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ARTICULOS
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RESUMEN

La morfologia del grano es de interés en el mejoramiento de cultivos por su relacién con el rendimiento y la calidad. Con
la necesidad de contar con una metodologia de analisis que permita la seleccion por caracteres morfolégicos del grano
de manera sencilla y eficiente, se utilizé el procesamiento y analisis de imagenes digitales (PAID) con el programa Ima-
ged, y se analizaron muestras de granos de cuatro genotipos de triticale bajo dos niveles de fertilizacién. Los resultados
de PAID se evaluaron para determinar la exactitud de conteo y dimensiones de longitud y anchura del grano; y estimar
el volumen del grano con el uso de aproximacion geométrica y empleo de constantes de proporcionalidad (k) respecto
de métodos tradicionales. El conteo obtenido con PAID fue en promedio una de 0.3 granos inferior al conteo manual,
cuando la imagen digitalizada no presentaba contacto entre los granos. Las dimensiones del grano logradas con PAID
posibilitaron caracterizar genotipos muy similares y mostraron alta correlacion con las mediciones realizadas con mi-
crémetro (longitud: r = 0.79, p<0.01; anchura: r = 0.91, p<0.01). El volumen estimado por PAID y con el uso de k logré una
diferencia relativa porcentual, respecto del volumen medido por desplazamiento de tolueno, entre 2.82 a 3.43%. El uso
de PAID como metodologia para registrar el nimero, dimensiones y volumen del grano en triticale resulté factible, simple
y confiable. La aplicacién de esta herramienta es una opcion para la caracterizacién morfoldgica del grano de triticale.

Palabras clave: ImageJ, conteo, dimensiones de grano, volumen de grano, triticale.

ABSTRACT

Grain morphology is of interest in crop improvement because of its relationship to yield and quality. With the need for a
methodology analysis that allows selection by grain morphological characters in a simple and efficient way, digital image
processing and analysis (PAID) was used with the ImageJ program, and grain samples of four triticale genotypes were
analyzed under two levels of fertilization. PAID results were evaluated to determine counting accuracy and grain length and
width dimensions; and estimate the volume of the grain with the use of geometric approximation and use of constants of
proportionality (k); respect of traditional methods. The count obtained with PAID was on average 0.3 grains lower than the
manual count, when the digitized image did not show contact between the grains. The grain dimensions achieved with PAID
made it possible to characterize very similar genotypes and showed a high correlation with measurements made with a
micrometer (length: r = 0.79, p <0.01; width: r = 0.91, p <0.01). The volume estimated by PAID and with the use of k achieved
a relative percentage difference, with respect to the volume measured by toluene displacement, between 2.82 to 3.43%. The
use of PAID as a methodology to record the number, dimensions and volume of the grain in triticale was feasible, simple and
reliable, possible to consider the application of this tool in the morphological characterization of triticale grains.

Keywords: ImageJ, count, grain dimensions, grain volume, triticale.
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INTRODUCCION

En el mejoramiento de triticale (x Triticosecale wittmack) uno
de los objetivos es obtener variedades con altos rendimientos, y
propiedades del grano que permitan lograr mejores procesos de
molienda y horneado (Zecevic et al., 2005; Pattison y Trethowan,
2013; Warechowska et al., 2013). En Argentina, los triticales gra-
niferos presentan buen potencial de rendimiento en ambientes
propensos a déficit hidrico, con rendimientos iguales o superio-
res al trigo, pero aun no se disponen de lineas de buena calidad
industrial, debiéndose mejorar la textura del endosperma, el
arrugamiento de los granos, el peso hectolitrico y el contenido
de gluten (Paccapelo et al., 2017).

La mejora del volumen del grano o peso hectolitrico es un
objetivo importante en muchos programas de mejoramiento
de triticale, debido a su relacion directa con el rendimiento de
la harina y el contenido de energia. La variacién genética para
el peso volumétrico parece ser bastante abundante y la se-
leccion puede ser efectiva (Eudes, 2015). El peso hectolitrico
se define como el peso de granos expresados en kilogramos
que contiene un recipiente de 100 litros; en los programas de
mejoramiento por no disponer de suficientes granos para la
evaluacion, se suele utilizar su valor proporcional, por ejemplo,
peso de los granos contenidos en una probeta de 100 mililitros
(Castro et al., 2011; Paccapelo et al., 2017; Ferrari et al., 2018);
pero la reduccién del nimero de granos y el uso de una probeta
genera espacios vacios que afectan la medida del volumen sin

aportar masa y provocan valores de densidad erréneo (Hevia,
2003; Cleva et al., 2017), no se logra obtener medidas de va-
riacion dentro de la muestra (Whan et al., 2014) y proporciona
informacién limitada porque interfieren factores relacionados
con la densidad, como la formay el tamaiio de los granos, pro-
piedades de la superficie, el arrugamiento, las dimensiones del
salvado y el grado de empaquetamiento (Babi¢ et al., 2011).

El volumen del grano se obtiene con mayor precisioén por des-
plazamiento de un liquido mediante el uso de un picnémetro,
pero resulta complejo utilizarlo de manera rutinaria, o con un
gran numero de muestras para analizar y en la mayoria de los
casos implica la pérdida del material. El uso de tolueno es re-
comendado como liquido desplazado porque permite que los
granos no sean afectados, pero por su alta toxicidad requie-
re de un laboratorio adecuado de procesamiento (Mohsenin,
1986). La estimacion del volumen es una alternativa, porque
las medidas de longitud (L), anchura (A) y espesor (E) del grano
facilitan su obtencién con base en modelos geométricos (Cle-
va et al., 2013).

El recuento y las dimensiones de los granos son variables
que se obtienen la mayoria de las veces de forma manual o
mecanica; sin embargo, estos métodos requieren de mucho
tiempo, provocan cansancio, incremento del error y solo pue-
den analizar una cantidad limitada de muestras, en especial
con granos de tamaiio pequefo (Severini et al., 2011; Whan
et al., 2014; Mussadiq et al., 2015; Sauceda et al., 2017); limi-

Figura 1. Distribucion de los granos sobre el escéner para la digitalizacion: (a) disposicion ordenada (PAID
o desordenada (PAID

DES)'

orp)s (B) distribucién azarosa
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tantes que se logran minimizar de manera confiable, rapida,
econdémica y eficiente con el uso del andlisis de imagenes di-
gitales (Mussadiq et al., 2015). El procesamiento y andlisis de
imagenes digitales (PAID) es una herramienta que permite ob-
tener de manera efectiva y automatica el registro del nimero,
tamaiio y forma de los granos en un mayor niimero de mues-
tras aun con granos de tamafio muy pequefio (Tanabata et al.,
2012; Cleva et al., 2017).

La evaluacion cuantitativa de las caracteristicas del grano es
necesaria en los programas de mejoramiento genético, pero
se requieren métodos eficientes, confiables y de alto rendi-
miento para contribuir a un mayor progreso en la seleccion
de genotipos (Tanabata et al., 2012; Makanza et al., 2018); en
este estudio se propone evaluar la exactitud del PAID para re-
gistrar el nimero, las dimensiones y el volumen del grano en
genotipos de triticale con diferente aptitud de uso y bajo dos
niveles de fertilizaciéon.

MATERIALES Y METODOS

Material experimental

El estudio se realizé durante el afio 2017, en el Campo Expe-
rimental de la Facultad de Agronomia de La Pampa, ubicado
en 36° 46' Sy 64° 17 O, con 210 m s. n. m., Santa Rosa, La
Pampa, Argentina. Los genotipos de triticale utilizados fueron
las variedades comerciales de aptitud forrajera: Don Santia-
go INTA y Antonio UNLPam y las lineas experimentales para
produccién de grano: CIMMYT 820 y CIMMYT 830, los cuales
provienen del programa de mejoramiento de triticeas, que se
realiza en La Facultad de Agronomia de La Pampa.

El disefio experimental fue en bloques completos al azar con
cinco repeticiones, la parcela constoé de siete surcos de cinco
metros de largo y separados a 20 cm, la siembra se realiz6 el 20
de julio de 2017, con una densidad de 250 semillas m™. La ferti-
lizacion nitrogenada se aplicé en dos niveles, al momento de la
siembra, con un nivel considerado como bajo, de 60 kg ha™ de
fosfato diamonico (18-46-0) y otro nivel clasificado como alto, el
cual consistié en adicionar de manera manual, 100 kg ha™ de urea
(46-0-0) en la etapa de elongacion del tallo, mas 40 kg ha' de urea
(46-0-0) en la etapa de llenado de grano. El manejo agronémico
antes y durante el ciclo fue similar al adoptado por los producto-
res regionales. En madurez fisiol6gica se coseché cada unidad
experimental (n = 40) y se tom6 una muestra de granos que va-
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ri6 entre 236 y 380 granos. Las muestras de granos se acondi-
cionaron de forma manual, se eliminé la suciedad y el material
inerte, y se procedié a la digitalizacién de imagen.

Obtencion de las imagenes digitales

La digitalizacion del grano se realiz6 con escaner de escritorio
(HP, Deskjet Ink Advantage 2135), la disposicion de los granos
sobre el cristal fue con los granos colocados de manera orde-
nada, sin contacto entre ellos (PAID . ; figura 1a); y también
dispuestos al azar, sin orden, ni separacién (PAID,; figura 1b).

La resolucién de imagenes fue de 300 pixeles por pulgada
(ppp), con dimensiones de 2550 x 3507 pixeles y 24 bits por pixel,
con fondo negro para mejorar el contraste y se almacenaron en
formato JPG. En el fondo de cada imagen se colocé una figura
rectangular, de longitud conocida para corroborar las dimensio-
nes en mm con el recuento de pixeles por pulgada del escaner.

El programa ImageJ se utilizé para el andlisis de las image-
nes, es de uso gratuito y estd disponible en https:/imagej.nih.
gov/ij/download.html. La secuencia de analisis consistié en
convertir las imagenes de color y en formato JPG a imagen de
8-bit, y obtener una imagen binaria con la funcion “Threshold:
default dark” para mejorar la identificacién y conteo de los gra-
nos. Se utiliz6 la funcién “default dark” por presentar el mayor
grado de precision en el conteo comparado con el resto de las
funciones de umbralizacion (resultados no presentados).

Conteo del nimero de granos

La funcién de analisis de particulas del programa ImageJ re-
quiere fijar limites de particulas por tamafio maximo y minimo,
y circularidad para reconocer de forma correcta los objetos
identificados para el conteo, y de esta manera evitar sub- o so-
breestimaciones (Sauceda et al., 2017). Para definir el tamaiio
y forma de los granos de triticale e identificar la minima dife-
rencia porcentual de conteo (nimero real de granos - nimero
de granos identificados) se analizaron las muestras digitali-
zadas PAID, con diferentes limites de tamafios (maximos y
minimos) y circularidad de particula. Los limites 6ptimos re-
sultaron en el rango de tamafio de 4 a 40 mm? y circularidad
de 0.15 a 1.0 mm? (figura 2); y se utilizaron como criterio para
contabilizar el nimero de granos de las imagenes PAID . y
PAID,.. El procesamiento de las imagenes se automatizé me-
diante una rutina o macro para facilitar el analisis, dicho pro-
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Figura 2. Diferencias porcentuales entre el nimero real de granos y el estimado por PAID
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ono @ diferente tamaiio de particula y circulari-

dad: a) rango de tamafio maximo de particula (40 a 25 mm?) con minimo fijo de 4mm?; b) rango de tamafio minimo de particula (1 a9 mm?)
con maximo fijo de 60 mm? c¢) rango de circularidad (0 a 0.3) con maximo fijo de 1.0.
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cedimiento fue similar a lo realizado por Severini et al. (2011)
y Mussadiq et al. (2015). El nimero de granos de las muestras
también se registroé por conteo visual realizado por tres indivi-
duos (método manual).

Dimensiones del grano

La longitud (L) y anchura (A) de cada grano se obtuvo de las
imagenes PAID ., mediante la funcién de analisis de particu-
las del programa ImageJ. La medicion de las dimensiones li-
neales L, A y espesor (E) también se realizaron con un micré-
metro (A = + 0.01 mm) en 15 granos obtenidos al azar de las
mismas muestras digitalizadas.

Volumen del grano

El volumen experimental del grano (V,,.) se obtuvo por des-
plazamiento de tolueno con el uso de un picnémetro de 25 mL,
el cual se considera el método de referencia por su precision
y exactitud. El peso del grano de las muestras digitalizadas
se registré con una balanza analitica marca Ohaus, modelo
PA1502 (0.01 g).

La estimacién del volumen del grano se realizé con el uso de
las dimensiones obtenidas con el PAID (V,, ) por aproxima-
cion a un esferoide prolado, o elipsoide con dos ejes de igual
longitud (Weisstein, 2013).

v _ 4 L A A
PAID = 3“*2*2*2

El volumen del grano también se estimé con las dimensiones
obtenidas con el micrémetro (V,,.,,) utilizadas en la férmula
propuesta para un elipsoide (Kaliniewicz, 2013).

(m*AxE=xL)
Vmicro =T

donde: mt = 3.1416; A= ancho; E = espesor, L = largo.

La metodologia propuesta por Cleva et al. (2013, 2017) se
utiliz6 para obtener la constante de proporcionalidad k, por
igualacion entre el volumen experimental (V,, ) con el volumen
estimado con las dimensiones del PAID . (V,,), segun la ex-
presion del volumen de un elipsoide.

ORD PAID

)/

k = exp
) y:l Ln * A%l

Y la estimacion de volumen con el uso de k (Vk), para una
muestra n de granos resulta:

N
Vi =k* X Lx*A?

n=1

Andlisis estadistico

Las metodologias de conteo (Manual, PAID . y PAID ) se
compararon con ANAVA y comparacion de medias mediante la
prueba Tukey al 5%; como entre las muestras no presentaban
el mismo numero real de granos, cada muestra se conside-
ré como bloque para un disefio en bloques completos al azar.
Las dimensiones y el volumen de grano fueron analizados me-
diante ANAVA doble, los niveles de fertilizacién nitrogenada,

genotipos y su interaccion se consideraron como efectos fijos;
y se compararon las medias a través de la prueba de Tukey al
5%. La asociacion entre las dimensiones de L y A, obtenidas
mediante PAID y Micrémetro, se realizé mediante la prueba T
de Student (p<0.05) y correlacion de Pearson (r). Los datos
fueron analizados con paquete estadistico InfoStat (Di Rienzo
etal., 2017).

La exactitud en la estimacién del volumen del grano se eva-
lué mediante la desviacion relativa porcentual (DRP), al con-

trastar el V_,, o de referencia con el resto de los métodos de

estimacioén del volumen, segun la siguiente expresién:

M*loo

exp

DRP (%) =

RESULTADOS Y DISCUSION
Conteo del niimero de granos

El ndmero de granos mostré diferencias entre métodos
(DMS = 2.68; p<0.001; CV: 1.76%). El promedio de granos con el
método de conteo Manual fue de 291.83, y no se diferencié sig-
nificativamente de los 292.13 que present6 el método PAID
(tabla 1). Entre ambos métodos existié una sobreestimacion
promedio de 0.10% nimero de granos en el 30% de las mues-
tras, con valores maximos de cuatro granos y minimos de un
grano; en nueve muestras (22.5%) se subestimé el nimero, pero
solo en un grano y en las restantes 19 muestras (47.5%) existio
concordancia (tabla 2). Resultados similares fueron reportados
en trigo por Sauceda et al. (2017), que atribuyen la sub- y so-
brestimaciones porque el algoritmo del programa puede excluir
granos que no cumplan con la restriccion de tamaiio o circulari-
dad, o suelen dividir en dos o mas partes un mismo grano.

El método PAID  se diferencié del método Manual y PAID
(p=0.05), con un valor promedio de 276.3 granos; y present6 una
clara subestimacion en el conteo de granos, de 15.52 en pro-
medio. La subestimacion del PAID _ se produjo en el 100% de
las muestras porque los granos que estaban en contacto fueron
detectados como uno solo y no contabilizados por exceder los
rangos de restriccion de tamafio y circularidad (figura 3c y d).
En caso de particulas en contacto se recomienda utilizar el al-
goritmo de transformacion divisoria “Watershed”, que permite
realizar division de particulas en contacto (Severini et al., 2011);
pero en este estudio con la umbralizacion utilizada no se pudo
aplicar de manera satisfactoria la funcién Watershed porque ge-
neraba multiples segmentaciones dentro de cada grano (figu-
ra 3a y b). La inexacta segmentacién del algoritmo Watershed

también fue reportada por Mussadiq et al. (2015).

En este estudio el uso de PAID , permiti6 lograr una elevada
exactitud, tal como lo sefiala Sauceda et al. (2017); sin embar-
go, con PAID_ se produjo una significativa subestimacién del
conteo. Si bien, el PAID__ es répido y requiere poco esfuerzo
al procesar las muestras, la elevada diferencia en el nimero
de granos imposibilitdé su posterior uso para la determinacion
de las dimensiones y el volumen de grano por aproximacion
geométrica.

Dimensiones del grano

Los valores de A, E y L obtenidos en este estudio (tabla 3)
concuerdan con los reportados en triticale por otros autores

Caracterizacion morfoldgica del grano de triticale (x Triticosecale Wittmack) mediante procesamiento y andlisis de imdgenes digitales 235
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Figura 3. Ejemplo del procesamiento de conteo con granos dispuestos al azar (PAID__): (a) imagen original, (b) imagen segmentada por
el algoritmo Watershed, (c) conteo de granos (el circulo rojo contiene los granos excluidos en el conteo), (d) elipse equivalente de los
granos detectados.

Método Promedio * desvio estandar Maximo Minimo
Manual 291.83+30.15a 380 236
PAID,,, 292.13+30.28 a 379 236
PAID 276.30+26.75b 339 229

Tabla 1. Conteo promedio y desvio estandar de nimero de granos de triticale con metodologia manual y anélisis de imagenes con granos
ordenados (PAID ) y granos desordenados (PAID ).
Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (p<0,05).

Manual vs. PAID Manual vs. PAID .
N.° de muestras Promedio Max. Min. N.° de muestras  Promedio Max. Min.
Sobreestimacion 12 1.75 4 1 0 0 0 0
Subestimacién 9 1 1 1 40 15.52 41 2
Tabla 2. Diferencia entre el nimero de granos de triticale registrados de manera manual y mediante el analisis de imagenes con granos
ordenados (PAID ) y granos desordenados (PAID ).
Micrémetro PAID
L A E L A
CIMMYT 830 7.57%0.30 a 3.05#0.09 a 2.87+0.09 a 8.081#0.08 a 2.88+0.06 b
§ CIMMYT 820 7.26+0.20 b 3.19%0.11a 2.97+0.11 a 7.69+0.10 b 3.02%0.05a
‘é Don Santiago INTA 6.9010.18 ¢ 2.68+0.10 b 2.52+0.09 b 7.55%0.15¢ 2.47+0.05d
é Antonio UNLPam 6.8010.23 ¢ 2.66x0.15b 2.49+0.10 b 7.55%0.10 c 2.60+0.04 c
Tukey 0.23 0.14 0.12 0.11 0.06
_ Alto 7.20+0.40 a 2.91+0.25 2.73+0.23 7.77%0.24 a 2.7310.22
é Bajo 7.07+0.35b 2.88+0.27 2.69+0.24 7.66+0.24 b 2.7410.23
Tukey 0.12 - - 0.06 -
cv 2.69 3.76 4.01 1.24 1.87

Tabla 3. Dimensiones del grano promedio + desvio estandar obtenidas con micrémetro y PAID en genotipos de triticale bajos dos niveles
de fertilizacion nitrogenada.

L, Ay E representan dimensiones de largo, ancho y espesor respectivamente.

CV: coeficiente de variacion.

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (p<0.5).
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(Malicki y Kotlinski, 1998; Royo et al., 2000; Kusiriska, 2005;
Kutlu y Kinaci, 2010; Kaliniewicz, 2013; Warechowska et al.,
2013; Kaliniewicz et al., 2015; Osokina y Kostetska, 2015; Su-
leiman et al., 2019; Kostetska, 2016; Aprodu y Banu, 2017; Ka-
liniewicz et al., 2018); por lo que se puede considerar que las
dimensiones del grano estan dentro del rango de variaciones
intraespecificas para el triticale.

La longitud de grano (L) presentd diferencias entre los méto-
dos de medicién (T = -19.1; p<0.0001). Las mediciones de L ge-
neradas por el PAID resultaron en promedio 0.59 mm superior a
las obtenidas por micrémetro (7.72 £ 0.24 vs. 7.13 £ 0.30 mm), la
diferencia puede resultar porque con micrémetro se midieron
15 granos, mientras que con PAID se evaluaron todos los gra-
nos por muestra; pese a la diferencia entre los métodos existié
una alta correlacion (r = 0.79, p<0.001). La anchura de grano
no mostré diferencia significativa entre métodos y existi6 alto
valor de correlacion (r = 0.91, p<0.001), las mediciones con
micrémetro fueron en promedio 2.89 + 0.26 mm y con PAID
resultaron en promedio 2.74 + 0.23 mm.

La anchura del grano, obtenida con micrémetro y PAID, mos-
tré diferencias entre genotipos, pero sin diferencias significa-
tivas entre los niveles de fertilizacion (tabla 3). Ambos méto-
dos constatan las diferencias entre los genotipos graniferos
de los forrajeros, pero el PAID . logré mayor nivel de diferen-
ciacion entre los genotipos (DMS: 0.06 vs. 0.14). El espesor
de grano (E) presenté diferencias entre genotipos (p<0.01) y
se diferenciaron CIMMYT 820 y CIMMYT 830 de Don Santia-
go INTA y Antonio UNLPam; solo se evalué de forma manual
con micrémetro, debido a que en la Unica orientacion que se
digitalizaron las imagenes no es posible obtener dimensiones
en profundidad; Williams et al. (2013) plantean una forma de
lograr dimensiones de E con PAID en trigo, pero resulta des-
tructiva del material para evaluar y de laboriosa aplicacién. La
longitud (L) del grano posibilité, con ambos métodos de me-
dicidn, identificar de igual manera los grupos de comparacion
de medias entre genotipos (p<0.01) y niveles de fertilizacion
(p<0.01); la mayor L entre los genotipos la mostré CIMMYT
830; mientras que entre las dosis de fertilizacion nitrogenada
el nivel alto tuvo un aumento significativo de L. El aumento de
L por efecto de la fertilizacion también fue reportado por Ware-
chowska et al. (2013). La respuesta de A, E y L obtenida con

niveles de fertilizacion; es decir, no hubo efecto de interaccion
entre estos factores.

La obtencion de las dimensiones con micrémetro permitié
obtener el espesor de los granos, pero representa una tarea
tediosa en granos de tamaiio pequeiio como es el caso del
triticale. El mayor nimero de granos evaluados por PAID per-
mitié obtener un valor mas confiable de la media y el desvio
estandar en las dimensiones de L y A (tabla 3), y posibilité di-
ferenciar, caracterizar y clasificar genotipos muy similares de
triticale segun las dimensiones del grano.

Volumen de grano

El andlisis de k presenté diferencias significativas entre
genotipos (DMS = 0.016; p<0.001), nivel de fertilizacion
(DMS = 0.008; p<0.001) y no evidencié interaccién genotipo
por nivel de fertilizacién. El valor de k en todas las muestras
result6é en promedio 0.468 * 0.02; la k en el grano del genotipo
CIMMYT 820 se diferencié estadisticamente del promedio del
resto de los genotipos en 5.2% (tabla 4). Los genotipos restan-
tes no se diferenciaron entre ellos y promediaron un valor de
0.461. El valor de k con el nivel de fertilizacion alto se diferen-
cié en 3.56% respecto del nivel bajo. Las diferencias entre los
valores de k se pueden atribuir en gran parte a las diferencias
de espesor de los granos entre los diferentes genotipos (tabla
3), y porque la rugosidad y profundidad del surco de los granos
pudo verse afectada por la dosis de fertilizante. Las varieda-
des mejoradas de triticale aln presentan el problema de arru-
gamiento del grano (Ramirez et al., 2003; Cardozo et al., 2005;
Paccapelo et al., 2017) y existe asociacion negativa entre la
profundidad de surco y la rugosidad del grano con variables
asociadas al volumen como la densidad y el peso hectolitrico
(Hevia, 2003; Butrén et al., 2015).

En funcién a la diferencia que presentaron los valores de k entre
genotipos y niveles de fertilizacién, se utilizaron tres valores de
k para estimar el volumen del grano: promedio, 0.468 (Vkpmm);
diferenciado entre genotipos, 0.487 para CIMMYT 820 y 0.461
para CIMMYT 830, Antonio UNLPam y Don Santiago INTA (ngem);
y diferenciado en los niveles de fertilizacion nitrogenada, 0.477
para el nivel alto y 0.46 para el nivel bajo (Vk ).

La comparacion entre los métodos para obtener el volumen

ambas metodologias fue similar entre los genotipos en ambos  del grano (Vexe Vincro Vo VKoo VKgeno ¥ Vk_,.) evidencié dife-
Promedio * desvio estandar Maximo Minimo

CIMMYT 820 0.487 £0.02 a 0.522 0.468

2 CIMMYT 830 0.467 +0.02b 0.504 0.441

g Antonio UNLPam 0.460 +0.01 b 0.476 0.439

© Don Santiago INTA 0.458 +0.01 b 0.479 0.438
Tukey 0.016

_ Alto 0.477 £0.02 a 0.522 0.438

é Bajo 0.460+0.02 b 0.504 0.438
Tukey 0.008
cv 2.87

Tabla 4. Valores promedio + desvio estandar de constante de proporcionalidad en genotipos de triticale bajo dos niveles de fertilizacién.
Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (p<0.05).

CV: coeficiente de variacion.

Caracterizacion morfoldgica del grano de triticale (x Triticosecale Wittmack) mediante procesamiento y andlisis de imdgenes digitales 237



ARTICULOS

Método*
VEXP VMICRO VPAID anlvel Vkprcm ngeno
820 33.99+1.26 36.00+3.24 36.63 + 1.45 32.88+1.54 32.74+1.29 34.07+1.35
a a a a a a
% 31.22+1.95 34.80 +3.21 3498 +1.39 31.40+1.38 31.27+1.24 30.8+1.22
830
2 b a a a a b
% 23.33+1.19 23.71+295 26.62 + 1.08 23.891+1.05 23.79+0.97 23.44 £ 0.95
Ant
o c c b b b c
DS 20.98 +1.30 24.39+2.00 24.08 £1.32 21.62+1.47 21.52+1.18 21.2+1.16
d b c c c d
Tukey 1.75 3.41 1.68 1.52 1.50 1.51
Alto 27.92+5.67 30.35%+6.40 30.68 + 5.50 28.12+5.04 27.42 +4.91 27.46 + 5.41
E a a
z Bajo 26.84 + 5.67 29.1 £ 6.51 30.48 £ 5.75 26.78 £ 5.05 27.24+5.14 27.29 £ 5.60
b b
Tukey 0.92 - - 0.80 - -
Ccv 5.23 9.41 4.51 4.53 4.51 4.52

Tabla 5. Volumen de grano promedio + desvio estandar de cuatro genotipos de triticale bajo dos niveles de fertilizacién nitrogenada,
obtenido de forma experimental y por aproximacion geométrica.
*Método de estimacion de volumen del grano: experimental, V, ; por aproximacién geométrica con dimensiones obtenidas con micré-

metro., Vincror software ImageJ, V
genotipos, Vk .

PAID’?

y contante de proporcionalidad diferenciada en nivel de fertilizacién, Vk

promedio, Vk en

nivel’ prom y

*Genotipo, 8290:°CIMMYT 820; 830: CIMMYT 830; Ant: Antonio UNLPam; DS: Don Santiago INTA.

CV: Coeficiente de variacion.

Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (p<0.05).

rencias (DMS = 2.12; p<0.001; CV = 11.7). El V,, método de re-
ferencia, presenté un valor promedio de 27.38 + 5.62 mm®y se
diferenci6 estadisticamente del método V,, ; (30.58 £ 5.5 mm?)
con una subestimacién del 11.6%; y del V,, .., (29.73 £ 6.41
mm?®) en 7.9%. Las estimaciones de volumen con el uso de
k no evidenciaron diferencias significativas respecto al V. y
permitid lograr resultados muy similares, con valores de 27.33
+4.96 (VK,,,), 27.36 £ 5.00 (Vk ), y 27.38 £ 5.43 (Vk ). El
volumen del grano en triticale fue reportado por diferentes au-
tores con diversas metodologias, por aproximacién geométri-
ca a un elipsoide (Royo et al., 2000; Kaliniewicz, 2013; Aprodu
y Banu, 2017); aproximacién geométrica a un cono esférico
(Suleiman et al., 2019); aproximacion geométrica con el uso
de constate de proporcionalidad, k = 0.52, utilizada en trigo;
con picnémetro con desplazamiento de agua (Ramirez et al.,
2003; Taner et al., 2018).

La desviacion relativa porcentual (DRP) por estimacion geomé-
tricafue de 11.51 £+ 8.14% para V, ., ¥ 12.27 £ 4.50% para V,,, ;
resultados similares fueron reportados por (Gaston et al., 2002),
quienes obtuvieron un 11.00% de DRP entre el volumen del grano
de trigo estimado por enfoque elipsoidal y el V_,, La aplicacién
de k en la ecuacién geométrica permiti6 obtener mayor exactitud
en la estimacion del volumen; la menor DRP respecto al V,, se
logré con VK, 2.82 + 2.34%, seguido de Vkprorn 3.23+238%y
ngeno 3.43 * 3.31%. Resultados similares de DRP, con el uso de
k en la estimacién de volumen del grano, fueron reportados por
Cleva et al. (2013, 2017) en granos de arroz y alubia.

Los seis métodos de analisis presentaron diferencias signifi-
cativas entre los genotipos (p<0.0001) y ninguno result6 esta-
disticamente significativo para la interaccion genotipo x nivel
de fertilizacién. El método V., present6 diferencias entre los

niveles de fertilizacion (DMS = 0.93; p < 0.02), de igual manera
que Vk,  (DMS = 0.80; p<0.01). El nivel de fertilizacion afecté
significativamente el volumen del grano, con un aumento de
1.08 mm? en promedio a favor de la mayor dosis de fertilizante
(tabla 5); resultado similar fue reportado por Warechowska et
al. (2013), quienes indican que la fertilizacion con la mayor
dosis de nitrégeno contribuyé a incrementar el peso hectoli-
trico, caracter asociado con el volumen del grano; Royo et al.
(2000) también comunicaron diferencias en volumen del gra-
no por efectos ambientales, tales como irrigacién, defoliacién
o ciclo del cultivo. En este estudio, la causa de la disminucién
del volumen por efecto de menor nivel de fertilizacién nitroge-
nada puede ser explicado por la disminucién de la longitud del
grano (tabla 3); y también podria ser por mayor arrugamiento
de los granos debido al déficit de crecimiento por limitacion
nitrogenada tal como lo sefiala Aguirre et al. (2002).

El valor medio de V_,, para los genotipos de aptitud granifera
fue de 32.6 mm?, y se destacé CIMMYT 820; los genotipos de
aptitud forrajera promediaron 22.1 mm?. Todos los métodos
de estimacion de volumen presentaron diferencias de medias
entre los genotipos tanto graniferos como forrajeros (tabla
5), respuesta esperada y debida al proceso de seleccion para
obtener cada genotipo; sin embargo, el andlisis de ngeno fue
el Unico que coincidié en la identificacion de los grupos de
comparacién de medias entre genotipos como el V_,, pero no
diferenci6 los niveles de fertilizacion nitrogenada.

CONCLUSIONES

El procesamiento y andlisis de imagenes digitales permite re-
gistrar con exactitud el niimero de granos de triticale mediante
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la digitalizacion de los granos sin estar en contacto. El PAID
presenta exactitud para la medicién de longitud, anchura y vo-
lumen del grano de manera simple, agil y confiable; sin embar-
go, para una mayor exactitud en la estimacion de volumen del
grano se sugiere determinar la constante de proporcionalidad
segun las caracteristicas y el ambiente del material para eva-
luar. Puede considerase que los resultados obtenidos en este
estudio posicionan al PAID como una herramienta fiable capaz
de analizar cuantitativamente el grano, y establecer un punto de
partida para aplicarse como alternativa al uso de métodos cla-
sicos, en especial cuando el material para evaluar es limitante.
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