto de malta (Peltonen et al., 1994; Molina-
Cano et al., 2002; Prystupa et al., 2019). Por lo tanto, la calidad de los granos de cebada
no estaria relacionada solo con la concentracion de proteina sino también con la relacion
N:S en grano (Shewry, 2011). En base a lo planteado, resulta menester conocer como se
modifica la concentracion de Ny S en grano en funcion de la economia interna de estos
nutrientes en el cultivo (absorcidn, removilizacion y particion hacia granos). Si bien el
metabolismo de N y S estan relacionados, ha sido poco estudiado como se modifica la
concentracion de S en grano en funcidn de la economia interna de S en el cultivo de
cebada. En la figura 5.1 se representan de manera esquematica las relaciones entre la
economia interna de N y de S del cultivo, las cuales en definitiva conforman la relacion
N:S en grano. A su vez, la relacion N:S en grano estaria asociada a la calidad maltera de

111



112

los granos y, ademas, permitiria separar poblaciones de cultivos deficientes de S de
aquellos que no lo son.

Calidad
industrial

A

T N:S en grano

Economia del S /

Deficiencia S |€«———

Figura 5.1. Esquema de las interrelaciones entre las variables mas relevantes
evaluadas.

La presente tesis abordo la influencia de la variacion en la disponibilidad de nitrégeno
y azufre sobre distintos caracteres o rasgos del cultivo de cebada cervecera en distintos
eslabones de su produccidn: asociados a la produccion de granos propiamente dicha
(rendimiento y concentracidn proteica en grano) (capitulo 2), la particion de ambos
nutrientes hacia el grano y su influencia en la relacién N:S en grano (capitulo 3) y, por
ultimo, la incidencia de la relacidén N:S en grano sobre atributos de calidad maltera
(asociados al rendimiento industrial, capitulo 4).

El objetivo general de esta tesis fue determinar el efecto de la nutricion nitrogenada y
azufrada del cultivo de cebada cervecera sobre: i- la brecha de rendimiento y proteina,
ii- la relacion entre absorcion, particion, removilizacion y concentracion de Ny S en los
granos, y iii- la calidad industrial evaluada a través del extracto y la friabilidad de malta.

5.2. Aportes al conocimiento cientifico realizados en esta tesis

En base a la problematica abordada, en una primera instancia se determind la brecha de
rendimiento en grano y de proteina (i.e. Ygy GPg, respectivamente) en el cultivo de
cebada cervecera en lotes de produccion ubicados en el centro-norte de la provincia de
Buenos Aires. La estimacion de Yg se realizo utilizando modelos de simulacion y
ensayos a campo, mientras que en el caso de GPg su estimacion se realizo a través de
ensayos a campo. Se caracteriz6 el grado o nivel de limitacion del rendimiento y de la
concentracion proteica en grano debida a N, S y la interaccion N-S (capitulo 2).
Posteriormente, se evaluo la variacion de la concentracion de Ny S en grano, la
removilizacién de Ny Sy la relacion estequiométrica frente a cambios en la
disponibilidad de estos nutrientes (capitulo 3). Por ultimo, se analizo la influencia de la
nutricion nitrogenada y azufrada (i.e. a través de la concentracion proteica y la relacion
N:S en grano, respectivamente) sobre atributos de calidad maltera de los granos (i.e.
extracto y friabilidad de malta, tiempos de sacarificacion y de filtracion, capitulo 4).

Los principales resultados obtenidos en el capitulo 2 se esquematizaron en la figura 5.2.
La brecha de rendimiento en grano media fue de 26.1 % del rendimiento en grano
potencial en secano (Yw), equivalente a 1.7 Mg ha™. La brecha de proteina en grano
media fue de 26.5 % del requerimiento proteico medio de la industria (GP1), equivalente
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a 2.9 % de proteina. Tanto el rendimiento como la concentracion proteica en grano se
encontraron principalmente limitados por N. En promedio, ~ 62 % de Yg se debio a
limitaciones por Ny S, mientras que en el caso de GPg la proporcion fue del 73 %. Del
total de la limitacion de la limitacidn del rendimiento y concentracidn proteica en grano
por Ny S, la mayor proporcion fue atribuida a N (i.e. 66 y 87.5 % para rendimiento y
proteina en grano, respectivamente). En concordancia con los resultados obtenidos,
Mueller et al. (2012) estimaron que Yg de cebada en Argentina era 30.6 % del
rendimiento alcanzable, lo que equivalia a 1.08 Mg ha™ (expresado en rendimientos del
afio 2000) y, ademas, que gran proporcion de esta brecha de rendimiento se debia a
deficiencias nutricionales. La limitacion del rendimiento en grano debido a S ocurri6 en
situaciones puntuales (i.e. fue menos frecuente), y en general de menor magnitud que la
limitacion debida a N. La limitacion del rendimiento en grano debida a S se asoci6 a
suelos de textura gruesa (con baja humedad inicial y bajo contenido de materia
organica) y elevada disponibilidad de N, esto altimo atribuible a la exacerbacion de la
deficiencia de S en situaciones de alta disponibilidad de N, lo cual ha sido reportado
previamente en el cultivo de maiz (Franzen et al., 2016) y colza (Grant et al., 2012).
Cabe destacar que la principal forma en que se encuentra el S en el suelo es bajo la
forma de S orgénico y, ademas, una de las principales vias de entradas de S a los
cultivos es a través de la mineralizacion de S desde la materia organica (Oenema 'y
Postma, 2003). Respecto a la concentracion proteica de los granos, la totalidad de los
lotes de produccién presentaron valores de proteina menores al requerimiento medio de
la industria (i.e. 11 %) y solamente 12 % de los lotes productivos presentaron granos
cuya concentracion proteica se encontraba por encima del limite inferior de
requerimiento de la industria (i.e. 9.5 %). Reussi Calvo et al. (2022) destacan como un
rasgo caracteristico de los cultivos de cebada cervecera local la baja concentracion
proteica de los mismos. En lo que respecta a la brecha de proteina, hasta mi
conocimiento, no existen estudios previos que hayan aplicado el marco conceptual de
brecha (i.e. la diferencia entre un valor objetivo y uno logrado a nivel de productor) para
atributos de calidad comercial en un cultivo de grano.

Por otro lado, si bien la brecha de rendimiento y de proteina en grano fueron
independientes entre si, en la mayoria de los casos la brecha de proteina fue superior a
la de rendimiento en grano (~ 62 % de los casos). Esto puede asociarse con el hecho de
que el cultivo requirié absorber una mayor cantidad de N para alcanzar la concentracion
proteica en grano promedio que demanda la industria cervecera (i.e. 11 %), respecto a la
cantidad necesaria para alcanzar el rendimiento méaximo (i.e. parametro b de la funcién
ajustada rendimiento en grano vs. N absorbido a madurez). El cultivo requiri absorber
130 kg N ha'! para obtener el maximo rendimiento en grano (6.3 Mg ha) y podria
alcanzar una concentracion proteica en grano de hasta 9.8 %. Sin embargo, para
alcanzar una concentracion proteica en grano del 11 % (i.e. el requerimiento medio de la
industria), en condiciones medianas, el cultivo requiri6 absorber ~ 162 kg N ha™', el cual
es un valor muy superior a la cantidad de N requerida para maximizar el rendimiento en
grano. En concordancia con la presente tesis, otros autores han observado una relacion
curvilinea entre el rendimiento en grano y el incremento de la disponibilidad de N,
mientras que la concentracidn proteica en grano incrementaba linealmente (McKenzie et
al., 2004; O’Donovan et al., 2011). Incluso, en experimentos realizados en la misma
regidn, Reussi Calvo et al. (2022) determinaron recientemente que la dosis de
fertilizante N a la cual se maximiza el beneficio econdmico en funcion del rendimiento
en grano esperado, en muchas situaciones no permitia alcanzar la minima concentracion
proteica en grano requerido por la industria.

Los resultados obtenidos abarcan la hipétesis 1 planteada: "la brecha de proteina es
mayor en términos relativos que la de rendimiento, y que la deficiencia de N explicara
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una parte relevante de ambas, mientras que la deficiencia de S solo explica una
proporcién de la brecha de rendimiento y no posee impacto sobre la brecha de proteina".
Esta hipotesis se rechazé. Si bien, Yg y GPg fueron similares (i.e. 26.1 y 26.5 %,
respectivamente), la deficiencia de N explico una parte importante de ambas brechas
(i.e. ~37 % de Ygy 64 % de GPg). A pesar de que la deficiencia de N represent6 en
términos medios el 37 % de Yg, cabe destacar que es un nico factor que explica casi la
misma proporcion de Yg atribuible a otros factores (i.e. el 38.4 % que no es debida a N
y S, Fig. 5.2).

A partir de los resultados obtenidos y habiendo cuantificado la relevancia de la
limitacion nitrogenada sobre todo en referencia a la concentracion proteica en grano,
quedaria por determinar como se modifica la concentracion de N en grano en funcion de
la economia interna de N del cultivo. Ademas, como se menciono previamente en
referencia a la calidad industrial de los granos, cobra relevancia también la composicion
proteica (contenido de Sy relacion N:S). Como el metabolismo del Ny S estan
interrelacionados, surgio el interés en determinar como se modificaria la concentracion
de S en grano y otros componentes de la economia interna de S del cultivo en funcion
de su disponibilidad. Esto se llevé adelante en el capitulo 3.
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Figura 5.2. Esquema de variables analizadas en el capitulo 2. Se presentan los valores medios de las brechas de rendimiento y proteina en grano.
Ademas, se incluy¢ la relacion entre el rendimiento y la concentracion proteica en grano y la cantidad de N absorbido por el cultivo a madurez.
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En el capitulo 3 se evaluo la particion y removilizacion de N y S hacia los granos
debido a que, en ultima instancia, la variacidn de estos nutrientes en el grano es lo que
determina la concentracion de proteina y la relacion N:S. En dicho capitulo se analizo,
comparativamente en Ny S, tanto la relacion entre la concentracion en grano como la
particion hacia los granos frente a modificaciones en la disponibilidad de estos
nutrientes para los granos (i.e. cantidad de nutriente absorbido por unidad de
rendimiento en grano). Existe informacidn acerca de la forma en que se particiona el N
hacia los granos y la concentracidn de este nutriente en grano. Sin embargo,
generalmente se ha evaluado la particion de N y/o la concentracion de N en grano a
través de la aplicacion de tratamientos (fecha de siembra, dosis de fertilizante,
evaluacion de cultivares) (Abeledo et al., 2008; Maltese et al., 2019; Carciochi et al.,
2020b; de Oliveira Silva et al., 2020), sin analizar la interrelacion entre estas variables.
Por otro lado, a diferencia de 1o que ocurre con N, en el caso del S hay mucha menos
informacion en la literatura.

Los principales resultados obtenidos en este capitulo se resumen en el esquema de la
figura 5.3. La concentracion de nutriente en grano y el indice de cosecha de nutriente
presentaron diferente sensibilidad a la modificacién en la cantidad de nutriente
absorbido por unidad de rendimiento en grano, segun el nutriente en cuestion (N o S) y
la cantidad de nutriente disponible para particionar hacia los granos (i.e. cantidad de
nutriente por unidad de rendimiento en grano). Cuando esta cantidad fue baja, la
variacidn se encontrd principalmente asociada a cambios en la concentracion de
nutriente en grano, mientras que el indice de cosecha de nutriente permanecié constante.
Cuando la cantidad de nutriente absorbido por unidad de rendimiento en grano fue
media o alta, en el caso de N se observaron variaciones tanto en la concentracion de N
en grano como en el indice de cosecha de N, mientras que en el caso de S se modificod
principalmente el indice de cosecha de S. Incluso, los cambios en el indice de cosecha
de S se evidenciaron con menores niveles relativos de nutriente disponible para los
granos respecto a lo que ocurrio con el indice de cosecha de N. Ademas, la tasa de
disminucion del indice de cosecha de nutriente fue mayor en S respecto a N. La mayor
particion de N hacia los granos respecto a lo observado en S, condujo a que la
concentracion de N en grano tendid a triplicarse, mientras que la concentracion de S en
grano tendio a duplicarse.

La baja tendencia al cambio en la concentracion de S en grano frente a moderados a
altos niveles de S disponible para los granos permitiria explicar la nula y/o pequefia e
inconsistente modificacion de la concentracion de S en grano frente al agregado de S,
incluso en situaciones de consumo de lujo de este nutriente (Gupta y MacLeod, 1984;
Lerner et al., 2006; Zhao et al., 2006, Nanamori et al., 2011; Holopainen et al., 2015;
Carciochi et al., 2019).

La removilizacion de S fue menor que la de N, de manera andloga a lo observado por
Eriksen et al. (2001). A su vez, la eficiencia de removilizacidn de S (i.e. cociente entre
la cantidad de S removilizado y la cantidad de S absorbido en antesis) fue menor que la
de Ny fue afectada en mayor medida por la cantidad de S disponible para los granos,
que en el caso de N. Tanto el indice de cosecha de N como de S presentaron una baja
asociacion con la eficiencia de removilizacion de Ny S (r=0.61 yr=0.43, paraNy S,
respectivamente). Por ultimo, la relacion N:S en grano se asoci6 a la disponibilidad para
los granos de Ny no de S, de manera similar a lo observado en otros trabajos previos
(Lerner et al., 2006; Zhao et al., 2006). Incluso, la relacion estequiométrica N:S en
grano se vio afectada inicamente por la situacion desbalanceada que genera la
condicién de elevada disponibilidad de N y baja de S para los granos.
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En base a los resultados obtenidos, no se rechazé la hipétesis 2: "la concentracion de N
en grano es mas sensible que la de S a cambios en la cantidad de nutriente absorbido por
unidad de rendimiento. Comparada con N, la menor sensibilidad de la concentracion de
S en grano esta asociada a una menor removilizacioén de S durante el llenado de grano".
Los resultados obtenidos reflejan que la concentracion de N en grano fue mas sensible
(varia mas) frente a cambios en la disponibilidad de este nutriente, respecto a lo
observado en S. Esto se debio principalmente a una menor particidén del S hacia los
granos respecto a N (i.e. hay una mayor disminucion del ICS respecto al ICN, y ademas,
comienza a disminuir a menor cantidad de nutriente disponible). Tanto en N como en S,
la disminucidn en la particion del nutriente hacia los granos estuvo asociada a una
menor eficiencia de removilizacion del nutriente (i.e. el IC del nutriente se asocio a la
eficiencia de removilizacién del nutriente, r = 0.61 yr=0.43, para Ny S,
respectivamente). Sin embargo, en el caso de S la eficiencia de removilizacién fue
menor a la observada en N (i.e. 69.6 y 46.3 %, para N y S, respectivamente) y, ademas,
present6 una mayor disminucion en la eficiencia de removilizacion frente al incremento
en la disponibilidad del nutriente respecto a N (i.e. 9y 18.3 %, paraNy S,
respectivamente). La mayor particidén de N hacia los granos (o la menor de S) conllevo a
que la relacion N:S en grano estuviera gobernada por la variacién de la concentracion de
N, dado que fue la que presentd mayor variabilidad (i.e. la concentracion de S en grano
rapidamente alcanzo6 un plateau).

Por otro lado, no se rechazé la hipotesis 3: "la relacidn estequiométrica N:S en grano es
mas estable (i.e. menor coeficiente de variacion) que en biomasa vegetativa y, ademas,
la relacion estequiométrica N:S en grano no es afectada por el ‘consumo de lujo’ de uno
de los dos nutrientes si el otro no es deficiente". Por un lado, la relacién N:S en grano
presentd menor variacion respecto a la relacion N:S en biomasa aérea (CV =285y 40.8
%, para grano y biomasa aérea, respectivamente). Por otro lado, la relacion
estequiométrica N:S en grano sélo fue afectada en la situacion de elevada disponibilidad
de N para los granos (i.e. consumo de lujo de N) y baja disponibilidad de S para los
granos (Naiw-Seao). Esta acumulacion de N en los granos por sobre la de S estaria
asociada al incremento de proteinas de reserva con menor concentracion de S respecto a
las otras situaciones evaluadas. Por el contrario, la situacion de alta disponibilidad de S
y baja de N, no provocé una acumulacion de S por sobre la de N. Es decir, la relacion
estequiométrica N:S no fue distinta de las situaciones con disponibilidad Ny S
balanceadas (ambas altas o bajas). La figura 5.3 esquematiza el marco conceptual
abordado en este capitulo.
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Por ultimo, en el capitulo 4 de esta tesis, se evalud la influencia de la relacion N:S en
grano sobre distintos atributos de calidad maltera en cebada cervecera. Los rasgos de
calidad maltera evaluados fueron la concentracidn proteica en grano, el extracto y la
friabilidad de malta, y los tiempos de sacarificacion y de filtracion del mosto. Se trabajo
con dos conjunto de datos, de forma de evaluar los rasgos de calidad maltera en a) el
conjunto de datos completos y b) el subconjunto de datos que se encontraban en el
rango de concentracidn proteica requerido por la industria (i.e. 9.5 a 13 %). A su vez, se
hicieron determinaciones de los distintos tipos de hordeinas de muestras provenientes de
7 experimentos.

Los resultados mas relevantes de este capitulo se representaron de manera resumida en
el esquema de la figura 5.4. Se puede destacar que el incremento en la concentracion
proteica de los granos conllevo no solo a un incremento en la cantidad de hordeinas,
sino que también afect6 la composicidn de las mismas. Frente al incremento en la
concentracion proteica de los granos, las hordeinas-C presentaron un incremento mayor
respecto al observado en las hordeinas-B y, por tanto, disminuy®¢ la relacion de
hordeinas B:C. Los cambios observados en las fracciones de hordeinas y la relacion de
hordeinas B:C asociados a cambios en la concentracion proteica total de los granos, son
concordantes con los reportados en estudios previos donde se evaluo el efecto de
modificaciones en la disponibilidad de N (Kirkman et al., 1982; Griffiths, 1987; Savin
et al., 2006; Qi et al., 2006). A su vez, la relacidén de hordeinas B:C se asocio de manera
curvilinea y negativa con la relacion N:S en grano.

Todos los atributos de calidad maltera evaluados fueron afectados por la relacién N:S
en grano. Entre ellos, los mas importantes a destacar son el extracto y la friabilidad de
malta. La relacion N:S en grano afecto al extracto de malta obtenido. Para una misma
concentracion proteica en grano, en aquellos granos cuya relacion N:S fue elevada (>
17.7 gN g S™) se obtuvo una menor cantidad de extracto de malta respecto a granos con
una menor relacion N:S. Los cambios en la relacidén N:S en grano reflejaron cambios en
composicidn de las hordeinas presentes en el grano. El incremento en la relacion N:S en
grano estuvo asociada a la disminucion en la proporcion de las fracciones de hordeinas-
B (ricas en S) y, por lo tanto, de la relacion de hordeinas B:C. Confirmando que el
menor extracto de malta obtenido en granos con elevada relacion N:S se debe a cambios
en la composicidn proteica, las muestras con mayor proporcion de hordeinas ricas en S
(relacion de hordeinas B:C > 1.2) produjeron maltas con mayores valores de extracto a
igualdad de concentracion proteica en el grano. La forma o patron observado en la
relacion entre el extracto de malta y la concentracion proteica de los granos frente a
variaciones en la relacion N:S en grano fue similar a la observada en la misma relacion
(i.e. extracto de malta vs. proteina) segun la relacion de hordeinas B:C. En estas
relaciones, se diferenciaron dos grupos de muestras: aquellas con elevada relacion N:S
en grano o baja relacion de hordeinas B:C (de las que se obtuvo menor extracto de
malta), y otras, con baja relacion N:S en grano o elevada relacion de hordeinas B:C (de
las cuales se obtuvo mayor extracto de malta). La variacion en el extracto de malta
logrado en funcion de la relacion N:S en grano (y de la relacion de hordeinas B:C)
podria atribuirse al comportamiento diferencial de las distintas fracciones de hordeinas
durante el malteado de los granos. Durante el malteado, una gran proporcion de las
hordeinas-B son hidrolizadas, mientras que las hordeinas-C poseen una menor tasa de
degradacion (Celus et al., 2006).

Analogamente al comportamiento diferencial observado para el extracto de malta segun
la relacion N:S en grano, aquellos granos cuya relacion N:S era elevada (> 17.7gN g S
") 0 su relacién de hordeinas era baja (< 1.2), presentaron menor friabilidad de malta. Si
bien no hay antecedentes que indiquen que la relacion N:S en grano modifica la relacion
entre la friabilidad de malta y la concentracidn proteica de los granos, otros estudios
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observaron que, frente al agregado de S, incrementaba la friabilidad (Zhao et al., 2006)
o disminuia la dureza de malta (Prystupa et al., 2019). El efecto particular del S no es
claro, aunque en términos generales se ha observado un incremento en la actividad
enzimatica en tratamientos fertilizados con S, resultando en el incremento del poder
diastasico y la friabilidad de malta (Zhao et al., 2006). La mayor actividad enziméatica
por agregado de S podria atribuirse al incremento de la proporcion de hordeinas-B (ricas
en S) dado que estas son mas facilmente hidrolizadas durante el malteo, como se
describio previamente.

De esta manera, se comprob6 que la relacion N:S en grano fue un indicador de la
composicidn proteica de los granos. Los granos con elevada relacion N:S presentaron
una peor calidad de malta: se obtuvo una menor cantidad de extracto de malta, la malta
poseia una menor friabilidad y presentaron mayores tiempos de sacarificacion y de
filtracion de mosto (Fig. 5.4).

En base a los resultados obtenidos, no se rechaz6 la hipétesis 4 planteada: "la
clasificacion de granos seguin su relacion N:S permite distinguir situaciones
contrastantes de calidad maltera debido a su asociacion con los distintos tipos de
hordeinas y, por tanto, con la relacion de hordeinas B:C”. Por un lado, se estableci6 una
relacion relativamente fuerte entre la relacion de hordeinas B:C y la relacion N:S en
grano. Por otro lado, se corrobor6 el mismo comportamiento tanto para el extracto como
la friabilidad de malta, frente a relaciones N:S en grano elevadas o relaciones de
hordeinas bajas. Por lo tanto, es factible concluir que la relacion N:S en grano es un
indicador de la composicidn proteica de granos en el cultivo de cebada.
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5.3. Aplicaciones practicas derivadas a partir de la tesis

Los ensayos experimentales que nutren esta tesis se desarrollaron en lotes de produccién
y tomando como base las practicas de manejo difundidas en el sistema de produccion de
cebada cervecera en region pampeana. Ello le otorga fortaleza a las aplicaciones
practicas a derivar de los resultados obtenidos aunque valga aclarar que, por otro lado,

el disefio experimental no permite derivar conclusiones basadas en el agregado de un
nutriente Unicamente sobre el nivel basal de la oferta del suelo, debido a que los
tratamientos aplicados se realizaron sobre la base de la fertilizacion de productor (i.e. no
hubo un testigo absoluto). El conjunto de datos utilizado para el analisis desarrollado en
esta seccion corresponde a los que previamente se utilizaron en el capitulo 3 (50
experimentos).

En términos medios, el rendimiento maximo (i.e. 7.6 Mg ha™', parametro b de la
ecuacion 3 del capitulo 3) se alcanzo cuando el cultivo absorbio 145.5 kg N ha'' (Fig
5.5.a). El rendimiento alcanzable (~ 80 % de Yw, el cual queda limitado a través de la
viabilidad economica de distintas practicas de manejo, Cassman et al., 2003) fue ~ 6.1
Mg ha' y, para lograrlo, el cultivo requiri6 absorber 88 kg N ha™'. A su vez, la
concentracion proteica esperada en términos medios, para esa cantidad de N absorbido
por el cultivo fue ~ 8.6 % (Fig 5.5.b). Por lo tanto, el requerimiento necesario de N para
alcanzar el limite inferior de concentracion proteica requerida por la industria (i.e. 9.5
%) fue mayor que el requerido para maximizar el rendimiento. A su vez, para que el
cultivo absorba 88 kg N ha'', requiere tener disponible al inicio de su ciclo ~ 110 kg N
ha en los primeros 60 cm de profundidad del suelo (Fig. 5.5.¢). En un trabajo reciente
se ha puesto en evidencia que la dosis Optima econdmica que tiene en cuenta el
rendimiento en grano del cultivo de cebada cervecera es inferior a la dosis que considera
los requerimientos proteicos de la industria (Reussi Calvo et al., 2022).

En resumen, es necesario incrementar la dosis de fertilizacion nitrogenada en el cultivo
de cebada cervecera, con el fin de alcanzar los limites de concentracion proteica
demandada por la industria. En términos medios, un cultivo necesitara absorber 164 kg
N ha™ para alcanzar una concentracion proteica de 11 %y, a la vez, habra cubierto su
requerimiento de N para maximizar el rendimiento. Sin embargo, para que el cultivo
absorbiera 164 kg N ha™ requirio tener disponible en el suelo (en el estrato 0-60 cm)
mas de 300 kg N ha’', el cual es un valor por encima del cual se alcanza un plateau para
la absorcion de N (i.e. > 264 kg N ha™', Fig. 5.5.c). Esto pone de manifiesto la necesidad
de utilizar herramientas como el fraccionamiento de la dosis de N durante el ciclo del
cultivo y/o la realizacion de aplicacion foliar de N en forma complementaria (i.e.
destinadas a suplir la concentracién proteica de los granos). Una manera de combinar la
concentracion proteica y el rendimiento en grano puede ser a través de la relacion entre
el requerimiento de N del cultivo (i.e. N absorbido por tonelada de rendimiento en
grano) y la concentracion de proteina de los granos (Fig. 5.5.d). A medida que la
concentracion proteica se incrementa, el requerimiento del cultivo también lo hace pero
de manera mas que proporcional (Fig. 5.5.d). Si el valor objetivo de proteina en grano a
obtener en un cultivo es del 10 %, su requerimiento nitrogenado sera de 17.8 kg N Mg
grano™ (Fig. 5.5.d). Si el rendimiento en grano esperado del cultivo es de 5 Mg ha™', el
cultivo requerira absorber 89.4 kg N ha™', para lo cual debera tener disponible al inicio
de su ciclo 113.6 kg N ha™ en los primeros 60 cm de profundidad (Fig. 5.5.¢). Si
tenemos en cuenta cada variable individualmente (i.e. concentracion proteica y
rendimiento en grano), un cultivo que absorba 89.4 kg N ha™' seria esperable que rinda
6.9 Mg ha' (Fig.5.5.a) y que la concentracion proteica fuera de 8.6 % (Fig. 5.5.b).
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Figura 5.5. a) Relacion entre el rendimiento en grano y la cantidad de N absorbido a
madurez por el cultivo. b) Relacion entre la concentracion proteica de los granos y la
cantidad de N absorbido a madurez por el cultivo. La linea discontinua corresponde al
requerimiento medio de concentracion proteica de la industria maltera. ¢) Relacién entre
la cantidad de N absorbido por el cultivo a madurez y la cantidad de N disponible (i.e. N
suelo + N fertilizante) en los primeros 60 cm de profundidad del suelo. d) Relacion
entre la cantidad de nutriente absorbido por tonelada de grano y la concentracion
proteica en grano. Los datos utilizados para ajustar estas funciones son los
correspondientes a los utilizados en el capitulo 3 e incluye mas cultivares que los
ensayos utilizados en el capitulo 2, en el que los experimentos utilizados fueron aquellos
en los que el cultivar utilizado fue Andreia.

La relaciéon N:S en grano se modificé principalmente debido a la disponibilidad de N
para los granos, mientras que la variabilidad de la relacion N:S en grano atribuible a la
disponibilidad de S para los granos fue casi nula. Esto puede atribuirse al hecho de la
rapida saturacion de la concentracion de S en grano (i.e. alcanza el plateau con un
menor incremento en la disponibilidad de S y la particion hacia grano cae mas
abruptamente, respecto a lo observado en N). Sin embargo, la relacion N:S en grano
presentd elevados valores en situaciones donde se dieron conjuntamente elevada
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disponibilidad de N (i.e. tratamiento ‘+N’) y baja disponibilidad de S para los granos
(Fig. 3.5.b, en el capitulo 3).

A partir de estos resultados, surgi6 la siguiente inquietud: “; es posible modificar la
relacion N:S en granos a través del agregado de S al cultivo de cebada?”. En la mayoria
de las situaciones, el agregado de S (tratamiento S vs. Productor y NS vs. N) disminuyo6
la relacion N:S en grano (Fig. 5.6.a). Sin embargo, hay casos en los que no. La mayoria
de las observaciones correspondientes al tratamiento ‘+N’ que se hallaban por encima
del limite de 17.7 (capitulo 4), correspondieron a experimentos en los cuales se encontrd
respuesta al agregado de S. La respuesta observada en la figura 5.6a es concordante con
el hecho de que la relacion estequiométrica en grano que se diferenciaba del resto
(cercanas a la relacion isométrica, i1.e. pendiente de ~ 1.1) fue para el grupo de
observaciones que poseia una elevada disponibilidad de Ny baja de S para los granos
(Fig. 3.6.a, en el capitulo 3). Incluso, el agregado de S en estos casos implicd “pasar” de
una situacion de elevada disponibilidad de N y baja de S a una de elevada
disponibilidad de ambos nutrientes y, por tanto, el retorno desde la relacion alométrica
(Naio-Shajo) @ una cercana a la relacion isométrica (Nauwo-Sano) (Fig. 3.6.a, en el capitulo 3).
La magnitud de la modificacion de la relacidén N:S en grano dependio del valor de la
relacion N:S de cual se partia. Las relaciones N:S en grano iniciales més altas
presentaron las mayores variaciones en la relacion N:S en grano frente al agregado de S
(Fig. 5.6.b).

En resumen, en la mayoria de las situaciones, fertilizar con S disminuyo la relacion N:S
en grano, lo cual permitiria realizar "correcciones" en cuanto a la calidad maltera de los
granos.
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Figura 5.6. a) Relacidon N:S en grano segun los tratamientos utilizados en la
experimentacion. La linea horizontal discontinua corresponde a la relacion N:S en grano
de 17.7. Cada simbolo corresponde al valor medio del tratamiento en un experimento.
El color de los simbolos corresponde a cada tratamiento. b) Relacion entre la variacion
relativa de la relacion N:S en grano y la relacion N:S en grano inicial. La variacion
relativa se calculd como el cociente del tratamiento fertilizado con S respecto al par no
fertilizado con S (i.e. tratamiento '+S' / tratamiento 'Productor’, tratamiento '+NS'/
tratamiento '+N'). La relacion N:S en grano inicial corresponde al tratamiento ubicado
en el divisor del cociente (i.e. tratamiento 'Productor' y '+N', para los cocientes
+S/Productor y +NS/+N, respectivamente). Cada simbolo corresponde al cociente entre
pares de tratamientos azufrados y no azufrados, en cada experimento. Los simbolos
azules corresponden a tratamientos sin agregado adicional de N (i.e. 'Productor’ y '+S'),
mientras que los simbolos rojos corresponden a tratamientos nitrogenados (‘"+N', '+NS').
Los nimeros ubicados en la proximidad de los simbolos indican la codificacién de los
experimentos utilizados en el capitulo 3.

En referencia a la calidad de los granos, cabe destacar que en la presente tesis se hizo
hincapié principalmente sobre dos aspectos de ella: la concentracion proteica (en el
capitulo 2, en el cual se caracterizo las brechas) y la composicidn proteica (en el
capitulo 4, asociado a calidad maltera). Si bien se mencion¢ al calibre en el capitulo 4,
en el cual se aborda a la calidad maltera de los granos, no se analizo en profundidad
dicha variable. Esto se debi6 a que es una variable que ha sido mucho mas estudiada
que la concentracién de S o la relacion N:S como indicador de calidad o de la
composicion proteica de los granos, lo cual fue el objetivo del capitulo 4. Entre los
antecedentes referidos al efecto del calibre sobre distintas variables de calidad maltera
se puede destacar a Bishop (1930), Morgan y Riggs (1981), Hoyle et al. (2020), Otero et
al. (2021), y Prystupa et al. (2021). Por otro lado, el efecto de la fertilizacién con N
sobre el calibre de los granos ha sido ampliamente estudiado por de Ruiter et al. (1999),
McKenzie et al. (2005), O'Donovan et al. (2011), y Prystupa et al. (2018).

En general, se ha observado una relacion positiva entre el extracto de malta y el peso de
los granos (Bishop, 1930; Otero et al., 2021; Prystupa et al., 2021). Los valores bajos de
calibre se asocian a granos pequefios, los cuales poseen normalmente una elevada
concentracion de N y un bajo contenido de almidoén, 1o que conlleva a un menor
potencial de generar extracto respecto a los granos mas grandes y de mayor tamafio
(Fox et al., 2003). A su vez, existe evidencia de que la fertilizacion nitrogenada en el
cultivo de cebada produce un incremento del rendimiento en grano a través de un
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incremento en el numero de granos por unidad de superficie, debido al aumento en el
numero de macollos por planta (O'Donovan et al., 2011). A su vez, suelen establecerse
granos en la parte distal de las espigas, los cuales poseen menor tamafio (Ellis y
Marshall, 1998) y menor calibre (O'Donovan et al., 2011). Si bien el efecto de la
fertilizacidn azufrada ha sido menos estudiado en cuanto a su repercusién sobre los
componentes del rendimiento en grano, se ha observado que esta practica también
genera un mayor numero de granos por unidad de superficie (Prystupa y Gutiérrez
Boem, 2022).

En términos generales se podria esperar que toda practica de fertilizacion que tienda a
incrementar el nimero de granos provenientes de estructuras vegetativas del cultivo (i.e.
un aumento del nimero de macollos), y que afecte al calibre de los granos (o su peso)
de manera significativa, podria afectar en tltima instancia la calidad maltera de los
granos. Por ejemplo, Edney et al. (2012) observaron modificaciones en distintos
parametros asociados a la calidad de malta debido a modificaciones en la densidad de
siembra. Esto podria atribuirse a que es una practica que modifica el nimero de
macollos que genera un cultivo (i.e. la mayor densidad de siembra se asocia a un menor
numero de macollos) (O'Donovan et al., 2011). Sin embargo, hay que tener en cuenta
que ante deficiencias severas de un nutriente y la posterior fertilizacion del mismo o
ante situaciones de estrés no nutricional (e.g. hidrico o térmico), se pueden generar
situaciones en donde se modifica tanto el peso de los granos (y por tanto su calibre)
como la concentracion proteica de los mismos (Wei et al., 2009). En estas situaciones,
no hay una unica variable que determine la calidad maltera, sino que ellas mismas estan
interrelacionadas.

En lo que respecta al diagnostico de la deficiencia azufrada en el cultivo de cebada, no
se observo ninguna asociacion o patrdn entre variables que conforman el rendimiento en
grano (rendimiento en grano, rendimiento relativo, respuesta del rendimiento en grano
al agregado del nutriente en cuestion) y variables que conforman la oferta de S por parte
del suelo (concentracion de S-sulfato 0-20 cm, masa de S-sulfato 0-20 cm, masa de S-
sulfato 0-60 cm, S agregado como fertilizante, masa de S-sulfato medido en suelo 0-60
cm + S agregado como fertilizante). A partir del diagnostico de deficiencia basado en
tejido vegetal se diferenciaron situaciones deficientes de S, utilizando la relacion N:S en
grano como predictor o variable explicativa. El rendimiento en grano de los cultivos no
fertilizados con S disminuy6 en promedio 22.4 % en aquellos casos en los que la
relacion N:S en grano fue superior a 21.3 (Fig. 5.7).
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5.4. Interrogantes surgidos y futuras lineas de investigacion

A partir de los resultados obtenidos surgieron varias inquietudes y/o interrogantes, 1os
cuales se describen a continuacion.

En lo referente a las brechas de rendimiento en grano, un aspecto a abordar a futuro es
el agregado o agrupamiento de informacién con el fin de realizar simulaciones y estimar
Yg en escalas geograficas de mayor jerarquia (i.e. regionalizar la estimacion a través de
zonas climatica, https://www.yieldgap.org/). A su vez, seria de importancia incorporar
en las simulaciones la rutina SWIM3 en el mddulo de suelos, con el fin de tener en
cuenta la dinamica de la napa fredtica, la cual es relevante en varias regiones (incluso la
estudiada en esta tesis). En referencia a la brecha de proteina, no se abord¢ la
calibracion y simulacion de la concentracion proteica de los granos dado que para la
evaluacion de la brecha de proteina se tomo como referencia al valor demandado por la
industria. Por altimo, un aspecto relevante a abordar es el analisis de la variabilidad
temporal tanto de Yp como Yw mediante el uso de modelos de simulacion. Esto
permitiria caracterizar climatica y ambientalmente la zona (i.e. utilizando distintos
niveles de disponibilidad hidrica inicial en distintos tipos o series de suelo) para un
gradiente de fechas de siembra en dicha zona. Esto se puede realizar utilizando datos
meteoroldgicos provenientes de estaciones meteorologicas que engloben o sean
representativas de la region de estudio.

Respecto a la particion diferencial de Ny S hacia los granos, los resultados obtenidos
indicarian que la concentracion de N en grano esta mas fuertemente limitada por fuente
que el S, o que el S posee una colimitacion (posee una limitacion por fuente como por
destino, segun el nivel de disponibilidad en la que se encuentre). El S present6 una fase
en la cual el cambio en la disponibilidad de este nutriente conllevo a un incremento en
la concentracion de S en grano y posteriormente una fase de limitacion por destino,
donde incremento la particion hacia el rastrojo. Incluso, el incremento de la particion de
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S hacia el rastrojo frente a incrementos en su disponibilidad fue mayor, en términos
relativos, a la observada en N. Si el S estuviera limitado por destinos, implicaria que los
cambios en la relacion N:S en grano podrian estar influenciados por el mejoramiento
genético, debido a que este ultimo en la mayoria de los casos conllevo a un incremento
en el numero de destinos. Si bien el mejoramiento genético incrementd el ICN en
cebada cervecera (Abeledo et al., 2008), se desconoce la influencia que puede haber
tenido sobre el ICS. Si debido al mejoramiento genético el ICS se modifico (a través de
la modificacion del nimero de destinos) en una proporcion distinta a la sufrida en el
ICN (i.e. ICN/ICS # 1), podria haberse modificado la relacion N:S en grano y por tanto,
la composicidn proteica y la calidad industrial de los granos. Passarella et al. (2003)
observé cambios en la composicion proteica de los granos debido al mejoramiento
genético (incrementd la proporcion de hordeinas-B y disminuy6 la de hordeinas-C). Sin
embargo, estos autores no evaluaron si los cambios en la composicion proteica se
asociaba a modificaciones en la economia interna de Ny S de los distintos cultivares
(i.e. ICN/ICS). En la misma linea de mejoramiento genético, podria evaluarse la
variabilidad presente en atributos de calidad maltera (principalmente extracto y
friabilidad de malta), en la composicion de hordeinas y en la relacion N:S en grano.
Ademas, comprobar la relacion entre estas variables.

Respecto a los resultados observados en la calidad industrial, interesaria considerar la
evaluacion de los modelos ajustados de extracto y friabilidad de malta vs. proteina
segun la relacion N:S en grano, con el fin de conocer el error predictivo de ambos
(utilizando un set de datos independiente). En el caso de que el error se encuentre dentro
de un margen que la industria considere tolerable, podria implementarse su utilizacién
mediante la incorporacion de la determinacion de la concentracion de S en grano a los
analisis de rutina. A partir de los valores de concentracién de Ny S en grano, utilizando
la informacion resultante de estos ajustes, se podria predecir la cantidad de extracto y la
friabilidad de malta de esos granos. Si el error en la prediccion resulta mayor al
tolerable, habria que buscar otro rasgo del grano que, mediante una determinacion
relativamente sencilla, permita predecir variables de calidad como extracto de malta.
Por otro lado, la caracterizacion de la calidad industrial de granos de cebada cervecera
en funcion de su relacion N:S podria reproducirse en granos de trigo y asociarse la
relacion N:S en grano a la calidad panadera de los mismos. De manera analoga a lo que
ocurre en cebada, las proteinas de reserva de trigo (gliadinas y gluteninas, en conjunto
denominadas gluten) se diferencian en cuanto a su composicion de acuerdo a su
contenido de S: las gliadinas-o poseen un bajo contenido de S, mientras que las
gliadinas-a y las gliadinas-y poseen un elevado contenido de S. La revision realizada
por Tatham y Shewry (2012) sobre la composicion de proteinas de reserva en cereales
describe que ha sido reportado en varios trabajos previos la asociacion entre la cantidad
de gliadinas y composicion de gliadinas frente a modificaciones en la disponibilidad de
Ny S para el cultivo de trigo. En general, se asocia negativamente la calidad panadera y
el contenido de gliadinas. Existen trabajos en los que se reporta un incremento en la
cantidad de gliadinas y en la extensibilidad de la masa frente al agregado de N. En otros
trabajos observaron un incremento en gliadinas-o debido a deficiencia S, lo cual se
asociaba a una menor fuerza y una mayor extensibilidad de la masa (Tatham y Shewry,
2012). Por lo tanto, podria esperar lograr una clasificacion de calidad panadera en
granos de trigo (propiedades reoldgicas) a partir de la composicion proteica de los
granos y, por tanto, de su relacion N:S.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Cuadro S.2.1. Parametros del modelo modificados durante el proceso de calibracion del
cv. ‘Andreia’.

Parametro Valor
[Phenology]. VrnSensitivity. FixedValue 2
[Phenology].PpSensitivity FixedValue 55
[Phenology].GrainFilling Target. FixedValue 480
[Grain].NumberFunction. GrainNumber.GrainsPerGramOfStem FixedValue 27

[Phenology]. VrnSensitivity FixedValue: sensibilidad a la vernalizacion (hojas);
[Phenology].PpSensitivity FixedValue: Sensibilidad al fotoperiodo (hojas),
[Phenology].GrainFilling. Target. Fixed Value: duracion del llenado de granos (°Cd);
[Grain]. NumberFunction.GrainNumber GrainsPerGramOfStem FixedValue: numero de
granos por gramo de vastago (granos g').
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Cuadro S.2.2. Variables descriptivas de cada experimento.
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Exp' Afio C?l(;dle;?das Clasiﬁf:agién 1\(/)10 pH Fgcha de fert]i)l?zseilii(ci; N fer]ti)l?;;iiiserl S Antecesor’ H?I?ceiglad Presencif
, long) taxonomica (%) siembra (kg N ha™) (kg S ha') (mm) de napa
1 2014 XIS Argiudol ) 5 55 04un 59.2 0 Soja 2 267 no
61°8' O acuico
2 2014 ‘zgzg‘; S(')’ A;Cglil‘ilcdo‘ﬂ 29 57  03-ul 8.8 0 Soja 2 269 no
3 2014 232‘5“; S(')’ A;flil‘ilcdo‘ﬂ 29 59  07-ul 4.2 1.1 Soja 357 ind
4 2015 3655332,' g’ Hggtliuci‘ﬂ 1.9 58 10-un 10.4 0 Soja 185 no
5 2015 3655332,' g’ Uditli’;f‘crgem 1.0 59 10-un 10.4 0 Soja 132 no
6 2015 365533 g’ Hggtliuc‘l‘ﬂ 28 6.1 10-un 8.8 0 Girasol 281 st
7 2015 365533 g’ Hggtliuci‘ﬂ 19 59 10-un 8.8 0 Soja 268 si
8 2015 ‘Z‘l‘g S(')’ HZII))lilj:?)OI 22 57 174un 101.2 9.8 Soja 285 ind
9 2015 2‘1‘;‘3‘ S(')’ HZII))lilj:?)OI 32 57  08-un 82.8 9.8 Soja 339 st
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10 2015 232‘5‘2', S(')’ A;Cglil‘ilcdo‘ﬂ 29 61 07-ul 70.0 1.2 Soja 321 si
11 2015 232‘5%', S(')’ Atri%ii‘éi‘ﬂ 30 58  07-jul 65.0 1.2 Soja 280 st
12 2015 232‘5‘; S(')’ A;Cglil‘ilcdo‘ﬂ 33 60 23-un 72.0 1.2 Trigo 283 st
13 2015 231?1 S(')’ Ntait;;“ig"l 28 59  09jun 71.7 48 Soja nd nd
14 2015 ‘2? ; S(')’ Atri%ii‘éi‘ﬂ 24 61 09jun 65.9 4.8 Soja nd nd
15 2016 365533 g’ Hggtliuc‘l‘ﬂ 1.5 57 07-un 15.4 0 Girasol 188 no
16 2016 3655332,' g’ t:gffglr‘;‘i’éo 1.0 58 07-un 69.8 0 Soja 180 no
17 2016 ‘Z‘l‘g S(')’ HZII))lilj:?)OI 21 59 2l4un 119.6 16.8 Soja 276 ind
18 2016 2‘1‘5 S(')’ Htailgli‘éi‘ﬂ 1.7 56 19-un 119.6 16.8 Soja 241 no
19 2016 23222', S(')’ HZII))lilj:?)OI 09 59  124ul 41.8 4.6 Soja 192 no
20 2016 ‘Z‘H% S(')’ HZII))lilj:?)OI 21 60  13-ul 73.6 6.7 Soja 332 ind
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21 2016 231?; S(')’ Atri%ii‘ii‘ﬂ 24 59 074un 76.7 3.6 nd nd nd
22 2017 2‘”2 S(')’ HZII))lilj:?)OI 25 58 204un 101.2 0 Soja 338 ind
23 2017 364;328,'3’ Atri%ii‘ii‘ﬂ 41 62  254un 109.6 0 Soja 354 si
24 2017 364;338,' g’ Atri%ii‘ii‘ﬂ 41 63  23-un 109.6 0 Soja 377 st
25 2017 zgﬁ S(')’ Uditli’;f‘crgem 14 58 0lul 11 0 Soja 135 no
26 2017 2331? S(')’ Hggtliuc‘l‘ﬂ 15 6.1 254un 11 0 Soja 199 st
27 2017 364:0271,' g’ HZII))lilj:?)OI 23 61  20-ul 94.2 6.5 Soja 252 ind
28 2017 XIS, Argiudol 1 g 3 78.2 6.7 Soja 343 si
61°8' O acuico
20 2017 X198, Argiudol 6 135un 78.2 6.7 Soja 358 st
61°7' O acuico
30 2017 23222', S(')’ Hggtliuci‘ﬂ 13 60 21-ul 432 0 Soja 174 no
31 2017 635‘:239',3(’) Atri%ii‘ii‘ﬂ nd 60 194un 121.9 14.9 nd nd nd
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32 2018 ‘Z‘l‘;‘ S(')’ HZII))lilj:?)OI 19 54  20-un 87.4 16.1 Soja 295 no
33 2018 2‘1‘259‘: S(')’ HZII))lilj:?)OI 20 53  064un 109.6 9.8 Soja 251 no
34 2018 23222', S(')’ HZII))lilj:?)OI 20 53  164un 86.6 6 Soja 249 no
35 2018 6305:311',3(’) Atri%ii‘ii‘ﬂ 20 63  254un 132.6 11.2 Soja 248 no
36 2018 ‘zgzz‘, S(')’ HZII))lilj:?)OI 08 64 224un 87.0 0 Soja 181 no
37 2018 3655323,' g’ Hggtliuc‘l‘ﬂ 14 62 18un 783 225 Soja 183 st
38 2018 365533 g’ Hggtliuci‘ﬂ 20 58 25-may 51.6 11.2 Girasol 193 st
30 2018 ¥2TS, Argiudol o 55 o3l 107.7 6.3 Maiz 353 st
61°1' O acuico
40 2018 3655331,' g’ Hggtliuc‘l‘ﬂ 25 58 27-un 106.3 0 Soja 353 st
41 2019 ‘Z?)_fj S(')’ HZII))lilj:?)OI 25 52 264un 61.5 4.6 Barbecho 191 no
42 2019 ‘Z?)gi S(')’ Hggtliuci‘ﬂ 22 54  264un 61.5 4.6 Barbecho 189 no
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nd: dato no disponible.
" Exp refiere a experimento.
* Soja2 refiere al cultivo de soja realizado a continuacién de un cultivo invernal.

* Determinada a 1 metro de profundidad al inicio del ciclo del cultivo.
* En zona de influencia radical (< 1.8 m): si, no, ind (indicio de presencia).
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Figura S.2.1. Diferencia entre el rendimiento en grano logrado por el productor y el
rendimiento en grano medio anual del departamento al cual pertenece (i.e. Ya -
rendimiento en grano medio departamental). En a) efecto aleatorio afio, en b) efecto
aleatorio departamento anidado en afio. Los simbolos corresponden al valor medio del
efecto aleatorio y las barras horizontales corresponden al intervalo de confianza
estimado (IC 95 %). Simbolos y barras azules corresponden a valores medios positivos,
mientras que simbolos y barras rojas corresponden a valores medios negativos. Los
efectos aleatorios se estimaron a través de un modelo de efectos aleatorios en el que se
consider? el afio y la localidad anidado en el afio como factores aleatorios. Los lotes de
produccion fueron asociados a una localidad por sus coordenadas geograficas.
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Figura S.2.2. Calibracion del modelo de simulacion Apsim Next Generation (version
2021.1.20.5937) para el cv. ‘Andreia’ de cebada cervecera. a) Dias a floracion, b)
Rendimiento en grano. Los modelos lineales fueron ajustados a través de minimos
cuadrados ponderados (WLS, por sus siglas en inglés). Se indica el coeficiente de
determinacion (R?), la raiz del error cuadratico medio relativo (nRMSE) y el numero de
observaciones (n). Las lineas punteadas refieren a la relacion 1:1y las lineas
discontinuas refieren a = 5 y 20 % respecto a la relaciéon 1:1, en a) y b),
respectivamente. En b) cada simbolo corresponde al valor medio resultante de la
combinacion experimento-tratamiento y las barras verticales corresponden al error
estandar.

Los experimentos utilizados durante el proceso de calibracion del modelo para
fenologia fueron: 2, 11, 20, 27, 29, 30, 34, 39y 42.

Los experimentos utilizados durante el proceso de evaluacion del modelo para fenologia
fueron: 1, 3,4, 5,6,7,8,9,10, 12, 15, 16, 17, 18, 19, 22, 23, 24, 25, 26, 28, 31, 32, 33,
35,36,37,38,40y 41.

Los experimentos utilizados durante el proceso de calibracion del modelo para
rendimiento en grano fueron: 3, 9, 11, 12, 17, 19, 22, 27, 29, 30, 32, 39y 42.

Los experimentos utilizados durante el proceso de evaluacién del modelo para
rendimiento en grano fueron: 1, 2, 4, 5, 8, 10, 15, 18, 20, 23, 25, 28, 31, 33, 34, 36,38y
41.
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Cuadro S.2.3.1. Efecto del agregado de N, S e interaccion N-S sobre el rendimiento en
grano y la concentracion proteica de los granos para cada experimento (Exp). Se indica
la magnitud del efecto en caso de encontrarse diferencias (al nivel de significancia de a
= 0.05), caso contrario, se indica solamente el valor-p.

Rendimiento en grano (kg ha™)

Proteina en grano (%)

Exp N S NxS N S NxS
1 p=0.76 p=0.10 — p=0.15 p=0092 —

2 1535.7** | p=0.29 — 22% p=097 —

3 23*3*3*'3 p=0.11 — 2.3 p =094 —

4 3212'3 p=0.60 — p=099 | p=096 —

5 14475* | p=0.99 — 3.0 #H* p=0385 —

6 p=0.12 p=0.18 — 0.92 * p=097 —

7 16544 ** | p=0.16 — p=0.15 p=052 —

8 p=0.16 p=0093 — 1.4 *x* p=0.10 —

9 p=099 p=0.90 — 2.7 1.1 ** —
10 p=0.22 p=033 — p=0.13 p=0.84 —
11 p=0.87 p=0.19 — p=0.95 p=0095 —
12 1087.5 « p =098 — 1.1 ** p=072 —
13 p=0.71 p=0.61 — 1.9 #xx -0.9 * —
14 p=0.12 p=0.10 — 2.4 k% p=044 —
15 13*22'9 p=0.87 p=1.00 2.4 k% p=0.74 p=045
16 16022* | p=0093 p=0.70 2.3 p=0.89 p=0.83
17 p=092 p=0.74 p=047 1.7 *** p =099 p=0.28l1
18 1085.1 ** | p=0.71 p=091 1.7 *** p=0.65 p=0.22
19 p=098 700.0 ** 699 .3 ** 3.5 #Ex p=047 p=0.70
20 -776.1 « p=0.21 p=0.99 1.9 #xx p =046 p=098
21 6923 * p=0.13 p=032 3.2 HEx p=0.18 p=0.90
22 p=099 p =094 p=0.99 p =098 p =099 p=0.65
23 p=0.26 p=0.99 p=0.99 2.1 p=037 p=0.86
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24 | p=099 | p=056 | p=039 | 3.0** | p=012 1.5

25 | p=055 | p=073 | 9673 %% | 5pxwx | g(wux 1.5 Hox
26 675.6* | p=089 | 6443* | 48*x* | p=076 | p=0094
27 | p=074 | p=098 | p=083 | 27** | p=055 | p=071
28 14656 1 010 | p=023 | 320 | 0% | p=094
20 | p=099 | p=072 | p=099 | 32**x 1.5% | p=035
30 | p=083 H30.5 1 g77. 10 | 4.8 % S1.7%% | p=0.96
31 | p=072 | p=087 | p=098 | 19** | p=063 | p=099
32 | p=044 | p=096 | p=080 1.7%% | p=053 | p=095
33 | 857.1%* | p=094 | p=099 | 18*** | p=099 | p=080
34 | p=081 | 13392+ | p=046 | 3.0** | p=099 | p=0095
35 27674 1 =099 | p=098 | 13+ | p=081 | p=042
36 | p=059 | p=026 | p=050 | 35%* | p=059 | p=093
37 2957 1 p=099 | p=018 | 19%* | 1% | p=0099
38 14693 | p=095 | p=099 16%% | p=092 | p=041
39 HI88 089 | p=097 | 20% | p=096 | p=078
40 | p=064 | p=046 | p=030 | 20** | p=094 | p=099
41 | p=086 | p=094 | p=028 | 27** | p=023 | p=048
42 | p=063 | p=098 | p=095 | 22** | p=080 | p=094

« p<0.10, *:p<0.05, **: p<0.01, *** p<0.001.
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Cuadro S.2.3.2. Contrastes entre tratamientos para los experimentos que presentaron
interaccion N-S para el rendimiento en grano y la concentracion proteica de los granos.
Se indica la magnitud del efecto en caso de encontrarse diferencias (al nivel de
significancia de o = 0.05), caso contrario, se indica solamente el valor-p.

Rendimiento en grano (kg ha™)

Experimento
Contraste 19 25 26 30
+S vs. Productor p=10 p=0.15 p =048 p=0.87
+NS vs. +N 1399 .4 **x* 1202 4 ** 806.1 ¢ 2007.6 ***
+N vs. Productor -763.0¢ p=0.21 p=0.99 -1072.3 *
+NS vs. +S p=0.14 1271.3 ** 1320.0 ** p=0.19

Proteina en grano (%)

Experimento
Contraste 24 25
+S vs. Productor p=0.99 p =047
+NS vs. +N 31%* 36 ***
+N vs. Productor p =041 3.7 ***
+NS vs. +S 4.6 ¥x* 6.7 ***

« p<0.10, *:p<0.05, **: p<0.01, *** p<0.001.
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Cuadro S.2.4. Pendiente estimada, intervalo de confianza al 95 % (IC 95 %) y valor-p
de la relacién entre la concentracion proteica y el rendimiento en grano en cada
experimento. El valor-p corresponde a la evaluacion de la hipotesis nula donde el valor
de la pendiente es cero (nivel de significancia de o = 0.05).

Exp Pendiente IC 95 % valor-p
1 -0.299 -3.336, 2.738 0.84
2 0.726 -0.714; 2.166 0.32
3 1.050 -0.248; 2.359 0.11
4 0.017 -0.900, 0.936 0.96
5 0.821 -0.744; 2.387 0.30
6 0.447 -1.458; 2.354 0.64
7 0.373 -1.420; 2.168 0.68
8 1.189 -1.525; 3.905 0.38
9 1.550 -4.001; 7.102 0.58
10 0.878 -1.528; 3.286 0.47
11 0.650 -1.8687 3.169 0.61
12 0.181 -1.516; 1.880 0.83
13 0.193 -6.043; 6.431 0.95
14 1.626 -1.156; 4.409 0.25
15 1.316 0.057; 2.576 <0.05
16 0.540 -0.029; 1.110 0.06
17 0.045 -1.771,; 1.863 0.96
18 0.836 -0.117; 1.790 0.08
19 -0.481 -1.905; 0.944 0.50
20 -1.339 -3.791, 1.113 0.28
21 1.203 -0.407; 2.815 0.14
22 0.195 -1.053; 1.444 0.75
23 0.758 -1.123; 2.641 0.42
24 1.762 0.142; 3.383 <0.05
25 2.759 1.177,4.342 <0.001
26 1.939 0.506; 3.372 <0.01
27 0.245 -0.518; 1.009 0.52
28 0.977 0.114; 1.841 <0.05
29 0.408 -0.923; 1.740 0.54
30 -1.334 -2.435;-0.234 <0.05
31 2.513 -0.817; 5.844 0.13
32 0.644 -0.924; 2214 0.41
33 1.419 -0.379; 3.218 0.12
34 0.090 -0.758; 0.939 0.83
35 0.474 -0.158; 1.108 0.14
36 0.101 -1.971; 2.175 0.92
37 0.568 -0.024; 1.161 0.06
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38 0.789 -0.220; 1.799 0.12
39 1.487 0.033; 2.941 <0.05
40 0.144 -1.684; 1.973 0.87
41 0.200 -1.963; 2.366 0.85
42 0.231 -1.255;1.719 0.75
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Cuadro S.2.5. Parametros estimados de las funciones de borde superior, mediana y de
borde inferior ajustadas a la relacion entre rendimiento en grano y la cantidad de N
absorbido (RG90, RG50 y RG10) y a la relacion lineal entre la concentracion proteica
en grano y la cantidad de N absorbido (GP90, GP50 y GP10).

Variable dependiente

Funcién por cuantil

Parametros estimados

b c

RG9S0 7.93 145.0

Rendimiento en grano RG50 6.37 130.1
RG10 4.74 137.5

Ordenada al origen Pendiente

y GP90 6.854 0.041
gr‘z:;;egr:;g’;no GP50 5.207 0.035
GP10 3.836 0.036

9 y = 0.689 + 0.869x

NRMSE = 20.5 %
30

RSI observada (MJ m2 d1)

sesgo =-1.56 MJ m* d”
RMSE =3.19 MJ m* d”

0 10

20 30

RSINASA (MJ m2 d'1)

40

Figura S.2.3. Relacion entre la
radiacion solar incidente de datos
medidos en 10 estaciones
meteorologicas y las estimaciones
de radiacion solar incidente
obtenidas de The POWER Project
(NASA). Se indica el sesgo, la raiz
del error cuadratico medio
(RMSE) y la raiz del error
cuadratico medio relativo
(nRMSE) con sus respectivas
unidades. La linea punteada refiere
ala relacion 1:1. El modelo
ajustado fue un modelo lineal
mixto, en el que se considero a la
radiacion solar incidente estimada
como efecto fijo, mientras que la
estacion meteorologica y la

interaccion entre la radiacion solar incidente estimada en cada estacién meteorologica
como efecto aleatorio. Ademas, se tuvo en cuenta la presencia de heterocedasticidad. R2
marginal = 0.925, R2 condicional = 0.929 (Nakagawa y Schielzeth, 2013).
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Figura S2.4. Parcelas correspondientes 1 tratamiento ‘+N’ (i.e.SO kg N ha,
izquierda) y “+NS’ (250 kg N ha' y 20 kg S ha', derecha) en antesis del cultivo, en el
experimento 30 realizado en 2017.



Cuadro S.3.2. Informacidn de sitio, cultivar y fertilizacion realizada por el productor en los experimentos
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Dosis* de Dosis de
Experimento| Afio Coordenadas| Clasificacion' | MO? e fertilizacion | fertilizacion Cultivar Rainfall> | Temperatura
P (lat, long) taxonomica (%) P N S (mm) ()]
(kgNha') | (kgSha')

35°22'S i .

1 2014 60° 4' O ’ Hapludol éntico 1.8 55 6.0 10.5 Shakira 1462 17.3
35°22'S i .

2 2014 60° 4' O ’ Hapludol éntico 19 54 38.2 10.5 Shakira 1462 17.3
35°23'S i .

3 2014 60° 4'O ’ Hapludol éntico| 2.1 5.6 4.8 8.4 Shakira 1462 17.3
35°23'S i .

4 2014 60° 4'O ’ Hapludol éntico| 2.4 6.0 13.2 0 Shakira 1462 17.3

5 2014 34 19°S, | Argiudol 2.7 57 59.2 0 Andreia | 1532 16.9
61°8' 0O acuico

6 2014 34 41'S, Argiudol 2.9 57 88 0 Andreia | 1638 16.9
60° 59' O acuico
34°42' S, .

7 2014 60°57' O Hapludol tipico 33 5.7 42 1.1 Scarlett 1638 16.9

8 2014 34 44'S,Argiudol 2.9 5.9 42 1.1 Andreia | 1638 16.9
60° 58' O acuico
34°45' S, .

9 2014 61°0' O Hapludol tipico 3.0 59 4.5 1.2 Scarlett 1638 16.9
34°45'S, .

10 2014 Hapludol tipico 29 59 4.5 1.2 Scarlett 1638 16.9

61°0'0
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11 2014 2(5)0 ;,408’ Hapludol tipico 24 54 833 0 Jeniffer 1462 17.3
34°45'S [ .

12 2014 0 c Hapludol tipico 3.1 59 67.3 0 Shakira 1638 16.9
60° 50' O
34°33'S L .

13 2014 61°1'O ’ Hapludol éntico 1.8 5.7 5.0 2.0 Shakira 1638 16.9
35°22'S _ .

14 2015 60°3' O ’ Hapludol éntico 19 5.8 10.4 0 Andreia 1264 17.5

15 2015 (327228, Udipsament 1.0 5.9 10.4 0 Andreia | 1264 17.5
60°3'0 tipico
35°23'S L .

16 2015 60° 4'O ’ Hapludol éntico| 2.8 6.1 8.8 0 Andreia 1264 17.5
35°23'S L .

17 2015 60° 4'O ’ Hapludol éntico 19 59 8.8 0 Andreia 1264 17.5

18 2015 357157, Hapludol tipi 2.7 6.2 91.1 0 Explorer 1093 17.5
60° 52' O apludol tipico : : : xplore :
35°14'S . L.

19 2015 60° 51" O’ Argiudol tipico 4.7 6.3 91.1 0 Explorer 1093 17.5

20 2015 35714, Hapludol tipi 2.7 6.1 91.1 0 Explorer 1093 17.5
60° 52' O apludol tipico : : : xplore :

21 2015 34724, Hapludol tipi 2.5 6.0 5.6 0 Traveler 1348 17.0
60° 59' O apludol tipico : : : avele :
34°13'S . .

22 2015 61° 22 O’ Hapludol tipico 22 5.7 101.2 9.8 Andreia 1390 17.0

23 2015 [34°14'S, | Hapludol tipico 32 5.7 82.8 9.8 Andreia 1390 17.0
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61°23'0

24 2015 |34 43S, Argiudol 2.9 6.1 70.0 1.2 Andreia | 1348 17.0
60° 58' O acuico
34°42'S . L. )

25 2015 o con Argiudol tipico 3.0 5.8 65.0 1.2 Andreia 1348 17.0
60° 59' O

26 2015 |34 41'S, JArgiudol 33 6.0 72.0 1.2 Andreia | 1348 17.0
60° 58' O acuico
35°23'S . .

27 2016 60° 4'O ’ Hapludol éntico 1.5 5.7 15.4 0 Andreia 984 16.7

28 2016 |22 2% S, Hapludoltapto | 5.8 69.8 0 Andreia | 984 16.7
60°3'0 argico
34°17'S . .

29 2016 61° 21" O’ Hapludol tipico 2.1 59 119.6 16.8 Andreia 1390 16.4
34°12'S . .

30 2016 61° 24" O’ Hapludol tipico 1.7 5.6 119.6 16.8 Andreia 1390 16.4
34°38'S . .

31 2016 o 2ot Hapludol tipico 0.9 59 41.8 4.6 Andreia 1109 16.4
60° 56' O
34°18'S . .

32 2016 61° 10' O’ Hapludol tipico 2.1 6.0 73.6 6.7 Andreia 1390 16.4
34°16'S . .

33 2017 61° 18" O’ Hapludol tipico 25 5.8 101.2 0 Andreia 1475 17.2
34°38'S . - :

34 2017 60°2' O ’ Argiudol tipico 4.1 6.2 109.6 0 Andreia 938 17.2
34°38'S . - :

35 2017 ’ Argiudol tipico 4.1 6.3 109.6 0 Andreia 938 17.2

60°3'0
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36 2017 (327358, Udipsament 14 58 11.0 0 Andreia 926 17.4
60° 11'O tipico
35°35'S L )

37 2017 60°1 1" O’ Hapludol éntico 1.5 6.1 11.0 0 Andreia 926 17.4
34°21'S . .

38 2017 61° 7 O ’ Hapludol tipico 23 6.1 942 6.5 Andreia 1475 17.2

39 2017 34 19°S, jArgiudol 2.1 5.9 78.2 6.7 Andreia | 1475 17.2
61°8' 0O acuico

40 2017 34 19'S, jArgiudol 2.4 6.0 78.2 6.7 Andreia | 1475 17.2
61°7' 0 acuico
34°38'S . )

41 2017 0 2at Hapludol éntico 13 6.0 43.2 0 Andreia 1209 17.2
60° 56' O
34°14'S _ )

42 2018 61° 21" O’ Hapludol tipico 1.9 5.4 87.4 16.1 Andreia 1159 16.9
34°10'S . )

43 2018 61° 24 O’ Hapludol tipico 2.0 53 109.6 9.8 Andreia 1159 16.9
34°38'S _ )

44 2018 0 2at Hapludol tipico 2.0 53 86.6 6.0 Andreia 1234 16.9
60° 56' O
35°1'S ) .. )

45 2018 60° 31" b Argiudol tipico 2.0 6.3 132.6 11.2 Andreia 974 17.1
34°39'S . )

46 2018 0 crt Hapludol tipico 0.8 6.4 87.0 0 Andreia 1234 16.9
60° 56' O
35°23'S . )

47 2018 60°2' O ’ Hapludol éntico 14 6.2 78.3 22.5 Andreia 1426 17.1

48 2018 [35°22'S, |Hapludol éntico| 2.0 5.8 51.6 11.2 Andreia 1426 17.1
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60° 4' O

49 2018 |34 278, |Argiudol 1.8 55 107.7 6.3 Andreia | 1159 16.9
61°1'0 acuico
35°21'S - .

50 2018 60°3' O ’ Hapludol éntico| 2.5 5.8 106.3 0 Andreia 1426 17.1

" Clasificacion basada en la serie de suelo identificada para cada experimento a partir de la carta de suelos del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) (http://www.geointa.inta.gob ar).

* MO, Materia organica (0-20 cm), a través del método de Walkley and Black (1934).

* pH, (0-20 ¢cm) con una relacion suelo:agua de 1:2.5.

* La mayoria de los productores fertilizd entre siembra y macollaje. Solamente en el experimento 33 la fertilizacion con N fue fraccionada en dos
momentos: a la siembra y al comienzo de la elongacion del tallo. La mayoria de los productores realizaba siembra directa, con excepcion en los
experimentos 4, 16, 27 y 48 donde realizaron labranza con discos. El cultivo antecesor mas frecuente fue soja. Las fechas de siembra estuvieron
comprendidas desde los primeros dias de Junio y los finales de Julio.

> Tanto la precipitacion como la temperatura media anual fueron obtenidas de estaciones meteorologicas cercanas pertenecientes al Servicio
Meteorologico Nacional (SMN, http://www.smn.gov.ar/).

- Walkley, A., Black, L. A., 1934. An examination of Degtjareff method for determining soil organic matter and a proposed modification of the
chromic acid titration method. Soil Sci. 37, 29-37.



http://www.geointa.inta.gob.ar
http://www.smn.gov.ar/
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Cuadro S.3.3. Modelos logaritmicos ajustados a través del método de ejes principales
estandarizados (SMA) para la relacion entre la cantidad de N absorbido y la cantidad de
S absorbido, en grano y en biomasa aérea. Los valores entre paréntesis corresponden a
los intervalos de confianza de los parametros a un nivel de 95%.

Parametro de la funcion

1 MOdilg :1 Grupo Ordenada al . R?
0Z8wy~a 0810 X origen (a) Pendiente (b)
, y 1.518 0.616
Nato = St (1.430; 1.607)  (0.507; 0.749) 0.65
Ngrano ~ Sgrano Niao = Sbaio, L om 107
,Na“° i Sa“f’: (0.971; 1.073)  (1.040; 1.179) 0.86
Nbajo = salto
: , 1.582 0.578
Nato = St (1.431;1.732)  (0.437;0.765) 0.27
Nabsorbido ~ Sabsorbido "Niao = Sbaio's
N 0.865 1.117 0.79
, . (0.782;0.949)  (1.034; 1.206)
Nbajo - salto

Ngrano y Sgrano: cantidad de nitrégeno y azufre absorbido en grano, respectivamente.
Nabsorbido y Sabsorbido: cantidad de nitrogeno y azufre absorbido en biomasa aérea,

respectivamente.
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Cuadro S.4.2. Predictores lineales (1)) y BIC de los modelos multinomiales ajustados
para tiempo de sacarificacion, en relacion a la concentracion proteica de granos, la
relacion N:S (como variable cuantitativa) y el calibre de granos. Para el ajuste de los
modelos se considero el conjunto de datos completo y el subconjunto correspondiente al
rango de concentraciones proteicas en grano entre 9.5y 13 %.

Variable independiente Predictor lineal (1) BIC

Conjunto de datos completo

10-15/5-10: 3.432 - 0.024 Proteina
Proteina 220.4
15-20/5-10: -2.838 + 0.266 Proteina

) o 10-15/5-10:3.655-0.031 N:S
N:S (variable cuantitativa) 2155
15-20/5-10: -1.986 + 0.103 N:S

) 10-15/5-10: 16.641 - 0.147 Calibre
Calibre 213.8
15-20/5-10: 19.979 - 0.225 Calibre

Subconjunto de datos con rango de proteina en greano 9.5 - 13 %

10-15/5-10: -6.555 + 0.938 Proteina
Proteina 135.6
15-20/5-10: -15.766 + 1.517 Proteina

' . 10-15/5-10: 1.602 + 0.102 N:S
N:S (variable cuantitativa) 108.0
15-20/5-10: -4.055+ 0.251 N:S

10-15/5-10: 19.953 - 0.185 Calibre
Calibre 105.8
15-20/5-10: 26.416 - 0.297 Calibre

Cuadro S.4.3. Predictores lineales (1)) y BIC de los modelos ajustados que relacionaban
el tiempo de filtracion y los grupos de relaciones N:S en grano conformados. Para el
ajuste de los modelos se consideré el conjunto de datos completo y el subconjunto
correspondiente al rango de concentraciones proteicas en grano entre 9.5y 13 %. El
grupo 'N:S < 10.1' se considerd como nivel de referencia del factor (grupo) cuando se
analizo el conjunto de datos completo, mientras que el nivel de referencia fue el grupo
'N:S 10.1-17.7' cuando se analizé el subconjunto. Los coeficientes ajustados para cada
nivel expresan la diferencia respecto al nivel de referencia.

Predictor lineal (1) BIC
Conjunto de datos > 60 min / Normal: -1.824 + 1.038(N:S10.1-17.7) 4359
completo + 1.824(N:S>17.7) '
Subconjunto de datos con
rango de proteina en grano > 60 min / Normal: -0.985 + 1.118(N:S>17.7) 171.7

95-13%




