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Resumen

El registro visual del nimero y tamafio de grano utiliza
muestras limitadas, provoca cansancio ¢ incremento de error;
inconvenientes que pueden solventarse con el procesamiento
y analisis de imagenes digitales (PAID) propuesto en esta
investigacion. Para ello, se utilizaron semillas de cinco
cultivares de trigo duro (Triticum durum Desf.) y cinco
harineros (Triticum aestivum L.). Se obtuvieron imagenes
con escaner. El PAID se realiz6 con ImagelJ 1.49b, se midid
largo, ancho, tamafio y nimero de granos en 317 muestras.
Eltiempo para el registro de granos se comparo entre conteo
visual, PAID y contador electromecanico. Se efectuaron
analisis de correlacion, X2, ANDEVA, y comparacion de
medias. El tamafo de grano harinero fue de 15.41 a 18.37
mm?, en duros de 17.82 a 19.6 mm? (DMS=0.385, p<0.01),
éstos sonmas largo (>7.1 mm; p<0.01), pero de menor ancho
(DMS=10.043, p<0.05). El nimero de granos observados y
los calculados presentaron concordancia (X*=2.73,p=1)y
estrechacorrelacion (r=1, p<0.01). El contadory el registro
visual del nimero de granos mostraron incremento lineal de
tiempo conforme aumento el tamafio de muestra, mientras que
el PAID requiere aproximadamente 55 s. El procesamiento
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Abstract

The visual record of grain number and size uses
limited samples, causing fatigue and increase of error;
disadvantages that can be solved with the processing and
analysis of digital images (PAID) as proposed in this paper.
Inthisregard, seeds of five durum wheat cultivars ( Triticum
durum Desf.) and five of common wheat (Triticum aestivum
L.) were used. Scanned images were obtained. The PAID
was performed with ImageJ 1.49b, length, width, size
and number of grains were measured in 317 samples. The
time for grain registration was compared between visual
counting, PAID and electromechanical counter. Correlation
analyzes, X2, ANDEVA, and comparison of means were
performed. The grain size of common wheat was from
15.41 to 18.37 mm?, in durum it went from 17.82 to 19.6
mm?(DMS=0.385,p<0.01), these were longer (>7.1 mm,;
p<0.01) but thinner (DMS =0.043, p<0.05). The number
of grains observed and calculated showed concordance
(X?=2.73, p= 1) and close correlation (r=1, p< 0.01).
The counter and visual record of grains number showed
linear increase of time as the sample size increased, while
the PAID required approximately 55 s. Image processing
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de imagenes facilita las dimensiones individuales de granos
agrupadosy esunaherramienta precisay rapida paraanalizar
el tamafio y nimero de granos de trigo.

Palabras clave: Triticum aestivum, Triticum durum, conteo
de grano, escaner, ImagelJ.

Introduccion

En los estudios de fisiologia y mejoramiento genético de
cultivos se realizan muestreos para registrar el nimero
de granos por m?, por espiga y el peso de mil granos, las
cuales son variables importantes para evaluar la interaccion
de los genotipos con el ambiente ¢ identificar los mas
sobresalientes (Pietragalla y Pask, 2013) y para conocer
los mecanismos involucrados en la produccion del grano
(Severini et al., 2011). Ademas, se contabilizan y preparan
cientos de miles de muestras para enviar a otros sitios de
evaluacion y seleccion de genotipos; aunque el nimero
de granos puede calcularse con sistemas computacionales
especializados o contadores electromecanicos, su costo en
México propiciaque el registro serealice de maneramanual.

También se utilizan muestras de granos de trigo para evaluar
el tamafio y la forma, que son importantes en los objetivos
del mejoramiento genético, pero es poco su estudio debido a
la dificultad de su medicion (Gegas et al., 2010). El tamafio
es componente significativo del rendimiento (Tanabata et
al.,2012; Williamsy Sorrells,2014)y contribuye en el vigor
de germinacion (Whan et al.,2014); asimismo, se relaciona
con la calidad de molienda (Williams et al., 2013). La
cuantificacion manual generalmente es exacta, pero requiere
mano de obra, es tediosa y debido al tiempo que requiere se
utilizan muestras limitadas (Maloney et al., 2014).

El registro de mil granos de trigo para obtener su peso, se
puede acelerar con eluso de bandejas conrejillas para separar
100 granos. Otra opciodn es registrar (a mano o contador) y
pesar s6lo 200 granos; o bien, el nimero de granos en 10
gy se realiza la conversion respectiva (Pietragalla y Pask,
2013), aun asi cuando el conteo se realiza en forma continua
provoca cansancio y aumentan los errores (Zhang et al.,
2005). Mebatsion et al. (2013) sefialan que el analisis visual
de granos es subjetivo, influenciado por factores humanos
y condiciones de trabajo.
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facilitates the individual dimensions of pooled grains and is
an accurate and fast tool for analyzing the size and number
of wheat grains.

Keywords: Triticum aestivum, Triticum durum, grain
counting, ImagelJ, scanner.

Introduction

In the researches of physiology and genetic improvement
of crops, samples are taken to record the number of grains
per m?, per spike and the weight of one thousand grains,
which are important variables to evaluate the interaction
of the genotypes with the environment and to identify the
outstanding ones (Pietragalla and Pask, 2013) and to know
the mechanisms involved in grain production (Severini et
al., 2011). In addition, hundreds of thousands of samples
are counted and prepared to be sent to other screening and
genotype selection sites; although the number of grains
can be calculated with specialized computer systems or
electromechanical counters, its cost make that in Mexico
they have to be counted manually.

Samples of wheat grains are also used to evaluate size
and shape, which are important objectives in the genetic
improvement, but due to the difficulty of their measurement
it has not been widely studied (Gegas et al., 2010). Size is
a significant component of yield (Tanabata et al., 2012;
Williams and Sorrells, 2014) and contributes to germination
vigor (Whan et al., 2014); also, it is related to grinding
quality (Williams et al., 2013). Manual quantification is
usually accurate, but labor-intensive, tedious, and due to
the time required, limited samples are used (Maloney et
al.,2014).

Registering a thousand grains of wheat to obtain its weight
can be speeded up by using trays with grates to separate 100
grains. Another option is to record (by hand or counter) and
weigh only 200 grains, or, the number of grains in 10 g and
therespective conversion is performed (Pietragalla and Pask,
2013), even so when counting is carried out continuously
it causes fatigue and increased errors (Zhang et al., 2005).
Mebatsion et al. (2013) indicate that the visual analysis
of grains is subjective, influenced by human factors and
working conditions.
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Laobtenciontradicional de lalongitudy el ancho de los granos
requiere técnicas mas laboriosas y medicion individual (Whan
etal.,2014), conmayorconsumo de tiempo, aunque se utilicen
calibradores digitales. Tanabata et al. (2012) sugieren que
¢stos analisis son mas eficientes, rapidos y precisos a través
del procesamiento y analisis de imagenes digitales (PAID),
debidoaque facilitainformacion consistente, eficazy objetiva
(Mebatsion et al., 2013). Los avances en los procesadores
computacionales, en los sistemas de adquisicion de imagenes
y la reduccién del precio de los mismos, favorecen el
implemento del PAID (Cleva et al., 2013).

Las imagenes con granos agrupados o en contacto entre
si, dificultan el analisis (Mebatsion et al., 2013), ignorar
u omitir tal situacion provoca mediciones erroneas (Lin
et al., 2014). Para evitar dificultades, en varios estudios
sobre medicion de granos de trigo mediante PAID, éstos se
colocaron separadamente (Mebatsion et al.,2013; Rasheed
et al., 2014; Williams y Sorrells, 2014; Mussadiq et al.,
2015). La separacion fisica de los granos por cualesquier
medio es impractica (Mebatsion et al.,2013), por el tiempo
que requiere, pero puede resolverse con el desarrollo de
algoritmos eficientes en separar los granos en contactos en
laimagen (Linetal.,2014). Otroriesgo es sub o sobrestimar
el nimero de granos; sin embargo, se puede reducir con
restriccion del tamaifio y la circularidad o forma de los
objetos de interés, si no esta entre los valores especificados
seignoran (Ferreira y Rasband, 2012).

Debido a los inconvenientes que presentan la obtencion
de las dimensiones y el registro manual de granos de trigo,
el objetivo en el presente estudio fue analizar el tamafo
y numero de granos de trigo mediante procesamiento de
imagenes digitales.

Materiales y métodos

Las variedades utilizadas fueron Cirno C-2008, Roelfs
F-2007, Kronstad F-2003 mas cuatro lineas de trigo duro
y tres harineras (Cuadro 1), provenientes del programa de
mejoramiento genético de trigo del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP),
las cuales se cosecharon en el Campo Experimental Valle del
Fuerte (Guasave, Sinaloa), durante el ciclo otofio-invierno
2012-2013.

The traditional recording of length and width of grains
requires more labor-intensive techniques and individual
measurement (Whan et al., 2014), with greater time
consumption, even when digital calipers are used. Tanabata
et al. (2005) suggest that these analyzes are more efficient,
faster and more accurate through digital image processing
and analysis (PAID) because it provides consistent,
effective and objective information (Mebatsion et al.,2013).
Advances in computational processors, inimage acquisition
systems and its price reduction, favor the implementation
of PAID (Clevaet al.,2013).

The images with grains grouped or in contact with
each other, make difficult the analysis (Mebatsion et
al., 2013), ignoring or omitting such situation causes
erroneous measurements (Lin ef al., 2014). In order
to avoid difficulties, in several papers on wheat grain
measurement by PAID, these were placed separately
(Mebatsion et al., 2013; Rasheed et al., 2014, Williams
and Sorrells, 2014; Mussadiq et al., 2015). The physical
separation of the grains by any means is impractical
(Mebatsion et al., 2013), for the time required, but can
be solved with the development of efficient algorithms
to separate the grains in contact in the image (Lin et al.,
2014). Another risk is sub or overestimate the number of
grains; however, it can be reduced with restriction of size
and circularity or shape of the objects of interest, if it is
notamong the specified values they are ignored (Ferreira
and Rasband, 2012).

Due to the drawbacks of obtaining dimensions and manual
recording of wheat grains, the objective in this paper was
to analyze the size and number of wheat grains by digital
image processing.

Materials and methods

The varieties used were Cirno C-2008, Roelfs F-2007,
Kronstad F-2003 plus four lines of durum wheat and three
of common wheat (Table 1), from the wheat breeding
program of the Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP), which were
harvested at the Valle del Fuerte Experimental Field
(Guasave, Sinaloa) during the Fall-Winter 2012-2013
cycle.
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Cuadro 1. Identificacion de genotipos utilizados.
Table 1. Identification of used genotypes.

Carlos Patricio Sauceda Acosta et al.

ID Pedigri/genealogia

1 Cirno C-2008
2 TRN//21563/AA/3/BD2080/4/BD2339/5/RASCON_37/TARRO_2//RASCON_37/6/AUK/GUIL//GREEN

AJAIA-12/F3LOCAL(SEL.ETHIO.135.85)//PLATA-13/4/CHEN_1/TEZ/3/GUIL//CIT71/CIl/5/

3 SORA/2+xPLATA-12//SOMAT 3

4 SILK_3/DIPPER_6/3/ACO89/DUKEM_4//5xAC0O89/4/PLATA_7/ILBOR_1//SOMAT-3

5 TADIZ/9/USDAS595/3/D67.3/RABI//CRA/4/ALO/5/HUI/YAV-1/6/ARDENTE/7/HUI/YAV79/8/POD.9
6 Kronnstad F-2003

7 Roelfs F-2007

8 THELIN/2x*WBLL1

9 WBLL1+2/BRAMBLING

10 KAUZ//ALTAR84/AOS/3/MILAN/KAUZ/4/HUITES/5/0OASIS/SKAZ//4*BCN=*2/3/PAS

ID= identificacion del genotipo; Triticum durum Desef. (1 al 5); Triticum aestivum L. (6 al 10).

La adquisicion de las imagenes se realizo con escaner de
cama plana (Epson Stylus modelo CX4700), las muestras
de grano se distribuyeron rapidamente sobre el cristal, sin
esmerarse en separarlos. En la parte inferior de la tapa del
escaner se coloco papel foamy (etilvinilacetato) negro, para
evitar el ruido por la proyeccion de sombras causadas por la
luz ambiental y permitié un mejor contraste de los granos.

Las imagenes se guardaron en formato jpeg, a color RGB
(Red, Green, Blue) con 24 bits por pixel y resolucion de
300 ppp, de 2 544x%3 508 pixeles (anchox*alto); el tamafio
promedio por archivo fue de 760 KB. El tiempo para
digitalizacion fue 14.2 s y el total desde colocar la muestra
de grano hasta finalizar fue 55 s, en un equipo con Windows
7 Ultimate (64 bits), procesador AMD Phenom™ X3 B73 a
2.8 GHzy 3 GB de memoria RAM.

La metodologia se desarrollo con cuatro muestras de 200
granos enteros y limpios de cada variedad y se obtuvo el peso
de éstas. La validacion del método fue con 277 muestras de
tamario variable de granos enteros y quebrados, en total se
utilizaron 317 imagenes con 155 637 granos.

El PAID se realiz6 con el programa ImagelJ Ver. 1.49b, el
cual soporta diferente formatos de imagen; admite establecer
y calibrar la escala en cualquier unidad espacial, permite

The images were acquired with flatbed scanner (Epson
Stylus model CX4700), the grain samples were quickly
distributed on the glass, without being careful to separate
them. Black foamy (ethylvinylacetate) paper was placed at
the bottom of the scanner lid to prevent noise from projecting
shadows caused by ambient light and allowing better grain
contrast.

The images were saved in jpeg format, RGB color (Red,
Green, Blue) with 24 bits per pixel and resolution o 300 dpi,
of 2 444x3 508 pixels (width*height); the average file size
was 760 KB. The time to digitize was 14.2 s and the total from
placing the grain sample to the end was 55 s, on a computer
with Windows 7 Ultimate (64 bits), AMD Phenom™ X3 B73
2.8 GHz processor and 3 GB of RAM.

The methodology was developed with four samples of 200
whole and clean grains of each variety and its weight were
obtained. The method was validated with 277 samples of
variable size of whole and broken grains, in total 317 images
with 155 637 grains were used.

The PAID was performed with the Imagel Ver. 1.49b
program, which supports different image formats; it allows
to establish and calibrate the scale in any spatial unit, allows
to restrict objects by size and shape from 0 (elongated
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restringir del analisis objetos por tamafio y forma, la cual
es de 0 (poligono alargado) a 1 (esférica), proporciona
estadisticas descriptivas de los resultados (Rasband, 2014).
Incluye la opcioén de crear rutinas o complementos para
automatizar tareas repetitivas (Ferreira y Rasband, 2012) y
esta disponible gratuitamente en la pagina electronica del
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA
(http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html).

La segmentacion del color de las imagenes se efectud
mediante umbralizacion (Image/Adjust/Color Threshold),
con el método por defecto (default), el cual es una variacion
del algoritmo Isodata (Ferreiray Rasband, 2012); el espacio
de color RGB original se transformoé al espacio HSB, porque
facilito el analisis de la imagen; es decir, la identificacion y
localizacion de los granos de trigo. La diferenciacion entre
el fondo de la imagen y los granos se obtuvo mediante el
ajuste de los umbrales minimo y maximo, para tono fueron
0y 255, para saturacion 0 y 255, y para brillo 75 y 255.
Posteriormente la imagen se convirtié a binaria; es decir,
a blanco y negro (Process/Binary/Convert to Mask). La
separacion de los granos en contacto en laimagen se realizo
con el algoritmo de transformacion divisoria (Watershed),
con tolerancia de 1 (Process/Binary/Watershed).

El nimero total de granos enteros y quebrados (NGC)
se obtuvo con la funcién analisis de objetos (Analyze/
Analyze particles) y se midi6 el tamafio o area proyectada
de los granos (mm?), longitud (mm), ancho (mm) y forma
(circularidad) de los mismos. La sobreestimacion del total
de granos, ocasionada por impurezas u objetos extrafos,
se redujo con restriccion de tamafio (4 a 30 mm?) y por
circularidad, debido a que el grano entero presentd lamenor
circularidad por ser alargado y fue de 0.4 a 1, de esta forma
se incluyen los granos quebrados.

Lospasosanteriormente descritos se grabarony guardaronen
unarutina (macro), la cual permite calcular automaticamente
la escala de cualesquier tamafio de imagen mediante el
ancho (getWidth) dividido entre la resolucion, que en una
imagen digitalizada con escaner es de 8.5 pulgadas (215.9
mm) como resultado de dividir 2 550 entre 300 (pixeles /
pulgadas por pixel). La rutina analiza de forma automatica
todas las imagenes contenidas dentro de una carpeta,
calcula el tiempo empleado en el procesamiento y analisis
con la instruccion (getTime()), los resultados se guardan
por separado o en un solo archivo delimitados por comas,
etiquetados con el nombre del archivo (jpeg) para facilitar
su identificacion.

polygon) to 1 (spherical), provides descriptive statistics of
theresults (Rasband, 2014). Itincludes the option of creating
routines or add-ons to automate repetitive tasks (Ferreira
and Rasband, 2012) and is available free of charge from the
National Institutes of Health website, Bethesda, Maryland,
USA (http://rsbweb.nih.gov/ij /download.html).

The color segmentation of the images was done by
thresholding of (Image/Adjust/Color Threshold), with the
default method, whichis a variation of the [sodata algorithm
(Ferreiraand Rasband, 2012); the original RGB color space
was transformed into the HSB space, because it facilitated
image analysis; that is, the identification and location of
wheat grains. The differentiation between the background
of the image and the grains was obtained by adjusting the
minimum and maximum thresholds, for tone were 0 and
255, for saturation 0 and 255, and for brightness 75 and 255.
Subsequently the image was converted to binary; that is, to
black and white (Process/Binary /Convert to Mask). The
separation of the grains in contact in the image was done
with the algorithm of dividing transformation (Watershed),
with tolerance of 1 (Process/Binary/Watershed).

The total number of whole and broken grains (NGC) was
obtained with the Analyze/Analyze particles function and the
projected size orarea of grains (mm?), length (mm), width (mm)
and shape (circularity). The overestimation of the grains total,
caused by impurities or foreign objects, was reduced with size
restriction (4 to 30 mm?) and by circularity, because the whole
grain had the smallest circularity because it was elongated and
ranged from 0.4 to 1, this would also include broken grains.

The steps described above were recorded and stored in a
routine (macro), which allows to automatically calculate the
scale of any image size by the width (getWidth) divided by
the resolution, which in a scanned image with a scanner is
8.5 inches (215.9 mm) as aresult of dividing 2 550 into 300
(pixels/inches per pixel). The routine automatically analyzes
all the images contained within a folder, calculates the time
spent in the processing and analysis with the instruction
(getTime ()), the results are saved separately or in a single
comma-delimited file, tagged with the file’s name (jpeg) in
order to facilitate its identification.

Ancelectromechanical, semiautomatic counter(NUMIGRAL
SEED COUNTER EPL) was used to record 100, 200, 300,
400,400,500 and 600 grains in five replicates, these samples
were counted by the PAID and in visual form (NGO). The
total time (seconds) required by each method was recorded.
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También se utilizé6 un contador electromecanico,
semiautomatico (NUMIGRAL SEED COUNTER EPL)
para registrar la cantidad de 100, 200, 300, 400, 500 y
600 granos en cinco repeticiones, dichas muestras se
contabilizaron mediante el PAID y en forma visual (NGO).
Se registro el tiempo total (segundos) requerido por cada
método.

Las datos se analizaron con InfoStat 2014 (Di Rienzo et al.,
2014) mediante las pruebas de normalidad y homogeneidad
de varianzas, se realiz6 ANDEVA para peso de 200 granos,
tamafio y ancho de grano y comparacion de medias de
Tukey (p< 0.01; 0.05). La variable largo de grano no
presento normalidad y se realizé un analisis de varianza no
paramétrico de Kruskal-Wallis; el estadistico de prueba (H)
fue una aproximacion a la X? de Pearson al 1% (K-W=X2),
serealiz6 una comparacion de pares entre las medias de los
rangos de tratamientos. Entre NGO y NGC se realizaron
correlaciones no paramétricas de Spearman (1s), se aplico
regresion localmente ponderada (LOWESS), con parametro
de suavizado de 0.5 y prueba de bondad de ajuste (X?). Para
eltiempo requerido por los métodos pararegistrar el nimero
de granos se obtuvieron estadisticas descriptivas.

Resultados y discusion

El tamafio medio del grano de trigo fue desde 15.41 mm?en
la variedad Kronnstad F2003 hasta 19.6 mm? del genotipo
4 (DMS=1.274, p<0.0001), las lineas 5 y 8 sobresalen en
tamafio medio de grano, lo que sugiere efectividad de la
seleccion hacia esta caracteristica; el tamaiio fue mayor en
trigos de grano duro con 17.82 a 19.6 mm?, mientras que
en harineros fue de 15.41 a 18.37 mm? (DMS=0.3850, p<
0.0001), similares a los obtenidos por Visen et al. (2001)
mediante el analisis de fotografias digitales obtuvieron22.5
mm?en granos de trigo cristalino ambar del oeste de Canada
(CWAD)y 17.59 mm?en trigos rojos de primavera (HRS);
asimismo, estan dentro del intervalo de 11.68 a 24.52 mm?
sefalado por Whan et al. (2014); pero son mas grandes que
los obtenidos por Konopkaetal. (2007) en la variedad Nawra
(12.6 215.91 mm?) que se cultiva en primavera, y en trigos
deinvierno variedad Sukces (13.28 a 14.74 mm?) y Tonacja
(12.94 2 15.75 mm?). La variacion en tamaiio de los granos
entre y dentro de trigos duros y harineros analizados en este
estudio, asi como los sefialados por otros autores, se deben al
efecto del genotipo, el ambiente y la interaccion entre éstos
(Breseghello y Sorrels, 2006).

Carlos Patricio Sauceda Acosta et al.

The data were analyzed with InfoStat2014 (DiRienzoet al.,
2014) by means of tests of normality and homogeneity of
variances, ANDEVA was performed for weight of 200 grains,
grain length and grain width and Tukey mean comparison (p<
0.01;0.05). Thelength grain variable did not show normality
and a Kruskal-Wallis non-parametric analysis of variance
was performed; the test statistic (H) was an approximation
to the Pearson X? at 1% (K-W=X2), a comparison of pairs
between the means of the treatment ranges was performed.
Non-parametric Spearman correlations (1) were performed
between NGO and NGC, locally weighted regression
(LOWESS), with smoothing parameter of 0.5 and goodness
of fit test (X?). Descriptive statistics were obtained for the
timerequired by the methods to record the number of grains.

Results and discussion

The mean grain size was 15.41 mm? in the Kronnstad F2003
variety up to 19.6 mm? in genotype 4 (DMS= 1.274, p<
0.0001), lines 5 and 8 excel in mean grain size, suggesting
the effectiveness of the selection towards this characteristic;
the size was higher in durum wheat grains with 17.82t0 19.6
mm?, while in common wheat it was from 15.41 to 18.37
mm? (DMS=0.3850, p<0.0001), similar to those obtained
by Visen ez al.(2001) by analyzing digital photographs they
obtained 22.5 mm? of amber crystalline wheat from Western
Canada(CWAD)and 17.59 mm?in spring red wheats (HRS).
Likewise, are withintherange of 11.68t0 24.52 mm?reported
by Whan et al. (2014); but are larger than those obtained by
Konopka et al. (2007) in the Nawra variety (12.6 to 15.91
mm?) grown in spring, and Sukces (13.28 to 14.74 mm?) and
Tonacja (12.94 to 15.75 mm?) winter wheats. The variation
in grain sizes between and within durum and common
wheat analyzed in this research, as well as those reported
by other authors, are due to the effect of the genotype, the
environment and the interaction between them (Breseghello
and Sorrels, 20006).

Genotype 10 showed a shorter grain length (6.1 to 6.2 mm)
and the longest (7.6 to 7.8 mm) were shown by genotype 4
(H=37.81,p<0.0001); all durum wheats were over 7.1 mm
long, while in common wheats the lengths were less than 7.06
mm (H=29.27, p<0.001). The length of durum wheat grain
was from 7.1 to 7.8 mm, similar length than that obtained
by Konopka ez al. (2007) in the Nawra variety (7.03 to 7.25
mm), Sukces (6.55 mm) and Tonacja (6.86 mm); although
they are longer than those reported by Ramya et al. (2010)
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El genotipo 10 presentd menor longitud de grano (6.1 2 6.2
mm) y los mas largos (7.6 a 7.8 mm) los mostré el genotipo
4(H=37.81,p<0.0001); todos los trigos duros tuvieron mas
de 7.1 mmde largo, mientras que en los harineros la longitud
de grano fue menor a 7.06 mm (H = 29.27, p< 0.001). El
largo de grano de trigo duros fue desde 7.1 hasta 7.8 mm,
longitud similar que la obtenida por Konopka ez al. (2007)
en la variedad Nawra (7.03 a 7.25 mm), en Sukces (6.55
mm) y Tonacja (6.86 mm); aunque son mas largos que los
reportados por Ramya et al. (2010) en dos localidades de
India (Ludhiana, Punjaby Pune, Maharashtra), y cinco ciclos
de produccién de trigo harinero obtuvieron desde 5.1 mm
hasta 5.37 mm. Pero son menos largos que los sefialados por
Okamoto et al. (2013) en cuatro lineas de trigo hexaploide,
con el software Smartgrain obtuvieron desde 8.40 hasta
9.48 mm; la longitud de grano de los trigos harineros en el
presente estudio (6.14 - 7.06 mm) fueron menores que los
registrados por Visen et al. (2001) en trigo CWAD (8.03
mm) y en trigo HRS (6.99 mm).

Elancho medio del grano en los trigos harineros fue de 3.37
mm y en los trigos duros de 3.33 mm (DMS = 0.043, p<
0.05). Los genotipos 8 y 10 presentaron grano mas ancho
(3.47 mm); mientras que el grano mas delgado (3.19 mm)
lo presento la variedad Kronnstad F2003 (DMS=0.191, p<
0.1). Los valores medios de ancho de grano fueron desde
3.19 hasta 3.47 mm y concuerdan con los obtenidos por
Rasheed et al. (2014), de 2.8 a 3.8 mm en los genotipos
AUS30288 y AUS34239, respectivamente. Aunque son
ligeramente mas anchos que los reportados por Visen et al.
(2001) en granos de trigo CWAD (3.27 mm) y HRS (2.91
mm); asimismo que los obtenidos en la variedad Nawra (2.41
mm) y Tonacja (3.04 mm) a través de fotografias digitales
y el uso del software LUCIA G ver. 4.8 (Konopka et al.,
2007); son mas delgados los registrados por Ramya et al.
(2010) en Pune, Maharashtra, India, donde en 2007 fue de
2.17 mm y en Ludhiana, Punjab en 2003 fue de 2.97 mm.
También Okamoto et al. (2013) obtuvieron granos menos
anchos que fueron desde 2.86 hasta 3.16 mm.

El tamafio de grano en variedades de trigo emmer o farro
(Triticum dicoccum Schiibl) de 12.4 mm? y el ancho de
2.37 mm (Braadbaart y van Bergen, 2005), son menores en
comparacion con los obtenidos en el presente estudio y los
reportados por otros autores, es posible que se deba a que
son trigos ancestrales, ya que el incremento en tamafio de
grano se debe en parte al proceso evolutivo (Eckardt, 2010)
y al mejoramiento genético (Gegas et al., 2010). Shouche
et al. (2001) también obtuvieron grano mas angosto (2.02

in two locations in India (Ludhiana, Punjab and Pune,
Mabharashtra), and five cycles of common wheat production
ranged from 5.1 mm to 5.37 mm. But they are shorter than
those reported by Okamoto et al. (2013) in four hexaploid
wheat lines, with the Smartgrain software obtained from
8.40 to 9.48 mm; the grain length of common wheat in this
research (6.14 - 7.06 mm) were lower than those reported
by Visen et al. (2001) in CWAD wheat (8.03 mm) and HRS
wheat (6.99 mm).

The mean grain width in common wheat was 3.37 mm
and in durum wheat of 3.33 mm (DMS= 0.043, p< 0.05).
Genotypes 8 and 10 showed wider grain (3.47 mm); while
the thinner grain (3.19 mm) was show by the Kronnstad
F2003 variety (DMS=0.191, p<0.1). Mean values of grain
width were from 3.19 to 3.47 mm and were consistent with
those obtained by Rasheed et al. (2014), from 2.8 to 3.8
mm in AUS30288 and AUS34239 genotypes, respectively.
Although they are slightly wider than those reported by
Visen et al. (2001) in wheat grains CWAD (3.27 mm) and
HRS (2.91 mm); as well as those obtained in the Nawra
variety (2.41 mm) and Tonacja (3.04 mm) through digital
photographs and the use of the LUCIA G ver. 4.8 software
(Konopka et al., 2007); Ramya et al. (2010) have reported
the thinnest (2010) in Pune, Maharashtra, India, where in
2007 it was 2.17 mm and in Ludhiana, Punjab in 2003 was
2.97 mm. Also, Okamoto et al. (2013) obtained less wide
grains that were from 2.86 to 3.16 mm.

The grain size in emmer or farro wheat varieties (7riticum
dicoccum Schiibl) of 12.4 mm? and the width of 2.37 mm
(Braadbaartand van Bergen, 2005), are smallerin comparison
with those obtained in this paperand those reported by others,
it is possible that this is because those are ancestral wheats
and the increase in grain size is due in part to the evolutionary
process (Eckardt, 2010) and genetic enhancement (Gegas et
al., 2010). Shouche et al. (2001) also obtained a narrower
grain (2.02 mm), shorter (4.48 mm) and a smaller grain
size (14.15 mm?) in the Kalyansona semi-dwarf variety
(Triticum aestivum L.) in studies by Shouche etal. (2001) and
Braadbaartand van Bergen (2005) the grain was placed on the
scanner with the ventral side downwards, which is narrower
and projects smaller area, however the grain length is not
affected by this situation, since the dimensions are related to
each other, the side of the grain should be considered for the
measurement of the width. This aspect was not considered
in this paper, because of the sharp form of the dorsal part of
the grain of the genotypes used, the probability of this being
on its side view is 2:3 (two sides and ventral part).
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mm), menos largo (4.48 mm) y de menor tamaiio de grano
(14.15mm?) enla variedad semienana Kalyansona ( 7riticum
aestivum L.), en los estudios realizados por Shouche et al.
(2001) y Braadbaarty van Bergen (2005) el grano se coloco
sobre el escaner con la parte ventral hacia abajo, la cual es
mas angosta y proyecta menor area, no obstante el largo
del grano no es afectado por esta situacion, dado que las
dimensiones estan relacionadas entre si, se debe considerar
el lado del grano para la medicion del ancho. En el presente
estudio no se consider6 dicho aspecto, pero debido a la
forma afilada de la parte dorsal del grano de los genotipos
utilizados, la probabilidad de que éste quede en vista lateral
es 2:3 (dos lados y parte ventral).

La longitud de grano en las variedades de trigo emmer fue
de 7.14 mm (Braadbaart y van Bergen, 2005), similar con
las obtenidas en el presente estudio y con las reportadas por
otros autores (Visen et al., 2001; Konopka et al., 2007), de
acuerdo con Sadras y Egli (2008), el largo de grano tarda
menos tiempo en definirse con respecto al ancho, por lo
que esta menos expuesto a la influencia del ambiente; ésta
comprobada por Konopka et al. (2007), quienes sefialan que
la longitud del grano de trigo es menos afectada por estrés
hidrico; endiversos estudios es evidente lamayor variacion
que presenta el ancho de grano, con respecto a longitud
(Visen et al., 2001; Breseghello y Sorrels, 2006; Ramya et
al.,2010; Wiwart et al., 2012; Williams ef al., 2013). La
forma o circularidad del grano fue mayor en los granos de
trigo harineros (0.7) y menor en los duros (0.66); el genotipo
10 presentd la mayor circularidad de grano con 0.74.

Elpeso de 200 granos en trigos duros fuede 8.42a11.25¢g
ydifieren alos harineros que presentaron desde 6.19a9.79
g (DMS=0.411,p<0.01). La variedad Kronnstad F-2003
presento el menor peso medio de grano (7 g), mientras que
el genotipo cuatro sobresali6 con 10.42 g (DMS=1.362,
p<0.01). Elpesode 200 granos present6 correlacion lineal
positiva con el tamafio (r= 0.94, p<0.01), con el largo (r,
=0.79, <0.01) y el ancho del grano (r=0.63, <0.01), lo
anterior concuerda con concuerda con Gegas etal. (2010)y
Okamoto et al.(2013),asimismo con Ramya ez al. (2010),
quienes sefialan que el peso del grano de trigo presenta
estrecha asociacion con el largo y ancho de los mismos. El
tamafio del grano tuvo correlacion con el largo (1= 0.85,
p<0.01) y con el ancho de grano (r=0.47, p<0.01), pero
no hubo relacion entre largo y ancho del grano (p=0.76).
La ausencia de relacion entre largo y ancho del grano en
este estudio, puede atribuirse a la colocacion arbitraria de
los granos sobre el cristal del escaner, porque es contrario
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The grain length in emmer wheat varieties was 7.14 mm
(Braadbaartand van Bergen, 2005), similar to those obtained
in this research and those reported by other authors (Visen
etal.,2001; Konopka et al.,2007), according to Sadras and
Egli (2008), the grain length takes less time to define itself
with respect to the width, reason why it is less exposed to
the influence of the environment; which is confirmed by
Konopkaetal.(2007), who point out that the length of wheat
grain is less affected by water stress; in several studies, the
greater variation in grain width, with respect to length, is
evident (Visert et al., 2001; Breseghello and Sorrels, 2006;
Ramya et al., 2010; Wiwart et al., 2012; Williams et al.,
2013). The shape or circularity of the grain was higher in
common wheat (0.7) and lower in durum wheat (0.66);
genotype 10 presented the highest grain circularity with 0.74.

The weight of 200 grains in durum wheats was of 8.42 to
11.25 gand they differ to the common thatranged from 6.19
t0 9.79 g (DMS=0.411, p< 0.01). The Kronnstad F-2003
variety showed the lowest mean grain weight (7 g), while the
genotype fourstood out with 10.42 g(DMS=1.362, p<0.01).
The weight of200 grains had positive linear correlation with
size (r=0.94, p< 0.01), with length (r;=0.79, <0.01) and
the grain width (r=0.63, <0.01), these agrees with Gegas
et al. (2010) and Okamoto et al. (2013), as well as Ramya
et al. (2010), who point out that the weight of wheat grain
has a close relation with the length and width of the grain.
The grain size correlated with length (r.=0.85, p<0.01) and
grain width (r=0.47,p<0.01), but there was no relationship
between grain length and width (p= 0.76). The absence of
relation between length and width of the grain in this paper
can be attributed to the arbitrary placement of the grains on
the scanner glass, because itis contrary to what was reported
when the grain width was obtained in a systematic way, as
in the comparison between the length and width of wheat
grain obtained with vernier (Ramya et al., 2010) and when
digital photographs of the dorsal part of separately placed
grains were used (Rasheed et al., 2014).

The difference between the number of grains observed and
calculated was from -1.5 to 1.68% ( X=0.13 = DE=0.52%)
and presented concordance (X*>=2.73, p=1.0), with a close
correlation between both variables (r= 1.0, p<0.01, Figura
1). 32.2% of the cases were ties, 60.2% with percentages
smaller than one, although in 42.6% of cases the number
of grains was overestimated; the sub and overestimations
greater than one were shown in 6% of the cases (Figure 2).
The underestimation of the number of grains obtained through
the PAID occurred because the watershed algorithm did not
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a lo reportado cuando el ancho del grano se obtuvo de
manera sistematica, como en la comparacion entre el largo
y ancho de grano de trigo obtenidos con vernier (Ramya
etal.,2010)y cuando se utiliz6 fotografias digitales de la
parte dorsal de granos colocados separadamente (Rasheed
etal.,2014).

La diferencia entre el nimero de granos observados y
calculados fue desde -1.5 a 1.68 % (X = 0.13 £ DE=
0.52%) y presentan concordancia (X*=2.73, p=1.0), con
estrecha correlacion entre ambas variables (1= 1.0, p<0.01,
Figura 1). El 32.2% de los casos fueron empates, 60.2%
con diferencias porcentuales menores a uno, aunque en
42.6% de casos se sobrestim6 el nimero de granos; las
sub y sobrestimaciones mayores a uno presento 6% de los
casos (Figura 2). La subestimacion del nimero de granos
obtenidos mediante el PAID ocurri6 porque el algoritmo
de transformacion divisoria (Watershed) no separ6 algin
par de granos en contacto, por lo que los contabilizé como
uno, o bien los excluyo debido a la restriccion por tamaiio;
en cambio lasobrestimacion fue porque grano completo fue
dividido en dos, debido a la forma del grano, ya que dicha
situacion ocurrio en granos aislados o en contacto, por lo que
en ningun caso influy6 el tamafio de la muestra, situacion
contraria a la sefialada por Severini et al. (2011), quienes
al registrar el nimero de granos de maiz (Zea mays L. var.
everta) mediante fotografias digitales (entre 100 y 700
granos por imagen) y el uso de ImagelJ, observaron que en
muestras pequefias ocurrio subestimacion y sobrestimacion
en las muestras grandes.

Las diferencias porcentuales son mas grandes cuando el
numero de granos contenidos en la muestra es menor a
500, al superarse dicha cantidad, el error relativo es menor
de uno (Figura 3). La reduccion del error relativo medio
entre el nimero de granos observados y los calculados
conforme se incrementa el tamafio de la muestra indica
que el niimero de granos sub y sobrestimados se mantiene,
de acuerdo con Maloney et al. (2014), la exactitud se
incrementa a mayor tamafo de la muestra e indican que
una limitante es la cantidad de grano que se puede capturar
en una imagen, la cual depende de la camara digital y su
configuracion, de la capacidad del contenedor o recipiente
dénde se coloquen las muestras. Dicha cantidad también
depende del tamano del grano, en las observaciones de
este estudio con el escaner de cama plana utilizado caben
alrededor de 2 000 granos distribuidos al azar, sin tocar
los bordes del cristal.

separate a pair of grains in contact, so it counted them as one, or
excluded them due to the restriction by size; on the other hand,
the overestimation was due to the fact that the whole grain
was divided in two, due to the shape of the grain, since this
situation happened inisolated grains orin contact, so inno case
influenced the size ofthe sample, contrary to that indicated by
Severini et al. (2011) (Zea mays L. var. Everta) using digital
photographs (between 100 and 700 grains per image) and
the use of ImageJ, observed that in small samples there was
underestimation and overestimation in large samples.

1600 1

1400 A

Valores predichos

1200 A

1000 A

800 1

600 -

Numero de granos observados

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Numero de granos calculados

Figura 1. Relacion entre el nimero de granos de trigo
observados y calculados mediante PAID.
Figure 1. Relationship between the number of wheat grains
observed and calculated by PAID.
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Figura 2. Distribucion de frecuencias del error relativo entre
nimero de granos observados y calculados.

Figure 2. Frequency distribution of the relative error between
number of grains observed and calculated.
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Figura 3. Distribucion del error porcentual con respecto al
numero de granos de trigo observados.

Figure3.Percenterror distribution with respect to the number
of wheat grains observed.

El método basado en PAID es capaz de separar los granos
en contacto con efectividad minima de 98.32%, resultado
superiora 25y 90%reportado por Faessel y Courtois (2009) en
arroz (OryzasativaL),con el usodelos algoritmos Watershed
(transformacion divisoria) y Gap-Filling (relleno de lineas)
respectivamente, implementados en ImageJ, es ligeramente
superiora97.3%entrigorojo de primaveradel oeste de Canada
(CWRS)ya96.1% en trigo CWAD, obtenidos por Zhang et
al. (2005) mediante analisis de imagenes segmentadas con el
algoritmo ajuste de elipses (Ellipse Fitting), programado en
Visual C++® (Microsoft Corporation, Redmond, Washington,
USA). Esta dentro de los valores de precision sefialados por
Mebatsion y Paliwal (2011), quienes obtuvieron 99.5% en
CWAD, 97.5% en CWRS, en avena y centeno 97% y en
cebada 96.5%, utilizando fotografias digitales y algoritmos
detrazado de contorno (Elliptic Fourier) en Matlab 7.9% (The
Math Works, Natick, USA). Laefectividad en laseparacionde
los granos en contacto ademas depende del contraste entre el
colordel granoy del fondo, lacalidad de laimageny el proceso
previo a la aplicacion del algoritmo de separacion utilizado.
Lin et al. (2014) sefialan que los errores en la segmentacion
de la imagen se deben principalmente al ruido durante la
obtencion de la imagen.

El tiempo para procesar las imagenes fue de 1.71 a2 4.59 s,
conmuestras de hasta 1 500 granos, y presenta una respuesta
lineal positiva con el tamafio de muestra (R>=0.94, p<0.01).
El tiempo promedio para el procesamiento fue de 2.62 s,
y para todo el proceso incluyendo la digitalizacion fue de
55 s para cualesquier cantidad de grano que contenga la
superficie del escaner, mientras que en forma visual y con el
contador electromecanico hay unincremento lineal conforme
aumenta el tamafio de la muestra (Cuadro 2). El tiempo de
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The percentage differences are larger when the number
of grains contained in the sample is less than 500, when
this quantity is exceeded, the relative error is less than one
(Figure 3). The reduction of the mean relative error between
the number of grains observed and those calculated as the
sample size increases indicates that the number of under and
overestimated grains is maintained, according to Maloney
et al. (2014), accuracy increases to a larger sample size
and indicate that a limiting factor is the amount of grains
that can be captured in an image, which depends on the
digital camera and its configuration, on the capacity of
the container where the samples are placed. This amount
also depends on the size of the grain, in the observations
of this research with the flatbed scanner used, about 2 000
grains fitrandomly distributed without touching the edges
of the glass.

The method based on PAID is able to separate the grains in
contact with a minimum effectiveness of 98.32%, a result
superior to 25 and 90% reported by Faessel and Courtois
(2009) in rice (Oryza sativa L), with the use of Watershed
algorithms and y Gap-Filling respectively, implemented in
Imagel, is slightly higher than 97.3% in western Canadian
red wheat (CWRS) and 96.1% in CWAD wheat, obtained
by Zhang et al. (2005) using segmented image analysis with
the ellipses fitting algorithm, programmed in Visual C++®
(Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA). It
is within the precision values indicated by Mebatsion and
Paliwal (2011), who obtained 99.5% in CWAD, 97.5% in
CWRS, oats and rye 97% and 96.5% in barley, using digital
photographs and contour plotting algorithms (Elliptic
Fourier) in Matlab 7.9® (The Math Works, Natick, USA).
The effectiveness in the separation of the grains in contact
also depends on the contrast between the color of the grain
and the background, the quality of the image and the process
priorto the application of the separation algorithmused. Lin
et al. (2014) indicate that the errors in the segmentation of
the image are mainly due to the noise during the obtaining
of the image.

The time to process the images was 1.71 to 4.59 s, with
samples of up to 1 500 grains, and showed a positive linear
response with the sample size (R*= 0.94, p< 0.01). The
average time for processing was 2.62 s, and for the entire
process including the scanning was 55 s for any amount
of grain that contains the scanner surface, while visually
and with the electromechanical counter there is a linear
increase according to the increases in the sample size
(Table 2). The processing time also depends on the size
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procesamiento también depende del tamafio o resolucion
de la imagen, el nimero de granos y el nimero de contacto,
programay equipo computacional utilizado. Las imagenes a
escala de grises o con resolucion >300 ppp requieren menor
tiempo para la digitalizacion. Lin ez al. (2014) reportan 4.3 s
en el programa Matlab R2009a® para procesar imagenes (1
200 ppp) de muestras de 100 granos de arroz, con diferentes
escenarios de granos en contacto. Faessel y Courtois (2009)
sefalan 8 s para procesar muestras con alrededor 200 granos
dearroz,enimagenes de 300 pppy escala de grises. Severini et
al.(2011)indican aproximadamente 120 s pormuestra, desde
latomade fotografias digitales hasta el PAID con ImageJ para
contabilizar granos de maiz (Zea mays L. var. everta).

El método visual requiere mayor tiempo para registrar 100
granos o mas, el contador electromecéanico es mas rapido
contar 100 granos e igual que el PAID para registrar 200, pero
incrementa a casi el doble a partir de 300 granos y presento el
mayor coeficiente de variacion (Cuadro 2), debido a que el
avance de los granos en el contador no es constante, éste se
reduce conforme disminuye lamuestraen elrecipiente, también
ocurre por no presionar con firmeza el boton de avance o dejar
de hacerlo involuntariamente. Ademas requiere de muestras
de grano completamente limpias, porque el sensor registra
pequenas impurezas. La desviacion estandar del tiempo
requerido para el registro visual y con contador del nimero de
granos se incremento a mayor tamafio de lamuestra, lo cual es
indicador de fatiga, de acuerdo con Mascord y Heath (1992) la
desviacion estandary el tiempo ensi, que los individuos tardan
en reaccionar, se incrementa conforme aumenta el tiempo
dedicado a realizar una tarea monotona y repetitiva.

or resolution of the image, the number of grains and the
number of contact between them, program and computer
equipmentused. Grayscale images orresolutions less than
300 dpi require less time for scanning and processing.
Lin et al. (2014) reported 4.3 s in the Matlab R2009a®
program to process images (1200 ppi) of samples of 100
grains of rice, with different grains in contact. Faessel
and Courtois (2009) indicate 8 s to process samples
with around 200 grains of rice, in images of 300 dpi and
grayscale. Severini et al. (2011) indicate approximately
120 s per sample, from taking digital photographs to
PAID with Imagel to account for maize grains (Zea mays
L. var. Everta).

The visual method requires more time to register 100 grains
or more, the electromechanical counter is faster counting
100 grains and the same as the PAID to record 200, but
increases to almost double from 300 grains and presented
the showed the biggest coefficient of variation (Table 2),
because the grain movement in the counter is not constant,
itis reduced as the sample in the container decreases, also
occurs when the button is not pressed firmly or when it
is unintentionally stopped. It also requires completely
clean grain samples, because the sensor registers small
impurities. The standard deviation of the time required
for visual and counter recording of the number of grains
increased to a larger sample size, which is indicative
of fatigue, according to Mascord and Heath (1992), the
standard deviation and the time it takes for individuals
to react, increases as time performing a monotonous and
repetitive task increases.

Cuadro 2. Estadisticas descriptivas del tiempo (s) requerido por el contador electromecanico, con el PAID y en

forma visual (individuo 1y 2).

Table 2. Descriptive statistics of the time (s) required by the electromechanical meter, with PAID and in visual

form (individual 1 and 2).

Num. de Contador electromecanico  PAID Individuo 1 Individuo 2

granos Media DE CV  Media DE CV  Media DE CV  Media DE Ccv
100 352 11.5 328 524 2.1 4 71.6 6 8.4 61.8 18.9  30.6
200 55.8 12.7 22.8  55.6 3.1 5.6 1654 444 269 1286 262 204
300 101.2 20.5 203 558 3.8 6.9 2572 298 11.6 1942 258 133
400 128.2 38.1 29.8 542 4.3 7.9 361.8 742 205 2398 434 18.1
500 176.4 49.3 279 548 3.7 6.8 3962  36.3 92 3304 543 164
600 252.4 58.5 232 558 2.7 4.8 431.6 1313 304 351 854 243

n=5; DE= desviacion estandar; CV= coeficiente de variacion.
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La restriccion por tamaiio permite clasificar los granos,
los enteros midieron desde 14.2 a 30 mm?, los quebrados
y chicos de 4 a 14.1 mm?, por lo que el criterio para
considerar todos, fue de 4 a 30 mm? y circularidad de 0.4
a 1, la circularidad y el largo del grano permite separar
entre granos chicos y quebrados, éstos tltimos presentan
menor longitud y circularidad arriba de 0.8, ésta ultima
caracteristicaresulta itil parareforzar el analisis de calidad
fisica del grano, ya que un criterio utilizado para clasificar
el grano de trigo como quebrado, es cuando mide menos
de % partes del largo promedio de granos completos (Punn
y Bhalla, 2013).

Conclusiones

Elprocesamientoy analisis de imagen digital (AID) registra
con precision el nimero de granos de trigo y permite obtener
sus dimensiones individuales aunque éstos en la imagen
se encuentren en contacto. La diferencia entre el nimero
de granos observados y los calculados disminuye con el
incremento del tamafio de lamuestra; también la velocidad es
superior conrespecto al conteo manual cuando las muestras
presentan cien granos o mas, y a partir de doscientos supera
al contador electromecanico, lo que representa una ventaja
en ahorro de tiempo.
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