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EVALUACION DE METODOS DE DIAGNOSTICO DE AZUFRE EN MAIiZ:
INDICADORES DE SUELO E INDICADORES VEGETALES. UTILIDAD
DEL MEDIDOR DE CLOROFILA

Agustin Pagani y Hernan Echeverria®

Introduccion

El azufre (S) es un elemento esencial para el crecimiento
de las plantas y su deficiencia ha sido reportada en
numerosos cultivos (Havlin et al., 2005), incluyendo el
maiz. Generalmente, suelos arenosos con bajo
contenido de materia orgdnica han sido identificados
como escenarios frecuentes de respuesta al agregado de
S. Ademads, la siembra directa, el empleo de fertilizantes
y pesticidas libres de impurezas azufradas, la
intensificacién de la agricultura y la reduccion de las
emisiones atmosféricas de gases que contienen S han
contribuido a la apariciéon cada vez mds frecuente de
sitios con respuesta a la aplicacién de este nutriente.
Respuestas a S por parte del cultivo de maiz han sido
documentadas en numerosas regiones del mundo
(Mallarino et al., 2000; Weil y Mughogho, 2000) asi
como también en la Argentina (Fontanetto et al., 2000;
Prystupa et al., 2006; Pagani et al., 2009a).

El desarrollo de indicadores de disponibilidad de S para
los cultivos es fundamental para el uso racional de
fertilizantes. Si bien se ha trabajado mucho para
determinar un método confiable para determinar
deficiencias de S en el cultivo de maiz, aun no hay
consenso entre los investigadores acerca de que
metodologia arroja los mejores resultados (Scherer,
2001). En general, los andlisis de suelos no han resultado
de utilidad para diagnosticar deficiencias de S en maiz
(Scherer, 2009) por lo que los andlisis de material vegetal
son normalmente preferidos. En este sentido, la
concentracion de S total en planta y la relacién nitrégeno
(N):S  han sido propuestas como herramientas para
caracterizar el estatus azufrado del cultivo de maiz. Asi,
Tandon (1984) sugirié que el umbral critico de S en hojas
de maiz se encuentra entre 0.015 y 0.05 g kg'!, aunque
este valor varia en funcién del estadio de desarrollo. Por
otro lado Terman et al. (1973) reportaron la utilidad de la
relacion N:S en planta como indicador del estatus
azufrado del maiz. Estos investigadores propusieron una
relacién N:S aceptable de 16:1 o menor. Sin embargo,
Kang y Osiname (1976) concluyeron que la relacién N:S
no es un buen indicador del estatus azufrado del cultivo.

La deficiencia de S en el cultivo de maiz, al igual que la
de N, se caracteriza por un amarillamiento (clorosis) del
follaje (Hitsuda et al., 2005). Sin embargo, debido a la

&

escasa movilidad del S dentro de la planta (a diferencia
del N), los sintomas de su deficiencia se manifiestan
generalmente en los estratos superiores del cultivo. Para
N se han desarrollado métodos de diagndstico basados
en la cuantificacion de la intensidad de color verde de
las hojas (Blackmer y Schepers, 1995), pero no existe
evidencia en la bibliograffa acerca de la utilidad de la
cuantificacion del verdor foliar como herramienta para
caracterizar el estatus azufrado del maiz.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la utilidad de
diferentes métodos de diagndstico de S para el cultivo
de maiz.

Materiales y métodos

Se realizaron cinco experimentos en dos localidades de la
regiéon pampeana durante los afios 2005 a 2009 con
diferentes dosis de S. En la campana 2005-2006 se
empled un experimento de larga duracion en la Estacion
Experimental INTA de Balcarce en adelante denominado
Balcarce I (Bce I), mientras que en la campana 2006-
2007 se realizaron dos experimentos, uno en el mismo
sitio, denominado Balcarce II (Bce II) y otro en la
localidad de 9 de Julio, denominado 9 de Julio I (9dJ I).
Durante la campaiia 2007-2008 se condujo un cuarto
experimento en 9 de Julio, en adelante denominado 9 de
Julio IT (9dJ II). Finalmente, en la campafia 2008-2009 se
utiliz6 nuevamente el ensayo de larga duraciéon de
Balcarce (Bce III). Algunas caracteristicas de los suelos y
practicas de manejo de los cinco experimentos son
presentadas en la Tabla 1. Todos los ensayos fueron
fertilizados con 20-30 kg ha'! de fésforo (P) y 120-150 kg
ha'! de N, asegurando una elevada disponibilidad. Las
fuentes de N, P y S fueron urea granulada (46-0-0),
superfosfato triple de calcio (0-20-0) y sulfato de calcio
(20% S, 16% Ca), respectivamente.

En Bce I y Bcee III se empled disefio en bloques
completos aleatorizados (DBCA) con tres repeticiones.
En ambos experimentos se emplearon dos sistemas de
labranza, convencional (LC) y directa (SD), y dos
niveles de S (0 y 15 kg ha''). En Bee 11, 9dJ I 'y 9dJ 1I,
el sistema de labranza utilizado fue SD y el disefio
DBCA (con tres repeticiones) con niveles de S de 0,8 y
16 kg ha! para Bce I y 9dJ I,y 0,5, 10 y 20 kg ha'! para
9dJ 1I.
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Tabla 1. Algunas caracteristicas de los suelos, y practicas de manejo y determinacion de indice de verdor con el medidor

de clorofila Minolta SPAD 502 en los cinco experimentos.

Bee I Bcee 11 Bcee II1 9dJ I 9dJ 11
Localidad Balcarce Balcarce Balcarce 9 de Julio 9 de Julio
Afo 2005-2006 2006-2007 2008-2009 2006-2007 2007-2008
Tipo de Suelo Argiudol Tipico Argiudol Tipico Argiudol Tipico Hapludol Tipico Hapludol Entico
Materia orgdnica (g kg'!) 53 (64) 53 (14) 49 (3.7 28 (4.8) 23 (1.2)
pH (1:2.5) 59 (0.3) 5.3 (0.12) 59 (0.2) 6.3 (0.1) 64 (0.6)
P (mg kg™) 198 (5.9) 8.0 (2.81) 20.1 (4.7) 90 (35) 18.1 (1.5)
NO;-N (mg kg'!) 0-20 cm 133 (22 148 (1.6) 17.6  (0.9) 90 (1.6) 105 (1.1
20-40 cm 7.7 (1.5) 119 (2.1) 89 (0.6) 72 (14) 8.1 (0.7)
40-60 cm 57 (0.5) 90 (1.0 6.5 (0.7) 46 (1.8) 6.1 (0.3)
SO,2-S (mg kg'') 0-20 cm 54 (04) 59 (1.1) 46 (03) 53 (1.0) 6.0 (1.7)
20-40 cm 45 (1.1 44 (0.6) 40 (0.8) 50 (1.6) 27 (04)
40-60 cm 45 (0.8) 3.7 (0.6) 40 (0.8) 50 (0.3) 34 (13)

Hibrido Dekalb 682RR  Dekalb 682RR
Densidad (pl. ha™) 75 000 76 200
Espaciamiento/hileras (cm) 70 52
Fecha de siembra 14 Oct. 13 Oct.
Sistema de labranza LCySD LC
Dosis de S (kg ha'!) Oy 15 0,8y 16

Dekalb 682RR ~ Nidera 882 CL  Nidera 882 CL

75 700 84 000 90 000
52 70 70
15 Oct. 11 Oct. 24 Sept.
LCySD SD SD
Oy 15 0,8y 16 0,5,10y 20

SD: Siembra directa
LC: Labranza convencional

En el estadio de 6 hojas expandidas (V6), pre-floracion,
post-floracién y madurez fisioldgica se realizaron
muestreos de planta entera con el fin de determinar la
concentracion de N y S total en planta. Para ello, se
cortaron 10 plantas al azar por parcela al nivel del suelo,
el material se pesd, se tom6 una alicuota y ésta se seco
en estufa a 60 °C hasta peso constante para determinar
materia seca. Una fraccién de dicha alicuota fue molida
(0.84 mm de malla) a fin de realizar las determinaciones
de la concentracion de N y S. Las mismas fueron rea-
lizadas a través de combustion seca a 950 °C y 1350 °C,
respectivamente, con un equipo LECO TruSpec CNS
(LECO, 2008). Al momento de la cosecha, se determind
el stand de plantas por parcela, se tomaron los tres
surcos centrales y se recolectaron manualmente las
espigas correspondientes a las plantas de los cinco
metros centrales. La trilla se efectué mediante trilladora
estacionaria y se expresd el rendimiento en kg ha'! a
14% de humedad. De los granos cosechados, se tomd
una alicuota y se realizaron determinaciones de la
concentracion de Ny S en grano.

Se realizaron determinaciones de indice de verdor (IV)
con el medidor de clorofila Minolta SPAD 502 ® (30
lecturas por parcela) en diferentes estadios y dias después
de la emergencia (DDE), en los momentos de: 51,55, 62,
71y 76 dias DDE en Bee I (V7, V8, V11, V13 y V15,
respectivamente); 40, 56, 65,70, 79 y 91 DDE en Bce 11
(V5,V8,V12,V13,V16 y R2, respectivamente); 39, 48,
54,58, 68,y 75 DDE at Bee III (V6, V8, V10, V11, VT,
y R1);26,33,50,55,66y 76 DDE en 9dJ I (V5,V6,V11,
V13, V18 y R2, respectivamente); y 37,43, 56,63,73 y
80 DDE en 9dJ II (V6, V7, V11, V14, VI8 y R2,
respectivamente). Dichas determinaciones se realizaron:
i) en el estrato medio del canopeo (tiltima hoja expandida,
aproximadamente a la mitad de la distancia entre el tallo
y el dpice y a la mitad de la distancia entre el borde de la
hoja y la nervadura central (Blackmer y Schepers, 1995)
y ii) en el estrato superior del mismo (dltima hoja no
enrollada). Con los valores de IV se determiné un nuevo
Indice de Suficiencia de S (ISS), andlogo al indice de
suficiencia de N (Blackmer y Schepers, 1995), de la
siguiente manera:
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ISS =1Vg / IV, ..
donde:
IVg: indice de verdor de los tratamientos con S
eventualmente limitante.
v : indice de verdor de los tratamientos con S no

Smax *
limitante.

Se determiné rendimiento en grano expresado a 14% de
humedad. Se calculé el rendimiento relativo (RR) de la
siguiente manera:

RR =Rtog / Rtog, ..
donde:

rendimiento de los tratamientos con S
eventualmente limitante.

Rtog :

Rtog, ... rendimiento de los tratamientos con S no
limitante.

Se realizaron analisis de varianza y de regresion lineal
simple utilizando los procedimientos GLM y REG,
respectivamente, incluidos en las rutinas del programa
Statistical Analysis System. Cuando las diferencias
entre tratamientos fueron significativas, se empled el
test de la diferencia minima significativa (LSD). Se
utiliz6 el procedimiento de Cate y Nelson (1965) para
establecer umbrales criticos que separen valores
mayores y menores al 95% del RR. En todos los
andlisis el nivel de significancia fue del 10%.

En Bcee I 'y 9dJ 1, las precipitaciones registradas durante el
ciclo del maiz tuvieron adecuada distribucion, totalizando
490 y 594 mm, respectivamente, por lo que la
disponibilidad de agua no habria limitado en forma
significativa el crecimiento del cultivo. Por su parte, en
Bcee I 'y 9dJ 11, las precipitaciones totales alcanzaron 522
y 453 mm pero con una inadecuada distribucién, ya que
estas no fueron abundantes alrededor de la floracion del
cultivo, situaciéon que condiciond el rendimiento en
ambos experimentos. En Bce III, las precipitaciones
durante el ciclo alcanzaron los 308 mm y se adicionaron
290 mm de riego, sin embargo el cultivo sufrié
deficiencia hidrica debido a la alta tasa evapotranspirativa
que tuvo lugar durante la campaiia.

Resultados y discusion

Rendimiento

El rendimiento promedio de los ensayos fue 11 120 kg
ha'! en Bee I, 9850 kg ha'! en Bee II, 9080 kg ha! en
Bee III, 14 690 kg ha' en 9dJ I y 9870 kg ha'! en 9dJ
II. No se registro efecto significativo de la aplicacion de
S sobre el rendimiento en Bee I pero si en Bee 11 (11%
de incremento de rendimiento), Bece III bajo LC (11%),
9dJ I (6y 11% para 8 y 16 kg S ha'!, respectivamente)
y 9dJ II (1, 4 y 12% para 5, 10 y 20 kg S ha',

respectivamente) (Tabla 2). Estas respuestas a la
fertilizacion azufrada coinciden con las reportadas por
otros investigadores en la Regiéon Pampeana
(Fontanetto et al., 2000; Ventimiglia, 2005; Ferraris y
Couretot, 2006) asi como en otras partes del mundo
(Weil y Mughogho, 2000; Mallarino et al., 2000).

Concentracion de Ny S en planta

La aplicacién de S, en general, no increment6
significativamente la concentracion de N en planta
(Tabla 2), tal cual lo reportado por Khan et al. (2006).
El agregado de S tendi6 a incrementar la concentracion
de este nutriente en planta, aunque estos incrementos no
siempre fueron significativos (Tabla 2). Hitsuda et al.
(2005) reportaron incrementos en la concentracién de S
total en planta debido a la fertilizacién azufrada.

Indice de verdor (IV)

La aplicacién de S tendié a aumentar la intensidad de color
verde del cultivo, determinada a través del IV, aunque no
siempre de manera significativa. Las variaciones en el [V
a través de experimentos y momentos de determinacién
pueden explicarse por diferencias en las condiciones
ambientales (principalmente temperatura y agua) y en los
materiales genéticos utilizados. Estas variaciones pueden
reducirse marcadamente al relativizar los valores de IV
empleando el ISS de manera andloga a la propuesta
originalmente para N por Blackmer y Schepers (1995).
Ademas interacciones entre N y S pueden interferir con la
respuesta en IV a la aplicacion de S, sin embargo, Pagani
et al. (2009b), trabajando en la misma regién, no
encontraron interaccién N x S significativa en el cultivo
de maiz.

Las mayores diferencias en IV entre tratamientos fueron
encontradas cuando las determinaciones se realizaron en
el estrato superior del canopeo, lo que coincide con la
manifestacion general de la deficiencia azufrada en el
cultivo (Hitsuda et al., 2005), debido a la relativamente
baja movilidad del S dentro de la planta. Estos resultados
sugerirfan que el IV determinado en el estrato superior del
canopeo podria ser empleado como una herramienta de
mayor sensibilidad para determinar el estatus azufrado
del cultivo que la cldsica metodologia (estrato medio)
propuesta para N por Blackmer y Schepers (1995).

Métodos de diagnostico de S

a) Contenido de S como sulfato y materia orgdnica en
el suelo

La disponibilidad de S como sulfato a la siembra no fue
un buen indicador de la respuesta a S (Figura 1), debido
fundamentalmente a su reducida variabilidad (McLaren y
Cameron, 2004) cuando se combinaron los datos de los
cinco experimentos (de 30 a 40 kg S ha'!). En algunos
estudios se ha reportado la utilidad de la disponibilidad de
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S-S0, como predictor de la respuesta a S (Bullock y
Goodroad, 1989; Stecker et al., 1995), sin embargo en
numerosos otros trabajos se ha concluido que esta
variable no arroja buenos resultados al respecto
(Scherer, 2009). La robustez de este método ha sido
cuestionada debido a la gran magnitud de otras fuentes
de S para el cultivo que no son cuantificadas (Hoeft et
al., 1985).

El contenido de materia organica del suelo se
desempefid mejor como predictor de la respuesta a S
(Figura 1). Si bien no se encontr6 una relacidon
estadisticamente significativa entre ambas variables, los
valores de alta respuesta a la fertilizacion azufrada
correspondieron a bajos valores de MO y viceversa.
Este resultado es esperado ya que la MO es la principal
fuente de S para los cultivos en la mayoria de los suelos
de la regién pampeana (Echeverria, 2005). En linea con
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Figura 1. Maxima respuesta al agregado de azufre (S) en funcion del contenido de sulfatos y materia organica para los

cinco experimentos conducidos en Balcarce y 9 de Julio.
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Figura 2. Rendimiento relativo (RR) en funcion de la concentracion de azufre (S) en planta entera para diferentes
momentos del ciclo del cultivo. Analisis combinando informacién de los cinco experimentos conducidos en Balcarce

y 9 de Julio. (1 g kg'! = 1000 mg kg 6 ppm).
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lo anterior, Tabatabai y Bremner (1972) determinaron
altas correlaciones entre disponibilidad de S para los
cultivos y contenido de MO.

b) Concentracion de S total en planta

La concentracién de S en planta no se mostré como un
buen indicador del estatus azufrado del cultivo en estadios
tempranos de desarrollo (Figura 2). Rehm y Capp (2008)
reportaron que debido a la variabilidad del contenido y
formas de S en los tejidos de plantas jévenes, la definicién

de umbrales criticos es muy dificultosa. Sin embargo, en
el estadio de post-floracién, una menor dispersion de los
valores fue encontrada y 78% de las muestras fueron
correctamente caracterizadas considerando un rendimiento
umbral de 95% y una concentracion de S critica 0.009 g
kg (0.09%) (Figura 2). En madurez fisiolégica, una atin
menor dispersion de los datos fue encontrada 'y 89% de las
muestras fueron correctamente caracterizaras conside-
rando un rendimiento umbral de 95% y una concentracién
de S critica 0.0095 g kg'! (0.095%) (Figura 2).
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Figura 3. Rendimiento relativo (RR) en funcion de la relacién nitrégeno:azufre (N:S) en planta entera para diferentes
momentos del ciclo del cultivo. Analisis combinando informacion de los cinco experimentos conducidos en Balcarce

y 9 de Julio.
‘ A Bcel @ Bcell XBcell @9dJI modJll ‘
1.05 7 Estrato medio del canopeo ] Estrato superior del canopeo
o 1.00 o —
=
©
°®
L
g 0.95 — —
£
kel
1<y
c
(3]
X  0.90 —
RR = 1.43 1SS-0.45 RR = 1.681SS-0.69
R?=0.56 R?=0.75
0.85 T T T 1 T T T 1
0.85 0.90 0.95 1.00 1.05 0.85 0.90 0.95 1.00 1.05
indice de Suficiencia de S indice de Suficiencia de S

Figura 4. Rendimiento relativo (RR) en funcién del ISS determinado en dos estratos del canopeo durante el periodo V6-
V14. Analisis combinando informacion de los cinco experimentos conducidos en Balcarce y 9 de Julio.
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Jones y Eck (1973) sugirieron que el rango de
concentracion 6ptima de S para maiz es amplio (0.01-
0.03 g kg'), pudiendo estar influenciado por varios
factores como el material genético y las condiciones de
crecimiento. Por su parte, Tandon (1984) propuso
valores de suficiencia de concentracion de S en hojas de
0.015 a2 0.050 g kg! en el momento de antesis.

¢) Relacion N:S en planta

Cuando todos los factores de crecimiento excepto S se
encuentran en 6ptimos niveles, la relacion N:S critica en
planta ha sido propuesta como mds estable entre 6rganos
de la planta y estadios fenoldgicos que la concentracion
de S (Jones et al., 1980). Por esta razén, Rasmussen et
al. (1975) sugirieron que la relacion N:S es mejor
indicador del estatus azufrado del tejido vegetal que la
concentracion de S.

Como se observo con la concentracion de S, la relacion
N:S en planta no contribuyé a caracterizar el estatus
azufrado del cultivo en estadios tempranos de desarrollo
(Figura 3). En el estadio de post-floracién, aun cuando
la dispersion de los valores fue considerable, 67% de las
muestras fueron correctamente caracterizadas conside-
rando un rendimiento umbral de 95% y una relacién N:S
critica de 13:1 (Figura 3). En madurez fisioldgica, la
relacion N:S resulté un aceptable indicador del estatus
azufrado del cultivo ya que 72% de las muestras fueron
correctamente caracterizadas considerando un rendi-
miento umbral de 95% y una relacién N:S critica de 11:1
(Figura 3).

Algunos estudios en maiz y otros cultivos han reportado
que valores de relacién N:S > 16:1 indican insuficiente
S para la formacion de proteinas y la probable presencia
de NO;, amidas o amino 4cidos (Terman et al., 1973).
Por su parte, Weil y Mughogho (2000) sugirieron que la
relacion N:S en la hoja de la espiga al estadio de
panojamiento estuvo significativamente relacionada con
la respuesta a S y determinaron un valor critico de 10:1.

d) Indice de suficiencia de azufre (ISS) en ambos
estratos del canopeo

Combinando datos de los cinco experimentos, se
determinaron relaciones significativas (P < 0.05) entre
el RR y el ISS en los estadios de V6-V8, V9-V12, y
V13-V14 (R?=0.62,0.56,y 0.43, respectivamente, para
el estrato medio y R? = 0.56, 0.71, y 0.81,
respectivamente, para el estrato superior) (datos no
mostrados). Los resultados del test de coincidencia y
paralelismo indicaron que las pendientes y ordenadas al
origen de las relaciones entre RR e ISS no difirieron
significativamente (P> 0.1) a través de los momentos de
determinaciéon (V6-V8, V9-V12 y V13-V14) para
ambos estratos del canopeo. Por lo tanto, fue posible
agrupar los valores para cada estrato durante el periodo

V6-V14, integrando la informaciéon de los cinco
experimentos. De esta manera se obtuvieron relaciones
significativas (P > 0.01) para ambos estratos del
canopeo aunque con mejores ajustes para el estrato
superior (Figura 4). Para ambos estratos, valores
superiores a 0.98 de ISS permitirian lograr RR
superiores a 0.95. Estos resultados sugieren que la
determinacion de la intensidad de color verde del cultivo
(a través del ISS) en los estratos superiores del canopeo
es una metodologia promisoria para caracterizar el
estatus azufrado del cultivo, tarea que hasta el momento
ha sido de gran dificultad para investigadores y
agronomos. Esta nueva tecnologia presenta las ventajas
de ser rdpida, no destructiva y relativamente sencilla, ya
que solo requiere de la presencia de una franja dentro
del lote con S no limitante para el célculo del ISS.

Conclusiones

= Los indicadores de suelo (especialmente la disponi-
bilidad de S-SO,2) no fueron adecuados predictores
de la respuesta a S.

m Los indicadores de planta, como la concentracion de
S y la relaciéon N:S, no deberian emplearse para
determinar el estatus azufrado del cultivo en
estadios tempranos de desarrollo, pero pueden ser de
utilidad en estadios avanzados (especialmente en
madurez fisioldgica) lo que permitiria planear
futuras fertilizaciones.

= Por su parte, la intensidad del color verde del cultivo
podria tener un alto potencial (a través del ISS)
como metodologia de diagndstico/caracterizacion
del estatus azufrado del maiz, particularmente si las
lecturas de IV se realizan en el estrato superior del
canopeo. Futuras investigaciones serdn necesarias
para validar esta nueva metodologia.
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