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1. Resumen






Resumen

El triticale de doble aptitud (forraje y grano) se utiliza, tradicionalmente, con una doble
finalidad productiva y, por tanto, las técnicas empleadas para  su cultivo varian
significativamente respecto a las del triticale de grano. Ademas, factores como el cambio
climético, el aumento de su demanda comercial, el incremento de las necesidades de pastoreo
extensivo hace necesario ir adaptando estos cultivos y las précticas culturales a la intensidad y
velocidad de produccion que se van imponiendo, con el objetivo de ampliar sus posibilidades de
aprovechamiento y aplicar el uso de nuevas tecnologias emergentes que posibiliten minimizar
los costes tanto de produccion como de andlisis nutricional. Por tanto, el objetivo de este trabajo
fue estudiar la influencia de determinados factores agrondmicos en la calidad nutritiva del
forraje de triticale de doble aptitud, asi como evaluar la capacidad predictiva de la tecnologia
NIRs para la cuantificacion de parametros quimicos de su composicion y establecer modelos de
clasificacion cualitativa. Para ello, se planted un ensayo disefiado en split split plot (parcela sub-
subdividida) y se evalu6 el efecto de la densidad de siembra, el nimero de cortes (pastoreo
simulado) y la dosis de nitrégeno sobre el contenido en Proteina Bruta (PB), Fibra Bruta (FB),
Fibra Neutro Detergente (FND), Fibra Acido Detergente (FAD), Lignina Acido Detergente
(LAD) y su Valor Relativo del Forraje (VRF) del triticale (X Triticosecale Wittmack) de doble
aptitud (forraje y grano) cv. "Verato. Ademas, se aplicd la tecnologia NIRs como alternativa a
las metodologias convencionales para el andlisis de los principales pardmetros nutricionales, y
asi evaluar su uso potencial para el control de calidad de las muestras de una manera mas réapida,
econdmica y respetuosa con el medio ambiente.

Los resultados pusieron de manifiesto la influencia del ambiente en las variables
estudiadas. Respecto a los factores de estudio, la densidad de siembra no tuvo influencia
significativa (p>0.05) sobre la calidad del forraje. Sin embargo, al aumentar el nimero de cortes
(aprovechamiento) se observé una disminucién del contenido en PB y un aumento de la FB. El
abonado nitrogenado aument6 significativamente el contenido de PB (p<0.01) y produjo un
ligero incremento en la FND y FAD en la campafia 2009/2010 (p<0.05), provocando una
disminucién significativa del VRF en la misma campafia y en el afio medio (p<0.05). Puede
concluirse que la densidad de siembra no influy6é en ninguna de las variables, el nimero de
aprovechamientos influy6 significativamente en el contenido de PB, disminuyéndolo, y FB,
aumentandolo, y el abonado nitrogenado aumenté significativamente el contenido de PB (en
ambas campafias), FND y FAD (en la primera campafia), produciendo una disminucién del
VRF.

Con respecto al analisis de prediccion cuantitativa NIRs del contenido en PB, FB,
FND, FAD y LAD aplicando diferentes pretratamientos espectrales (absorbancia, correccion
multiplicativa extensiva de la sefial (EMSC), correccion dispersiva desviacion estandar
normalizada (SNV), 12y 22 derivada (con diferentes valores de intervalo de sustraccion o GAP y

longitud del segmento de suavizado) y combinaciones entre ellos, se observd que el



Resumen

pretratamiento espectral con mayor capacidad predictiva, para la PB, resultd ser EMSC, con un
coeficiente de determinacion en validacion cruzada (1-VR)= 0.9835 y un error estandar de
validacion cruzada (EEvc)=0.7965. EI modelo optimo para la cuantificacion de la FB fue la
primera derivada (1,10,15), con un 1-VR=0.6949 y un EEvc=1.6181. Para la FND y la LAD fue
la segunda derivada (2,10,15), con un 1-VR=0.7842 y un EEvc=1.4573 y 1-VR=0.7287 y un
EEvc=1.1721, respectivamente. En el caso de la FAD, el mejor comportamiento fue una
combinacion de derivada de orden 1 y SNV (1,10,15+SNV) que mostraron un 1-VR=0.7649 y
un EEvc=1.1119.

Por tanto, la tecnologia NIRs podria ser usada para predecir el contenido de PB, FND y
FAD, pero es necesario seguir trabajando y mejorar la calibracién para el resto de pardmetros.

Simultaneamente, se realizé un estudio cualitativo NIRs con el objetivo de agrupar los
forrajes seglin densidades de siembra, fechas de corte (periodo vegetativo) y dosis de abonado
nitrogenad0. Para ello también se estudio, el efecto del pretratamiento espectral utilizado y
diferentes analisis quimiométricos discriminantes (componentes principales, analisis de
conglomerado con varios métodos de agrupacion y medida de distancia euclidea al cuadrado,
analisis SIMCA y PLS-DA). Los resultados revelaron que no se pudo agrupar el triticale en
funcion de su densidad de siembra ni dosis de abonado nitrogenado. Sin embargo, la
informacion espectral es adecuada para agrupar el triticale segun su fecha de corte, y por lo
tanto, segun el periodo vegetativo en el que se encuentre el cultivo, siendo el método SIMCA y
el PLS-DA los que mejores resultados ofrecen, y dependiendo del corte del que se trate, mejora
0 no con los pretratamientos MSC o EMSC.

Por lo tanto se puede concluir que el analisis NIRs es una herramienta adecuada para
establecer la calidad del forraje de triticale, que sembrado en la dehesa podria cubrir las

deficiencias de pastos en las explotaciones agroganaderas de Extremadura.
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2.1. El Triticale

2.1.1. Historia 'y Origen

En 1875, un cientifico apellidado Wilson informo a la Sociedad Britanica de Edimburgo
acerca de una planta estéril resultante del cruzamiento de trigo x centeno (Guerrero, 1999).

En 1888 el aleman Rimpau, en una poblacion de cruzamientos de trigo X centeno,
encontré una espiga que tenia 15 granos, 12 de los cuales produjeron plantas fértiles y dichas
semillas se multiplicaron de generacidn en generacion, con perfecta fidelidad genética: éstos
fueron los primeros triticales verdaderos (Guerrero, 1999).

En la historia del triticale han ocurrido dos fenémenos casuales que han tenido
consecuencias extraordinarias para el desarrollo de esta especie. El primero de ellos tuvo lugar
en la Estacién Experimental Agricola de Saratov, en Rusia. Los mejoradores de la misma
utilizaban centeno para separar las parcelas experimentales de trigo de invierno y asi impedir
gue se cruzaran entre ellas. En 1918, al sembrar la semilla recogida de dichos trigos, observaron
que aparecian miles de plantas hibridas, que eran el producto de fecundaciones espontaneas del
trigo con polen del centeno. Todas ellas eran plantas androestériles incapaces de autofecundarse,
pero por retrocruzamientos espontaneos con trigo y centeno se crearon miles de semillas fértiles
(Royo, 1992).

Sin embargo, hasta 1930 el triticale sélo constituyd una curiosidad bioldgica, pues su
apariencia deficiente y su baja fertilidad disminuyeron el interés de los fitomejoradores en lo
que concernia a su potencial como cultivo alimenticio (Royo, 1992).

El segundo hecho relevante sucedi6 en 1937, cuando se descubri6 en Francia que un
alcaloide denominado colchicina, podia inducir la duplicaciéon del nimero de cromosomas
existentes en los nicleos de las células de las plantas, con lo que se podia producir cruzamientos
de trigo x centeno en la seguridad de que el producto llamado triticale, podria ser una planta
fértil en lugar de infértil (Guerrero, 1999).

Esta técnica, junto con la del cultivo de embriones, desarrollado en 1940, ayud6 a los
mejoradores a obtener un gran numero de triticales hexaploides y octoploides, cruzando el
centeno con trigos duros y harineros respectivamente, con un aceptable grado de fertilidad. De
esta manera se paso de una curiosidad cientifica y botanica a un cultivo comercial en las Gltimas
décadas.

Después de realizarse gran cantidad de estudios y ensayos, los resultados que se
obtuvieron anticipaban el fracaso en la obtencion de una variedad de triticale que pudiese ser
realmente un cereal comercial. Sin embargo, en el afio 1967 se produjo el avance mas
importante en la mejora del triticale y tuvo lugar en las parcelas del Centro Internacional para la

Mejora de Maices y Trigo (CIMMYT) cuando una planta de triticale fue fecundada de forma
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espontanea por polen de trigo enano de una parcela cercana. Dos generaciones después, 10s
mejoradores observaron en el campo varias plantas con un aspecto extraordinario. El trigo le dio
las caracteristicas como enanismo, insensibilidad parcial al fotoperiodo, mayor peso especifico
en el grano, precocidad a maduracion, buena calidad nutritiva y superd la barrera de esterilidad.
Al resultado de dicho cruce se le denominé linea Armadillo, descubriéndose que el cromosoma
2D del trigo enano habia sustituido al cromosoma 2R del centeno en el cual estan los genes de
sensibilidad al fotoperiodo de los triticales. Ademas, las caracteristicas favorables conseguidas
resultaron ser de caracter hereditario y fueron aprovechadas por los mejoradores del CIMMYT
que las incorporaron en la genealogia de la mayoria de los triticales producidos a partir de 1970.

Hasta finales de los afios 70 s6lo eran recomendables para el cultivo dos o tres
variedades de triticale de primavera, debido a caracteres indeseables, tales como son la
esterilidad, el bajo rendimiento, el encamado, etc. A partir de 1978 se realizd un gran esfuerzo
por parte de los investigadores de diferentes paises, en la genética y mejora del triticale, que
dieron como resultado la obtencion de lineas con un excelente comportamiento, en rendimiento,
caracteres agronémicos y calidad, dando lugar a la apariciéon de centenares de variedades. El
objetivo era aunar las buenas caracteristicas del trigo (alta produccion, alto indice de cosecha y
gran numero de granos por espiga) con las del centeno (rendimientos estables, rusticidad, gran
cantidad de biomasa, resistencia a frio y sequia, adaptacion a suelos acidos, mayor contenido en
lisina del grano y resistencia a enfermedades) (Llera, 2002).

En los afios 80 contintan los trabajos sobre el triticale y el Instituto Nacional de
Investigacion Agraria y Alimentaria (INIA) obtiene las variedades “Tajufia” y “Camarma”. Con
el desarrollo del mapa autonémico espafiol, se diversifican los trabajos y se obtienen las
variedades “Trujillo”, “Montanchez” y “Tentudia”, de manifiesta nomenclatura extremena.
Destaca el trabajo realizado por el equipo de cereales del Servicio de Investigacion y Desarrollo
Tecnoldgico (SIDT) de la Junta de Extremadura, que dirigido por Jaime Montero de Espinosa,
han dado como resultado la Inscripcion en el registro de variedades del Instituto Nacional de
Semillas y Plantas de Vivero (INSPV) de diversos triticales (Llera, 2002).

Recientemente el equipo de mejora de cereales del Centro de Investigacion Finca “La
Orden-Valdesequera”, ha registrado dos variedades denominadas Montijano (ciclo medio-corto)
y Verato (ciclo medio-largo), que como es ldgico deducir se encuentran adaptadas a las

condiciones agroclimaticas de la region extremefia (Gil et al., 2009).

2.1.2. Clasificacion

El triticale se puede clasificar segun el tipo de cruzamiento por el cual ha sido obtenido,
segun el nimero de cromosomas que posee y una uUltima clasificacion es por la presencia 0 no

de la dotacion cromosomica del centeno de manera completa (Royo, 1992).

8
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Segun el tipo de cruzamientos los podemos clasificar en (Llera, 2002):

- Primarios: fruto del cruzamiento simple entre el trigo y el centeno.
- Secundarios: son los obtenidos por el cruzamiento entre triticales primarios o de éstos

con el trigo. Este tipo de triticale puede ser:

- Completos: cuando tienen la totalidad de cromosomas de sus progenitores,
centeno y trigo. Estos triticales se parecen mas, morfolégicamente, al centeno.
- Sustituidos: cuando algunos cromosomas del centeno han sido reemplazados

por los cromosomas del trigo. Estos triticales se parecen mas al trigo.

Si se clasifica en funcién del nimero de cromosomas se establecen los siguientes tipos: un
primer tipo son los triticales hexaploides que son los triticales obtenidos a partir del cruzamiento
entre el trigo duro y el centeno. Como resultado da un grano que casi nunca llega a germinar
normalmente, porque el embrion suele abortar. Mediante cultivo de embriones se puede obtener
una planta fértil. Un segundo tipo son los triticales octoploides, los cuales parten del trigo
harinero, que es una especie hexaploide, y el centeno que es diploide, no siendo necesaria la
técnica de cultivo de embriones en este segundo tipo de triticale (Royo, 1992).

Dependiendo de si la variedad de triticale pertenece al grupo de los triticales completos o a
los triticales sustituidos poseera unas caracteristicas u otras. En la tabla 1 se recogen las
caracteristicas (positivas y negativas) que presentan cada uno de ellos (Royo, 1992).

Tabla 1. Resumen de las principales diferencias entre triticales completos y triticales

sustituidos

Caracteristicas T. Completos T. Sustituidos
Altura de la planta + -
Sensibilidad al fotoperiodo + -
Precocidad a la maduracién - +
Resistencia a las enfermedades + -
Productividad + -
Adaptacién a ambientes marginales +

Calidad harino-panadera - +

Los triticales completos son mejores para la doble aptitud (forraje y grano) que los
sustituidos. Por otra parte, los triticales completos también se adaptan mejor a suelos acidos,

mientras que los sustituidos prefieren suelos basicos (Llera, 2002).
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2.1.3. Situacién actual del cultivo de triticale
2.1.3.1. Situacion mundial
El triticale es un cereal que con el paso de los afios y gracias a los avances en mejora

genética ha logrado ganar interés a nivel mundial. Esto se ve reflejado en la figura 1 en la cual

se observa la evolucion de la superficie cultivada de este cereal en el mundo.
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Figura 1. Superficie mundial cultivada de triticale (FAOSTAT)

La superficie cosechada a nivel mundial de triticale ha ido en constante aumento desde
1998 hasta el afio 2009, afio en el que se alcanza el valor maximo cuando se sembraron
alrededor de 4.332.400 ha.

Igual que ocurre con los datos referentes a la superficie cultivada la produccion mundial
ha seguido un recorrido ascendente con algunas excepciones como son los afios 2003 y 2006
(figura 2). En estas dos camparias los valores correspondientes sufren un descenso, siendo en el
afio 2006 mas acusado, situandose en valores correspondientes a la campafia 2003, debido a las

condiciones climaticas.
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Figura 2. Produccion mundial de triticale (FAOSTAT)

La produccion durante el afio 2004 aumenta considerablemente (figura 2), estando
relacionado con el aumento de la superficie cultivada (figura 1) y a consecuencia de unas
condiciones climatol6gicas Optimas para el cultivo, provocando el mayor aumento del
rendimiento de la serie estudiada (figura 3). En 2005 y 2006 se observa una disminucién de la

produccién (figura 2) debido principalmente a la caida de los rendimientos (figura 3).
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Figura 3. Rendimiento mundial de triticale (FAOSTAT)

El rendimiento medio del triticale (kg ha™) a nivel mundial durante el periodo estudiado
ha oscilado entre 3000 — 4000 kg ha™.
El maximo rendimiento del triticale se obtuvo durante la campafia 2004 con 3935 kg

hal. En los Ultimos afios, el rendimiento sigue una tendencia decreciente, a pesar de que la
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superficie de cultivo sigue aumentando. Esto puede deberse a que los agricultores consideran al

triticale como un cultivo muy rastico y su fertilizacion es deficiente.

2.1.3.2. Situacion europea

Se observa que la evolucién de la produccién en Europa esta relacionada directamente con
los datos referentes a la superficie cultivada (figura 4 y 5). La produccién (figura 5) muestra una
tendencia similar a la descrita para la situacion mundial (figura 2). Los rendimientos siguen

también una tendencia decreciente (figura 6).
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Figura 4. Superficie europea cultivada de triticale (FAOSTAT)
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Figura 5. Produccion de triticale en Europa (FAOSTAT)

12



Revision bibliografica

Aunque los datos muestran, como norma general, un crecimiento progresivo de la
superficie cultivada y de la produccion, se observa que en los afios 2005 y 2006 las
producciones disminuyeron, saliéndose de la tendencia general. Esto puede deberse a
condiciones climéticas desfavorables que originaron una disminucion del rendimiento (figura 6)
Desde 2006 a 2009 la tendencia ha sido creciente en superficie y produccidon, aunque no siempre
en los rendimientos (figura 6).

En el afio 2009 se observa el maximo de produccion (figura 5), coincidiendo con el afio
en el que se cultivo la mayor superficie (figura 4). Este aumento en la superficie cultivada puede
deberse al cambio producido en las ayudas a la agricultura hacia el Pago Unico (Politica Agraria
Comunitaria), proporcionando libertad de cultivo a los agricultores, de tal modo que las ayudas

percibidas no influyeron en las decisiones sobre qué cultivo sembrar.
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Figura 6. Rendimiento Unién Europea de triticale (FAOSTAT)

2.1.3.3. Situacion en Espafia

El triticale en Espafia alcanzé su mayor superficie en 1989 llegando a las 75.000 ha y
casi 200.000 toneladas producidas (MAPA, 1990). A partir de ese momento se produjo un
declive de su superficie al ser desplazado por cultivos como el trigo duro con una subvencion de
la Unién Europea més atractiva para el agricultor. Asi, la menor superficie se produjo en 2004
con 24.700 ha y a partir de ese momento, se ha producido una recuperacién significativa hasta
las 64.000 ha sembradas en 2010 (figura 7).
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El aumento de superficie a partir del afio 2005 coincide con el desacoplamiento parcial
en Espafia de las ayudas de la Politica Agraria Comun (PAC) que ha motivado una disminucion
de la superficie dedicada al trigo duro principalmente en la zona Sur, siendo sustituido por otros

Figura 7. Superficie cultivada de triticale en Espafia (FAOSTAT)

cereales como el triticale.

Respecto a la produccion de triticale en Espafia, entre los afios 1998-2008 se han
producido altibajos (figura 8), con intervalos de afios donde se estabiliza la produccién para dar
paso a un descenso brusco en el afio 2004 propiciado por el descenso de la superficie destinada

al cultivo del triticale y la disminucion del rendimiento (figura 7 'y 9).
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Figura 8. Produccion de triticale en Espafia (FAOSTAT)
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A partir del afio 2005 se ve un claro incremento de la produccion en toda Espafia,
probablemente provocado por los cambios en la Politica Agraria Coman (PAC) que ha dejado
de subvencionar el trigo duro en favor de otros cereales. Durante el afio 2010, también se han
producido cambios en la PAC que pueden favorecer el cultivo del triticale debido al
desacoplamiento de las ayudas.
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Figura 9. Rendimiento de triticale en Espafia (FAOSTAT)

El rendimiento del triticale en Espafia ha sido bastante irregular en los Gltimos afios
(figura 9) oscilando entre los 1000 kg ha* y los 3000 kg ha™. Estas variaciones pueden deberse
a la utilizaciéon de diferentes variedades o a las condiciones climatoldgicas de la campafia
(pluviometria anual). Debido al clima, los rendimientos espafioles son inferiores a los obtenidos

a nivel mundial y europeo.
2.1.3.4. Situacion en Extremadura
Extremadura es la segunda comunidad de Espafia en cuanto a superficie cultivada de

triticale, detras de Andalucia. Resulta interesante observar el aumento progresivo y significativo

de superficie desde el afio 1998, aunque en el afio 2007 se produjera un descenso (figura 10).
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Figura 10. Superficie cultivada de triticale en Extremadura (MARMA)

Igual que ocurre con la superficie cultivada, la produccidn de triticale sigue una
tendencia ligeramente al alza desde el afio 1999, con dos descensos significativos en el afio 2005

y 2009 (figura 11) que coinciden con la disminucion del rendimiento (figura 12).

30

20 A

Produccion x107 t

10

O T T T T T T T T T T T 1
1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

Adlo

Figua 11. Produccion de triticale en Extremadura (MARMA)

En Extremadura, el triticale se cultiva, en su mayoria, en explotaciones grandes de
secano Yy se utiliza como pienso para el ganado, por lo que las estadisticas no suelen reflejar las
verdaderas producciones y rendimientos. El rendimiento tiene una tendencia lineal con dos

descensos acusados en los afios 2005 y 2009 (figura 12).
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Figura 12. Rendimiento de triticale en Extremadura (MARMA)

2.1.4. La dehesa

Gonzalo et al. (2012) definen la dehesa como un ecosistema pastoral-silvo-agrario
donde conviven, en un ambiente semiarido mediterraneo, especies herbaceas, arbustivas y
arboreas, pudiendo estar limitada la presencia de las arbustivas, que contribuyen a la
alimentacion de animales domésticos (ovino, vacuno, porcino, etc.) y silvestres (ciervo, jabali,
perdiz, conejo, etc.) en régimen extensivo , con respeto al medioambiente (sistemas sostenibles),
suelo de textura variable (arenosa-franca), pH éacido y fertilidad limitada.

Este ecosistema, con casi 4 millones de hectareas de extension, ocupa gran parte de la
mitad occidental peninsular, desde Salamanca al norte hasta Huelva al sur, incluyendo el
Algarve y el Alentejo en Portugal donde recibe el nombre de “montado” (Santamaria et al.,
2009). En Extremadura, los sistemas adehesados corresponden en su mayoria a dehesas de
encinas, aunque también existen de alcornogues o mixtas entre ambas especies, ocupando un
area aproximada del 51% de la superficie agraria Gtil extremefia (Parra, 1988); 45% en Badajoz
y 50% en Caceres segin Pulido (2002), con un total aproximado de 1.32 millones de hectareas
aproximadamente (Santamaria et al., 2009; Gonzalo et al., 2012).

Kubiena (1953) y Olea et al. (1987, 1989) sefialan que los suelos de dehesa pueden
considerarse como suelos de tierras pardas meridionales, poco profundos, facilmente
erosionables y pobres en nutrientes (especialmente fosforo y nitrogeno).

Pese a su caracter extremo (veranos secos y calurosos e inviernos frios y humedos),
propios de un clima mediterraneo semiérido (Olea et al., 1989), el elevado grado de rusticidad
de las especies que se asientan en este ecosistema permite una buena adaptacion a estas

condiciones. Aun asi, como indican Olea et al. (1987), las variaciones de temperaturas y sobre

17



Revisién bibliografica

todo de pluviometria a lo largo del afio, factores climéaticos condicionantes de la dehesa,
provocan una escasez de alimentos que necesitan ser suplementados en las explotaciones

ganaderas.

2.1.4.1. El triticale en la dehesa

Los pastos herbaceos son el componente principal y fundamental de la dehesa.
Floristicamente son muy variados, abundando especies herbaceas anuales y con reducida
presencia de perennes (Olea et al., 1989). Puede apreciarse un maximo relativo de produccién
en otofio, tras las primeras lluvias, aunque en el caso de otofios secos, también éste puede
convertirse en un periodo critico para la produccién de pastos; por supuesto, el maximo esta en
primavera, cuando confluyen las mejores condiciones climaticas para el desarrollo herbaceo
(Buyolo y Escudero, 2002; Almogera, 2007; Viguera et al., 2007).

Tradicionalmente, la gestién ganadera de la dehesa ha consistido en adecuar el nimero
de animales presentes en la explotacién a los niveles medios de produccion de pastos, aungue
recurriendo a la trashumancia para paliar los desequilibrios estivales en la produccion de pastos
(Escribano y Pulido, 1998; Escribano et al., 2001). Morley (1975) incide en relacionar la
capacidad de carga de un area de pastoreo con su capacidad de mantenimiento en momentos de
escasez.

La préactica desaparicion de la trashumancia y la intensificacion de las explotaciones han
provocado que el sistema de dehesa no pueda cubrir con recursos propios mas de un 56% de las
necesidades de la ganaderia domestica (Pulido y Escribano, 1994), condicionando los sistemas
productivos, la adecuacion y el grado de dependencia de la ganaderia hacia los recursos del
medio externo. Las tremendas fluctuaciones que el precio de los cereales y, por consiguiente, el
de los piensos (con incrementos hasta el 40 % en algunos casos), han sufrido en los Gltimos
afios, hace que la dependencia de recursos externos al sistema suponga un verdadero riesgo para
la rentabilidad de las explotaciones ganaderas asentadas en este entorno (Gil et al., 2009;
Pinheiro et al., 2009).

Una alternativa a la utilizacion de estos recursos puede ser la introduccion de cultivos
forrajeros para aprovechamiento a diente mediante pastoreo o bien procediendo a la
conservacion de la biomasa producida mediante ensilado o henificado, de manera que pueda
conservarse para su posterior utilizacioén en épocas en las que la produccion de pastos naturales
no cubra las necesidades de la explotacion tal y como ya indicaran autores como Delogu et al.
(2002), Francia et al. (2006) y Gil et al. (2009).

En este contexto resulta imprescindible tender hacia soluciones con menores
requerimientos de agua, como pueden ser ciclos mas cortos, especies mas rusticas o cultivos

forrajeros, que al finalizar antes su ciclo de cultivo o tener menores necesidades, se veran menos
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afectados por el incremento de la temperatura y la disminucion de la pluviometria primaveral,
siendo esto especialmente necesario en los suelos sueltos de poca profundidad, cuya capacidad
de retencion de agua es menor. En este sentido, el interés que ofrece el triticale, tanto el
forrajero como el de doble aptitud, para la dehesa es indudable (Gil et al., 2009). Cruz et al.
(2011) indican que el triticale de doble aptitud permite uno o dos aprovechamientos en invierno
y luego se puede volver a aprovechar en verano, al final del ciclo, al ser capaz de proporcionar
una produccion de grano y paja (figura 13).
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Figura 13. Curva de produccion de materia seca de los pastos naturales y del triticale de doble
aptitud de un afio climatolégicamente bueno. Fincas “La Orden” y “Valdesequera” (Cruz et al.,

2011)

Por todo ello, como sefialan Llera et al. (1997), la utilizacién simultanea del triticale
para forraje y grano tiene gran interés en zonas de dehesa.

Este modelo de aprovechamiento, encaja a la perfeccion con la curva de produccion de
los pastos de secano, pues viene a complementar a los dos periodos de escasez de alimentos que
se producen tanto en pleno invierno, donde las bajas temperaturas paralizan el crecimiento de la
hierba, como durante la época estival donde las altas temperaturas agostan los pastos (Gil et al.,
2011).

2.1.5. Utilizacién y aprovechamiento del triticale

La utilizacion del triticale es diversa, pudiendo destinarse tanto a alimentacién humana
como animal e incluso industrial. En alimentacién animal puede ser usado en forma de grano o
en forma de forraje, o incluso en un uso mixto de forraje — grano (Royo, 1992). Debido a esto es
un cereal idéneo para utilizarlo en la produccion animal, gracias a las dos posibilidades que nos

aporta (forraje y grano).
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2.1.5.1. Utilizacion del grano de triticale

El grano se utiliza para la alimentacion de animales monogastricos y de animales
poligastricos.

Es un alimento excelente tanto para lechones como para cerdos de engorde y ha
proporcionado la posibilidad de sustituir total o parcialmente el suplemento proteico debido a
que algunas variedades de triticale tienen un contenido en aminoacidos muy importante (Polo,
2010). En estudios realizados por el Instituto Técnico de los Cereales y los Forrajes (ITCF) se
ha visto que su utilizacién no ha creado ningin problema y en algunos casos ha permitido
reducir en un 10 % el uso de soja debido a la riqueza en lisina del triticale (Royo, 1992).

En la alimentacién avicola, el triticale puede ser empleado de forma parecida al trigo,
pudiendo incluso sustituirlo (Polo, 2010). Ademaés, si se emplea una fuente energética
complementaria y un suplemento de soja da unos resultados similares a los de las dietas
tradicionales con empleo de maiz (Royo, 1992).

En la alimentacion de conejos los resultados son similares a los del uso de trigo cuando
la cantidad del triticale representa un 45 % de la parte de la dieta destinada al cereal (Royo,
1992).

En animales poligastricos, el empleo del triticale es idéntico al del trigo. Aparentemente
no hay limite para su empleo en raciones equilibradas. Ademas, el triticale es degradado de
forma mas rapida que el maiz o la cebada. Puede ser usado tanto en la alimentacion de corderos,
como en el ganado bovino, obteniéndose mejores resultados en terneros jovenes y vacas
lecheras jovenes. También se utiliza como suplemento proteico parcial en los de engorde (Polo,
2010).

Respecto al consumo humano, el triticale se parece mas al trigo que al centeno en
cuanto a calidad panadera, sin embargo, los niveles cualitativos no alcanzan a los del trigo
(Polo, 2010). A pesar de que la harina de triticale forma gluten, la cantidad del mismo es
bastante inferior a la del trigo (por lo que da lugar a un pan de menor volumen) y su calidad es
muchas veces inferior también. El color del grano, a menudo amarronado, confiere un color mas

oscuro a la harina (Royo, 1992).
2.1.5.2. Otros usos en la agricultura

Otro posible uso es el abonado en verde, como indican Ferro Palma y Llera (2011), los
abonos verdes se utilizan para afiadir nutrientes y materia organica al suelo. También sirven

para mejorar la estabilidad y estructura del suelo, controlando el lavado de nutrientes, en

especial el nitrégeno, su erosion, las malas hierbas y algunas plagas. El uso de gramineas, como
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el centeno, triticale, cebada y avena es menos frecuente en la regién mediterranea, pero esta
muy recomendado en Norteamérica.

Se han demostrado las buenas cualidades del triticale para la produccion de
biocombustibles. Investigadores de la Universidad de Letonia llegaron a la conclusion de que el
triticale y el trigo eran las materias primas mas prometedoras para la produccion de etanol en
ese pais. Ademas, investigadores en la universidad de Hohenheim concluyeron que en la

produccién de etanol por hectéarea, el triticale era superior al trigo y al centeno (Sosulski, 2000).

2.1.5.3. El Triticale de doble aptitud

En la dehesa existen, a lo largo del afio, periodos de escasez de alimentos para los
animales. En el periodo invernal y estival, la produccion de gramineas y leguminosas se reduce,
hasta el punto de no poder ofrecer alimento suficiente para el ganado. Una posible solucién es la
introduccidn de cereales de doble aptitud (forraje-grano) en la dehesa.

Los cereales de invierno estan adquiriendo cada vez méas importancia en los sistemas
forrajeros de un gran numero de regiones de todo el mundo (Caballero et al., 1995; Rebolé et
al., 1996; Kraiem et al., 1997; Delogu et al., 2002; Francia et al., 2006; Hargreaves et al.,
2009). Andueza (2000) indica que, entre sus caracteristicas, destacan su elevado potencial
productivo durante el invierno y su calidad nutritiva, que los convierte en forrajes adecuados
para la cria de ganado. Las explotaciones extensivas (incluida la dehesa) estan introduciendo en
su sistema de produccion la siembra de cereales de invierno para un doble uso: pastoreado o
segado en invierno y segado para grano o conservar el forraje al final del ciclo (Bonachela et al.,
1995; Delogu et al., 2002; Francia et al., 2006; Hargreaves et al., 2009). Gil et al. (2009)
sefialan que, en caso de necesidad y donde la pluviometria en primavera no sea un factor
limitante, o bien cuando existe la posibilidad de dar un riego alternativo, pueden darse sucesivos
aprovechamientos, hasta un maximo de dos para los triticales de primavera y facultativos y de
tres para los intermedios y de invierno, si finalmente se pretende obtener una cosecha de grano.

Rebolé et al. (1996) y Delogu et al. (2002) indican que la cebada, avena y triticale son
los cereales de invierno que suelen utilizarse en areas de clima mediterraneo, ya que son los que
mejor soportan las erraticas caracteristicas de este clima. El triticale, incluso en terrenos
marginales, es capaz de soportar un doble aprovechamiento, cosa que el trigo o la cebada no
pueden (Santiveri et al., 2004). Royo et al. (1994) exponen que en ambientes sin déficit hidrico
en los momentos criticos del cultivo, la biomasa cosechada en estado de grano lechoso o el
grano cosechado en madurez, no ven reducido su rendimiento por un aprovechamiento previo

en el invierno.

21



Revisién bibliografica

2.1.5.3.1. Manejo del triticale de doble aptitud

Segin Muldoon (1985) esta habilidad para rebrotar tras el aprovechamiento se debe a
que el meristemo basal de crecimiento es muy bajo, y por tanto, la capacidad de emitir un nuevo
tallo es alta. Saroff et al. (2003), indican que también influye la gran capacidad de expansién
foliar tras el pastoreo y el alto nimero de yemas que potencialmente pueden desarrollar
macollos. No solo influye la especie, sino que la recuperacién de la planta después de
aprovechamientos invernales depende del genotipo, del momento fisiolégico del
aprovechamiento, del nivel de agua y nutrientes disponibles y de las condiciones ambientales
(Marinetto, 1992; Llera et al., 1999; Delogu et al., 2002). Martinez-Ochoa et al. (1989) sefialan
gue la obtencién de forraje en los cereales afecta al rendimiento en grano de forma muy
variable, ya que depende de condiciones ambientales, practicas de cultivo, fertilidad del suelo y
genotipo de la planta. Por lo tanto, para este doble uso, un manejo correcto del cultivo y su
momento de corte, segln Francia et al. (2006), afectara al rebrote del cultivo y por tanto, al
rendimiento final del forraje asi como a su composicién nutritiva (Kozloski et al., 2005;
Hargreaves et al., 2009). Es importante el momento en el que se realiza el pastoreo, ya que éste
ha de hacerse cuando el cultivo se encuentra en el estado 30 de la escala de Zadoks et al. (1974)
ya que aprovechamientos “a diente” en estadios posteriores pueden reducir considerablemente
el rendimiento y la calidad de la cosecha final del grano (Royo et al., 1994; Llera, 1997; Llera et
al., 1997), aunque el manejo afecta menos al triticale que a la cebada o a la avena (Muldoon,
1985).

Carnide et al. (1988) afirman que el aprovechamiento del forraje durante el ahijado
puede no afectar a la produccion de grano. Royo (1992) observo que, en condiciones favorables,
cabe esperar un aumento de la produccidn de grano tras el pastoreo, mientras que Kilcher (1982)
afirma que en condiciones mas desfavorables es previsible una disminucion importante del
rendimiento del grano, disminucion aun mas fuerte si se aplican dos cortes en vez de uno
(Garcia del Moral et al., 1995). Lo que si parece probado es que la siega no afecta al nimero de
tallos productivos por hectarea, pero si al nimero de granos por espiga y al peso de los mismos
(Muldoon, 1985). De la misma manera, se ha investigado que existe una compensacién entre el
nimero de espigas por metro cuadrado y el nimero de granos por espiga, manteniéndose el
nimero de granos por metro cuadrado invariable (Santiveri et al., 2004).

Llera et al. (2011a) sugieren que para conseguir el éxito en el cultivo del triticale de

doble aptitud, hay que tener en cuenta tres cuestiones:

- La precocidad, muy importante en los primeros estadios de su desarrollo, ya que cuanto
antes se alcance el estado de ahijado, antes podra ser aprovechado por el ganado y mas

tiempo tendréa para seguir creciendo y proporcionar una buena produccion de grano. Por
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ello, la siembra debe realizarse en el mes de octubre para que pueda ser aprovechado
por el ganado en diciembre.

- El ahijado, ya que a mayor nimero de hijos mayor cantidad de biomasa va a
proporcionar el cultivo. Llera et al. (2011b) han estudiado la tasa de ahijamiento
(ndimero de hijos que proporciona una planta) y del indice de supervivencia (hijos que
dan lugar a espiga) del triticale de doble aptitud, y han establecido que entre estas dos
variables existe una relacion negativa, es decir, a medida que aumenta la tasa de
ahijamiento disminuye el indice de supervivencia.

- La capacidad de rebrote, es decir, que el cultivo sea capaz de regenerar su parte aérea a

partir del remanente que haya dejado el ganado tras el pastoreo.

El rebrote depende a su vez de tres factores fundamentales:

- La intensidad del pastoreo (carga ganadera y duracion del pastoreo). ElI manejo del
pastoreo y su impacto sobre la estructura y dinamica del cultivo es de vital importancia,
ya que el aprovechamiento forrajero debe hacerse sin que se eliminen los apices
reproductivos de la planta, que permitiran el rebrote y finalmente, el espigado de los
hijos.

- El momento del aprovechamiento. EI momento méas adecuado es al final del ahijado, ya
que los puntos de crecimiento (que daran lugar a las espigas) se encuentran por debajo
del nivel del suelo, en el nudo de ahijamiento, y por tanto, no existe peligro de que
puedan ser eliminados por el pastoreo. También, en este momento, es cuando se obtiene
la mayor cantidad de forraje con una buena calidad. Si se retrasase el aprovechamiento
(a partir del encafiado), los entrenudos del tallo comenzarian a alargarse empujando la
espiga hacia arriba, provocando por tanto, la eliminacion de estos apices reproductivos
y se comprometeria seriamente la cosecha de grano (Royo, 1992), reduciéndose la
calidad al disminuir el contenido de proteina.

- La fertilizacion nitrogenada tras cada pastoreo es fundamental para que se produzca un
buen rebrote y se logre una rapida regeneracién de la parte aérea de la planta. Llera et
al. (1997), Llera (2002) y Gil et al. (2009) han determinado las exportaciones de
nitrégeno que realiza el cultivo cuando es pastoreado por el ganado durante el ahijado,
estableciéndose una cantidad de nitrégeno a aportar al cultivo en torno a 40-50 kg ha.
En estudios posteriores, Llera y Cruz (2012) han establecido que la cantidad de

nitrégeno a aplicar después del pastoreo es de 55 kg ha™.

De los distintos tipos de triticales, primavera, facultativos, intermedios e invernales (Ye

et al., 2001), son los facultativos e intermedios los que mejor se adaptan a la doble aptitud ya
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que poseen mayor capacidad de ahijamiento y rebrote que los primaverales y alcanzan
producciones de forraje mayores en las primeras fases del desarrollo que los invernales. En el
Programa de Seleccién de Triticales del Centro de Investigacion Agraria Finca “La Orden-
Valdesequera” se han obtenido dos variedades con este fin: Verato de tipo intermedio (ciclo
medio-largo) y Montijano tipo facultativo (ciclo medio-corto). Estas variedades son idoneas
para utilizarlas en pastoreo directo y dejarlas que sigan su ciclo hasta el final, ya que son

capaces de proporcionar una buena cosecha de grano.

2.2. Calidad del triticale

Un aspecto muy importante de la produccion de los cereales en la dehesa es su calidad o
valor nutritivo, ya que de éste dependera en gran parte el comportamiento productivo de los
animales. Estos requieren de una dieta compuesta por seis elementos basicos para crecer: fibra,
energia, proteina, minerales, vitaminas y agua.

El conocimiento de la calidad de los forrajes, de forma rapida y fiable, es de particular
relevancia en zonas ganaderas donde las praderas son la principal fuente de alimento para el
ganado (Alomar y Fuchslocher, 1998). Esto es esencial no sélo por la salud animal, también
desde un punto de vista econémico, donde el coste de la alimentacién es simplemente el mas
importante de los costes en un sistema productivo, ya que determina el esperado retorno
financiero para el agricultor (Givens et al., 1997).

Osborne et al. (1993), sefialan que diversas y modernas técnicas instrumentales basadas
en la medida de propiedades fisicas de una muestra, han sido desarrolladas en respuesta a la
necesidad de métodos analiticos alternativos a las técnicas tradicionales, en donde la tecnologia
NIRs ha sido una de las mas exitosas, la que combina rapidez, precision y simplicidad
experimental. Poblaciones et al. (2008) desarrollan ecuaciones de calibracion mediante
Espectroscopia de Reflectancia en el Infrarrojo Cercano (NIRs) (1100-2500 nm), para el analisis
de la humedad, proteina bruta (PB), digestibilidad, fibra acido detergente (FAD), fibra neutro
detergente (FND) y lignina acido detergente (LAD) en gramineas como Dactylis glomerata L,
Festuca arundinacea Schreb, Lolium perenne L. y Phalaris aquatica L., obteniendo buenos
resultados.

El contenido de carbohidratos (solubles y estructurales) y los compuestos nitrogenados
constituyen indicadores bioquimicos que reflejan el grado de actividad metabdlica y la calidad
de los pastos (Lemaire, 1995 y Del Pozo, 1998).
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2.2.1. Calidad del grano de triticale

El valor nutritivo del grano de los cereales se mide por el porcentaje de proteina y la
calidad biolégica de la misma, a mayores valores mayor calidad.

La Fundacion Espafiola para el Desarrollo de la Alimentacion Animal (FEDNA, 2004)

indica que el contenido proteico del grano ha disminuido a valores proximos al 12%,

debido a que se cultiva en areas marginales. Llera (1997) ha trabajado con triticales con

hasta 14.85% de proteina en grano (tabla 2).

El grano de triticale tiene actualmente un valor nutritivo intermedio entre el de centeno
y el de trigo, pero mas proximo a éste Gltimo, especialmente cuando se cultiva en zonas fértiles.
El contenido proteico total del triticale es similar al del trigo que esta préximo a 11.30%, y por
tanto, superior al de otros granos de cereales. El contenido en aminoécidos esenciales parece
estar mas proxima al trigo que al centeno, por lo que la calidad proteica del triticale es superior
a la media de los cereales de los que procede. En general, la concentracion de lisina es
aproximadamente un 30% superior a la del trigo. El contenido medio de almidon del grano es de
un 56%, intermedio entre trigo y centeno, con un 23% de amilasa (FEDNA, 2004).

Como en el resto de cereales, su contenido en elementos minerales es bajo y es
relativamente alto en fosforo, potasio, zinc y manganeso. La disponibilidad del fosforo es
elevada (Royo, 1992).

El contenido de vitaminas del triticale es parecido al del trigo, excepto el de niacina que
es la vitamina limitante en el caso del triticale (Royo, 1992).

2.2.2. Calidad del forraje de triticale

Rinehart (2008) apunta algunos principios de la alimentacién de los rumiantes:

- Los rumiantes estan adaptados para usar forraje debido a los microorganismos presentes
en su rumen.

- Cantidades adecuadas de forraje verde pueden suplementar la mayoria, sino toda, la
energia y proteina que los rumiantes necesitan.

- La composicion nutricional del forraje cambia dependiendo de la madurez de la planta,
especie, estacion, humedad y sistema de pastoreo.

- La suplementacion excesiva puede reducir la habilidad de los microbios del rumen para

usar el forraje.

La preocupacién nutricional para rumiantes se centra en la energia (carbohidratos), proteina,

minerales, vitaminas y agua. La energia es responsable de las funciones de crecimiento y
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mantenimiento del animal y de la generacion de calor. La proteina hace crecer el tejido y realiza
otras funciones vitales (Rinehart, 2008). Los microorganismos del rumen permiten a los
rumiantes obtener energia de los carbohidratos fibrosos (celulosa y hemicelulosa) que estan
ligados a la lignina perteneciente a los forrajes. El rumen almacena temporalmente la fibra para
que fermente la celulosa y la hemicelulosa, de hecho la presencia de fibra es necesaria para
estimular la rumia.

El triticale, ademas de sus ventajas adaptativas, tiene una composicion nutricional 6ptima en
cuanto a vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales se refiere (Lorenz et al., 1974).
Ademas, posee un alto contenido en almidon, lipidos, fibra y proteina comparado con el trigo
(Dyson, 2006).

2.2.2.1. Proteina del forraje

La proteina es la estructura basica de los tejidos de los animales, es importante no sélo
para el crecimiento y produccion de leche sino también para el mantenimiento del animal (Hall
et al., 2011). Un déficit implica una limitacion a nivel de produccion de los animales y una
menor eficacia en la utilizacion de la racion (De la Roza y Martinez, 1994). Robinson et al.
(1998) sefialan que la proteina provee de aminoécidos esenciales tanto a los microbios del
rumen como al animal. A mayor proteina proveniente del forraje se necesita menor cantidad de
suplemento. Sin embargo, la mayoria de los nutricionistas consideran que el valor de energia e
ingesta de forraje tiene una mayor importancia.

La proteina est4 intimamente relacionada con la cantidad de nitrégeno en la planta
(Robinson et al., 1998 y Langevele et al., 2008) y es el primer indicador de la calidad,
encontrandose en mayor proporcién en hojas, donde se realiza la fotosintesis que provoca que
sean Organos ricos en proteina y otras sustancias de elevado valor nutritivo, y pobres en paredes
celulares (Andueza, 2000).

El contenido de proteina variara dependiendo de la fertilidad y la humedad del suelo, y
otras condiciones de crecimiento (Royo, 1992). Fernandez et al. (1991) estudiaron la influencia
del nimero de aprovechamientos en la calidad nutritiva del pasto estrella (Cynodon
nlemfuensis), concluyendo que, a medida que aumenta el nimero de aprovechamientos
disminuye la calidad del forraje, al disminuir la cantidad de PB y aumentar la FND,
disminuyendo la digestibilidad. Chamorro et al. (2002) sefialan que es preciso establecer con
claridad tanto los niveles de fertilizacion como la edad del pasto, ya que afectan de forma clara a
la concentracion de proteina, digestibilidad de la pared celular, calidad y consumo de la materia
seca del forraje. Collins et al. (1981) apuntan que el nitrdgeno aumenta la cantidad y calidad de
la materia seca del pasto como los carbohidratos no estructurales, fosforo, potasio y magnesio.

Cuando se aplica nitrégeno a una pradera de graminea, hay un incremento del porcentaje de
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proteina. Wilman y Wright (1983) en un ensayo en Inglaterra, al pasar de cero a 100 Kg N ha,
en una media de 32 ensayos, se elevo en 0.16 unidades el porcentaje de proteina. Pasando de
100 a 200 kg N ha? el incremento fue de 0.24. Jung y Deetz, (1993) muestran que la
concentracion de FND y lignina aumenta mientras que la proteina disminuye en forrajes de edad
avanzada. Del Pozo et al. (2002) en el pasto estrella (Cynodon nlemfuensis), comprobaron la
influencia de la edad del rebrote y el nivel de nitr6geno en el contenido de proteinas (figura 14).
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Figura 14. Cambios en el contenido de PB % con la edad del rebrote y el nivel de nitrégeno
en Cynodon nlemfuensis (Del Pozo et al., 2002)

Si los intervalos de defoliacién en la pradera de graminea son largos, el mayor
crecimiento vegetal provocado por la aplicacion de nitrégeno hace que el porcentaje de proteina
de la pradera disminuya: ley de dilucion (Lemaire y Salette, 1984). A medida que aumenta la
produccién de materia seca, se produce un efecto de dilucion de la proteina (disminuye) por un
proceso de traslocacién desde las partes vegetativas a las reproductivas (Marino et al., 2004).
Existen evidencias de que las curvas de dilucion de la proteina, permiten evaluar la calidad de
los pastos (Juarez y Bolafios, 2007) ya que pueden seleccionarse nuevas lineas que maximicen
el contenido en proteina, sin ver comprometida la produccion de biomasa. Llera et al. (2012)
han establecido las curvas de dilucion del triticale cv. "Verato” en funcion de la densidad de
siembra, las dosis de abono nitrogenado y el nimero de aprovechamientos, concluyendo que la
densidad de siembra no afectaba a la produccién de biomasa ni a la concentracion de proteinas
en el forraje, al contrario que el nimero de aprovechamientos y la cantidad de nitrégeno
aportado, que si afectan significativamente, destacando una relacién negativa entre el aumento
de la biomasa producida y la concentracién de proteinas en el forraje de triticale cv. “Verato'.

En la tabla 2 se muestra el contenido de proteina del forraje de diversas lineas de

triticale, siendo el contenido medio del 23.29% de la materia seca (Llera, 1997).
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Tabla 2. Proteina del forraje del triticale de doble aptitud en condiciones Mediterraneas (Llera,

1997)
. MS Forraje Conte|:1ido de Produccion de Coptenido de .
Linea (kg ha') proteina del grano (kg ha) proteina del grano Tipo
forraje (%)
LO3Ex 1.904 23.60 5.227 10.85 D. Aptitud
LO11Ex 1.634 27.95 4,732 12.80 D. Aptitud
LO15Ex 1.832 22.50 4.706 13.70 D. Aptitud
LO30Ex 1.762 22.40 4.226 13.00 Forraje
LO33Ex 2.049 22.95 3.467 13.40 Forraje
LO46EXx 1.999 20.45 3.279 14.60 Forraje
LOS50EX 2.042 21.70 3.586 14.30 Forraje
LO59EX 2.054 24.80 4.546 14.85 D. Aptitud

2.2.2.2. Fibra Bruta (FB), Fibra Neutro Detergente (FND), Fibra Acido Detergente (FAD)
y Lignina Acido Detergente (LAD)

En los afios 60 se desarroll6 la técnica de Tilley y Terry para medir la digestibilidad in
vitro de la materia seca de los forrajes, comenzando asi el auge de la evaluacién sistematica de
la calidad de los recursos forrajeros. Posteriormente, Van Soest inventd una técnica para
cuantificar la FND, FAD y LAD. Desde entonces estos parametros, conjuntamente con la
determinacion de PB, constituyeron el pilar de la evaluacion de recursos forrajeros en el mundo
(Di Marco, 2011), aunque existen otros criterios para poder evaluar la calidad de los forrajes y
cada laboratorio usa el que considera mas conveniente.

En general, los constituyentes quimicos de las plantas pueden ser divididos en
componentes estructurales de la pared celular (lignina, hemicelulosa, celulosa y silice) y el
contenido celular soluble (azucares, almidon, fructosanos, acidos organicos y fracciones
nitrogenadas) (Parsi et al., 2001). Los forrajes contienen un 25-60% de FB.

La FB es considerada como una mezcla de celulosa, hemicelulosa, pectinas, R-glucanos,
lignina y acidos fendlicos, entre otros, y cuya funcion en la planta es estructural (celulosa,
hemicelulosa, pectina...) y no estructural (polisacaridos...) y tiene un efecto importante sobre la
digestibilidad de la biomasa (Buxton, 1996; Kozloski et al., 2005). En nutricion, el término fibra
se refiere a los componentes nutricionales derivados de plantas que no pueden ser digeridos por
los sistemas enzimaticos de los mamiferos (Moore y Hatfield, 1994), aunque si por los enzimas
de los microorganismos ruminales y del intestino grueso. La facilidad con la que los
microorganismos del rumen degradan esa fibra depende de la distribucion de las diferentes
moléculas (celulosa, hemicelulosa, lignina), dentro de la planta, de los enlaces entre ellas y de
su sustitucion por compuestos fendlicos (Chesson et al., 1983).

La FND se compone de hemicelulosa, celulosa, lignina y cutina. Este componente

representa entre el 30 y el 80% de la FB en los recursos forrajeros. En rumiantes, los solubles
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celulares (MO menos FND) son casi completamente digeribles. La degradabilidad de la FND es
muy variable, principalmente debido a diferencias en composicién y estructura. Esto resulta en
una limitada disponibilidad de la energia en forrajes para los rumiantes (Buxton y Redfearn,
1997). Los valores de FND son importantes porque reflejan la cantidad de forraje que el animal
puede consumir. A medida que aumenta el porcentaje FND, la ingestion de materia seca
generalmente disminuird. Mas del 50% de la fibra del forraje pasa a través del tracto digestivo
sin ser degradada (Cherney et al., 1991). Se ha asumido que, en dietas fibrosas, es el volumen y
el tiempo de permanencia de los forrajes lo que en primer lugar limita el consumo, debido a que
la materia sin digerir permanece en el tracto digestivo (Jung, 1997).

La FAD esta formada por celulosa, lignina y cutina y representa entre el 20 % y el 40 %
de la FB. A medida que aumenta el FAD la digestibilidad del forraje disminuye normalmente.
La diferencia entre la FND y la FAD proporciona el contenido de hemicelulosa del forraje,
siendo un dato importante porque esta puede ser utilizada por los rumiantes. Generalmente, la
fibra que tiene baja celulosa, lignina y hemicelulosa va a ocupar menos espacio en el estdmago
y sera capaz de aportar grandes cantidades de energia al animal. Las fibras con alto contenido de
estos materiales ocupan mayor espacio y producen menos energia para el animal.

La LAD se compone de lignina y cutina, pudiendo representar, aproximadamente, entre
el 4% yel 12 % de la FB. Uno de los mayores limitantes para la degradabilidad de la fibra es la
presencia de lignina, aunque la pobre utilizacion de la fibra en rumiantes también obedece a
limitaciones fisicas a nivel de organizacion celular (Barahona y Sanchez, 2005). La lignina esta
asociada estrechamente a los carbohidratos de la pared con los que forma complejos
(ligninocelulésicos) que dificultan la accion enzimética. La cantidad de lignina es el factor mas
critico que afecta a la digestibilidad encontrandose junto al silice en cantidades variables en la
pared celular, siendo la calidad afectada en forma primordial por la reduccion de la
digestibilidad y tasa de digestion, lo cual se refleja en un menor consumo voluntario (Parsi et
al., 2001), ademas, la lignina, que aumenta segun crece el forraje, estd asociada a una baja
digestibilidad de la materia seca (Jung y Vogel, 1986).

El contenido de las fibras, y por tanto de la calidad como alimento, descritas
anteriormente, varian en su valor segun la etapa de crecimiento en la que se encuentre la planta
y sus diferentes fracciones. Estas a su vez varian segin las condiciones ambientales, como el
suelo, clima y fertilizacién y por su manejo, por ejemplo el nimero de aprovechamiento que se
realicen. Norton (1981) afirma que las diferencias en el valor nutritivo de los pastos radican en
la anatomia, fisiologia y bioquimica de la planta (células, tejidos) y en su composicion
morfoldgica (distribucién y proporcién de 6rganos).

Un aspecto de interés es los cambios en los principales componentes de los forrajes con
la madurez y cdmo afectan éstos a su calidad (MGAP-IPA, 1995) (figura 16). En las primeras

etapas de su desarrollo, las células vegetales deben ser capaces de crecer en tamafio (liyama et
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al., 1993) y el citoplasma constituye una importante proporcion de la materia seca, siendo la
pared celular la menos importante. En este estadio, la pared celular recibe el nombre de pared
primaria y es capaz de alargarse porque los polimeros de la pared no estan ligados entre si. La
pared primaria est4 constituida por varios polisacéridos, incluyendo celulosa, B-glucanos de
enlaces mixtos, heteroglucanos, glucuronarabinoxilanos y heteroxilanos (Moore y Hatfield,
1994), siendo los xilanos mas abundantes en las paredes de las gramineas que en las de las
leguminosas.

A medida que el forraje madura, diversos factores interacttan, disminuye el citoplasma
aumentando los carbohidratos estructurales y la lignificacién de los mismos. Esto se produce
por un aumento relativo de los tallos, los cuales poseen mas lignina que las hojas (Parsi et al.,
2001). Jung y Allen (1995) sugirieron que la formacién de puentes de ferulato entre la lignina 'y
los polisacaridos es un factor adicional que limita la degradacién de fibra en el rumen. Del Pozo
et al. (2002), en el pasto estrella (Cynodon nlemfuensis), comprobaron la influencia de la edad
del rebrote y el nivel de nitrégeno en el contenido de carbohidratos solubles totales (figura 15),
encontrando que, cuando la concentracién de nitrégeno es baja, se reduce el contenido de

carbohidratos solubles y de PB, aumentando los carbohidratos estructurales (FB).
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Figura 15. Influencia de la edad del rebrote y el nivel de nitrégeno en el contenido de carbohidratos
solubles totales en Cynodon nlemfuensis (Del Pozo et al., 2002)

Cuando la célula vegetal deja de crecer e inicia el proceso de maduracion, también se
inicia la deposicion de la pared secundaria y el proceso de lignificacion. Al avanzar el estado de
madurez, la proporcion de los componentes de la pared celular de los pastos (celulosa,
hemicelulosa y lignina) aumenta, mientras la proporcion del contenido celular disminuye

(Bruinenberg et al., 2000), lo que genera una disminucién de la digestibilidad (figura 16).
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Figura 16. Variacién del consumo, digestibilidad, rendimiento, proteina y fibra de un forraje al
pasar del estado vegetativo a plena floracion (Bruinenberg et al., 2000)

Aparte de la evolucion natural de las plantas, un factor muy importante es la
temperatura, ya que es el factor que ejerce mayor influencia en la calidad del forraje. Como
indican Trujillo y Uriarte (2005) al aumentar la misma, la digestibilidad disminuye como
resultado de la combinacion de dos efectos: alta temperatura ambiente resulta en aumento de la
lignificacion de la pared celular y ademés, promueve un incremento de la actividad metabdlica
con elevacion de la tasa de crecimiento, lo cual disminuye el pool de metabolitos en el
contenido celular. Esta actividad reduce el contenido de nitratos, de proteina, y de carbohidratos
solubles del pool metabélico, mientras aumentan los componentes de la pared. A mayor
temperatura aumenta la actividad enzimatica asociada a la biosintesis de lignina (Van Soest,
1994).

Otro factor es el abonado nitrogenado: la fertilizacion nitrogenada tiene un efecto
positivo sobre la produccion de materia seca y el contenido de proteina. Los aminoécidos y las
proteinas son sintetizados a partir de los azlcares, por lo tanto, los carbohidratos solubles
disminuyen. Este efecto se acelera a temperaturas altas (Trujillo y Uriarte, 2005).

Un ejemplo de la influencia del manejo en el contenido de fibras es el que proporcionan
Gonzélez et al. (2005), que comprobaron la influencia de la densidad de siembra en el contenido
de fibra de un forraje de maiz, no observando diferencias significativas entre las distintas
densidades de plantas y la fibra (tabla 3). Aunque otros autores, como Cusicanqui y Lauer
(1999) si detectaron incrementos en el contenido de FND y reducciones en la digestibilidad de

la materia seca.

31



Revisién bibliografica

Tabla 3. Efecto de la densidad de poblacién sobre la calidad del forraje en un hibrido de maiz
(Gonzélez et al. 2005)

Densidad de poblacion (x10* pl ha!)

Variable 5 8 10 Significancia
FND (% MS) 44.2 44.2 454 ns
FAD (% MS) 24.1 24.4 25.3 ns

Por otra parte, el problema de la baja degradabilidad de los forrajes estéa relacionado con
la frecuencia del pastoreo, las practicas de fertilizacion, el uso de sistemas silvopastorales y la
renovacion de praderas degradadas (Barahona y Sa&nchez, 2005). En un sentido amplio, un
adecuado manejo de los pastos debe considerar la interaccion pasto-animal-ambiente con el
objetivo de alcanzar maximos rendimientos de forraje en cantidad y calidad, con la mejor
estabilidad y persistencia del pastizal junto al 6ptimo de produccién animal (Carambula, 1996).

A fin de aumentar la degradabilidad de los forrajes, los programas de mejora y seleccién
deben concentrarse en reducir el contenido de fibra y en aumentar su digestibilidad (Barahona y
Sanchez, 2005). En los triticales, principalmente en los de habito intermedio, se encontraron
valores de FAD menores al 30% y valores de FND menores al 50%, cuando se realizaron dos
cortes; lo anterior significa que el contenido de fibra de estos materiales estd dentro de los

rangos de forrajes de alta calidad, como la alfalfa (tabla 4) (Béjar y Ammar, 2007).

Tabla 4. Rendimiento y calidad nutritiva de triticales forrajeros y otras especies de invierno (Béjar
y Ammar, 2007)

Genotipo PB (%) FND (%) FAD (%) VRF

Cebada 14.15 49.72 23.73 128
Trigo rojo 15.85 49.57 30.65 125
Centeno 15.84 56.84 28.82 110
Av. Cuauh. 19.60 42.64 25.28 161
Av. Coker 18.85 55.82 30.12 111
Trit. L7 16.50 54.42 29.03 114
Trit. L13 16.74 51.32 27.21 123
Trit. L16 19.77 5176 24.86 123
Trit. L4 19.46 49.04 21.16 132
Trit. L5 15.96 52.79 29.27 118
Trit. L8 17.10 51.50 27.53 122
Trit. L9 15.36 49.85 26.98 126
Trit. L11 17.16 51.24 24.92 124
Trit. L12 13.26 55.39 28.43 113
Trit. L14 11.59 50.57 27.10 125
Trit. L15 18.58 52.24 31.60 118
Trit. L17 21.12 49.81 24.10 128
Trit. L1 2471 45.98 21.99 129
Trit. L3 11.44 54.63 28.72 114
Trit. L18 22.36 50.94 23.73 126
Trit. L19 22.82 47.67 21.43 136
Trit. AN34 11.33 51.66 27.98 122
Ryegrass 16.00 35.80 28.58 183
Trit. L2 19.51 48.33 23.81 132
Trit. L6 14.74 52.90 27.62 119
Trit. L10 13.96 55.25 30.29 112
Trit. L20 14.92 51.23 26.29 123
Trit. AN31 15.29 50.72 26.03 125
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2.2.2.3. Valor relativo del forraje (VRF)

A lo largo de la historia se han investigado varios indices de calidad del forraje, por
ejemplo, consumo de energia digestible, indice de calidad, indice de valor nutritivo y valor
relativo del forraje (Moore y Hatfield, 1994).

La medida de la calidad del forraje de alfalfa mas ampliamente aceptada es el Valor
Relativo del Forraje (VRF). VRF es un indice utilizado para comparar la calidad de los forrajes
en relacién con el valor nutritivo de la alfalfa en plena floracion y se utiliza para comparar
forrajes de la misma especie basandose en la cantidad ingerida y en la digestibilidad de la
materia seca (Dunham, 1998).

El valor relativo del forraje (VRF) es el Unico indice de calidad del forraje utilizado
ampliamente en los Estados Unidos. Fue desarrollado por la American Forage and Grassland
Council (AFGC) (Rohweder et al., 1978). Actualmente, los laboratorios de la National Forage
Testing Association (NFTA) informan de los valores de VRF y los productores de semillas
forrajeras también lo utilizan para indicar la variedad mejorada (Moore y Undersander, 2002).
Los productores y compradores de heno utilizan el VRF para fijar los precios (Undersander,
2001). Conceptualmente, el VRF es similar al sistema francés de las Unidades Lastre
desarrollado por el INRA (1978). EI INRA francés ha propuesto no utilizar la materia seca
como medida de la capacidad de ingestion, sino utilizar la Unidad Lastre (UL) que se define
como la ingestién voluntaria de materia seca de un pasto joven por parte de un rumiante; la
implantacion de este sistema de valoracion de la ingestion ha sido progresiva y en su Ultima
edicion el INRA (2007) ya lo utiliza en todas las especies de rumiantes domésticos. En la tabla
4 se pueden observar valores de VRF de distintos cultivos forrajeros.

Este indice (VRF) estd basado en la estimacion de la Materia Seca Digestible (MSD) y el
Consumo De Materia Seca (CMS) y como indican Jeranyama y Garcia (2004), existen algunas

limitaciones en su uso:

- CMS y MSD se asumen constantes para todos los forrajes.
- FND y FAD son los unicos valores de laboratorio usados para el calculo.
- La proteina del forraje no se utiliza.

- VRF no puede ser utilizado en la formulacidon de raciones o en su evaluacion.

Los rumiantes, en el caso de raciones de buena calidad, regulan la ingestion de alimento de
forma similar a los monogastricos, ingiriendo la cantidad de energia necesaria para cubrir sus
necesidades energéticas. Cuando se usan forrajes, sobre todo si éstos son de mala calidad por
sus altos contenidos en fibras, la capacidad fisica del rumen hace imposible que el animal

ingiera todo el alimento que necesita, por lo que el animal debe obtener parte de la energia
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movilizando sus reservas corporales o recurriendo el ganadero a concentrados. Por ello, es
necesario estimar la calidad del forraje que puede consumir el animal, ya que la capacidad
ruminal suele limitar la inclusion de forrajes en la racion, al retrasar la velocidad del vaciado
ruminal por la permanencia de la fibra en el rumen, haciendo necesario un aumento de

alimentos concentrados.

2.3. Tecnologia NIRs

La tecnologia NIRs es una técnica espectroscopica de gran aplicabilidad en el sector
agroalimentario, farmacéutico o quimico,... ya que permite la cuantificacion de distintos
parametros de composicion de las muestras problema, asi como establecer modelos predictivos
de clasificacién cualitativa, a través de la combinacion de la quimica analitica con técnicas
estadisticas multivariantes; lo que se conoce como quimiometria. Dentro de sus multiples
aplicaciones, permite determinar la composicién nutricional de distintos forrajes (Alomar y
Fuchslocher, 1998; Faughey y Sharma, 2000).

En los Gltimos 40 afios, ésta técnica ha logrado importantes contribuciones al sector de
la produccion agroalimentaria, ya que su correcto uso es capaz de reportar importantes
beneficios de tiempo y dinero, siempre y cuando se mantenga una debida interaccion entre
empresarios agricolas, profesionales del &rea, ambientalistas, plantas procesadoras de alimentos
y proveedores de materias primas (Batten, 1998).

La tecnologia NIRs ha sido ampliamente utilizada tanto en forrajes destinados a
alimentacion animal (Cozzolino, 2002), como en forrajes de praderas o ensilados (Castro et al.,
2005), maiz forrajero (Campo et al., 2007), asi como carne y productos carnicos (Prieto et al.,
2006; Tejerina et al., 2009); ya que se trata de una técnica rapida, precisa, respetuosa con el
medio ambiente y no destructiva, que requiere de una minima o nula preparacion de la materia
prima (Givens et al., 1997). De manera contraria, la principal desventaja de NIRs, sefialada por
Alomar y Fuchslocher (1998), es que requiere de instrumentos de espectroscopia de alta
precisién y valor comercial, aunque para Osborne et al. (1993), seria la dependencia de NIRs a
los métodos empiricos tradicionales de analisis quimicos de alimentos. Por otra parte,
Rodriguez et al. (1996) destacan la necesidad de efectuar calibraciones especificas para cada
espectrofotometro. Murray (1986) y Osborne et al. (1993) afirman que los métodos
cuantitativos y cualitativos tradicionales de analisis son dificultosos, demandan tiempo, mano de

obra, y que los equipos son de un elevado costo.
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2.3.1. Origen y desarrollo de la técnica NIRs

El primer espectro de reflectancia en el infrarrojo data de los estudios de William
Herschel en el afio 1800 (Hindle, 1999). Posteriormente, en 1881 se determiné fotograficamente
el espectro en el infrarrojo cercano (NIR) de varios liquidos organicos, poniendo de manifiesto
la importancia que representan los enlaces de hidrdgeno en la absorcion de energia en la region
NIR (Osborne et al., 1993).

El origen de la técnica NIRs se remonta a Europa, sin embargo, su mayor desarrollo
tuvo lugar en los Estados Unidos de Norteamérica, (Osborne et al., 1993). Pero hasta la década
de los ‘50 no se llevdo a cabo la construccion de espectrofotometros, con los cuales el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), comenzd a estudiar materiales
biolégicos (Hindle, 1999). Norris et al. (1976) dan a conocer en su trabajo Predicting Forage
Quality by Infrared Reflectance Spectroscopy, una de las primeras aplicaciones de NIRs para
predecir la composicion, consumo y digestibilidad de forrajes en el ganado; trabajo que més
tarde fue la base para establecer un sistema computacional para investigaciones sobre forrajes
en el USDA (Givens et al., 1997).

2.3.2. Fundamentos basicos de la espectroscopia

La espectroscopia se basa, esencialmente, en la interacciéon de la radiacién
electromagnética con la materia objeto de estudio (Reeves, 2000). El funcionamiento basico de
esta técnica busca la absorcion de energia por parte de las moléculas constituyentes de la
materia y su posterior reaccion vibratoria, de extension, doblamiento u otras, de los enlaces

covalentes que las conforman (Alomar y Fuchslocher, 1998).

2.3.2.1. Radiacion electromagnética y su infrarrojo cercano

Morcillo (1974) y Osborne et al. (1993) sefialan que la radiacion electromagnética
puede ser considerada como un conjunto de ondas armdnicas simples, las que ondulan
interconectadas entre si mediante campos eléctricos perpendiculares a la direccién de
propagacion y campos magnéticos con la misma frecuencia y perpendicular al campo eléctrico,
siendo éstos los que interactian con la materia objetivo. Por su parte, un movimiento de onda
armonico simple, puede ser caracterizado por las propiedades del seno de ésta, tales como:
frecuencia (nimero de ciclos por segundo de la onda) y longitud de onda.

El vasto espectro de la radiacion electromagnética, se encuentra clasificado en varias
categorias, las cuales, segun Hecht y Zajac (1986), corresponden a una division bastante ligera y

sin universalidad en la nomenclatura fisica actual. Una de las anteriores categorias constituye la
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region infrarroja, la cual se extiende aproximadamente desde 780 nm hasta 1000 mm, siendo
subdividida en infrarrojos cercano, intermedio, lejano y extremo.

La region NIR, para Hechtz y Zajac (1986), estd comprendida entre los 780 nm y 3000
nm, mientras que Osborne et al. (1993) indican como limite superior los 2500 nm. A pesar de lo
anterior, Infrasoft International (1992) coincide con lo propuesto por Osborne et al. (1993), en
que el limite superior de NIR corresponde a los 2500 nm. Por su parte Reeves (2000), menciona
gue existe otra region que se encuentra ubicada entre la visible (400-760 nm) y el NIR, siendo
ésta denominada NIR onda corta (short-wave-NIR) ubicada entre 760 y 1100 nm, y que en
ciertas ocasiones es incluida y utilizada como parte de NIR, considerando la region NIR desde
760 hasta 2500 nm. Para Infrasoft International (1992), la region NIR corresponde desde los
1100 a 2500 nm, y desde los 700 a 1100 es una etapa de transicion entre las regiones visibles y
NIR.

2.3.2.2. Interaccion radiacién — materia en el infrarrojo cercano

La interaccion de la radiacion infrarroja con una muestra puede ser registrada mediante
un espectro de transmitancia o reflectancia. Este se define como la representacion grafica de la
radiacion infrarroja incidente (transmitida o absorbida) en funcion de la longitud de onda (o
numero de onda) de la misma (Morcillo, 1974).

Esencialmente, la técnica NIRs puede ser aplicada mediante dos modos (de radiacion):
transmitancia y reflectancia de la energia (Murray, 1993). Cuando la radiacion incidente (lo)
interactUa con una muestra, ésta puede ser absorbida (l,), transmitida (l;) o reflejada (I;). Segun
la ley de conservacion de la energia, la radiacion total incidente debe ser igual a la sumatoria de
los distintos caminos que pueda seguir la radiacion. Esta se representa en la ecuacion 2.1.
(Murray, 1993; Osborne et al., 1993).

lo=la+ I+ 1, 2.1)

La luz total reflejada por una muestra es la suma de la reflexion especular mas la
reflexion difusa. Esta ultima representa la dispersion de las ondas y ocurre cuando la energia es
transmitida momentaneamente y a la vez absorbida de manera parcial a través de una muestra
para luego emerger difusamente sin un patron definido. La dispersion sufrida por las ondas se
encuentra sujeta a las propiedades fisicas de la superficie sometida, es decir, de la composicion
fisica de la muestra. Las mas importantes son: el tamafio de particulas, contenido de humedad y
temperatura de la misma. La heterogénea composiciéon de una muestra es causante, en adicion a

las caracteristicas fisicas, de una mayor distorsion en la dispersion de la luz expresada en el
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solapamiento de las bandas espectrales correspondientes a la materia analizada (Givens et al.,
1997).

Shenk y Westerhaus (1994) y Reeves (2000), aclaran que de acuerdo a la ley de Beer-
Lambert, la radiacion absorbida por una muestra (At) es directamente proporcional a la
absorbancia de ésta en el momento que ocurre transmision (T) de energia, estableciendo que la
concentracion de los enlaces moleculares es lineal al log 1/T (ecuacion 2.2). Dicha relacion, es
fundamental para cuantificar la absorcion y puede ademéas ser aplicada en mediciones de
reflectancia (R) para aquellos materiales que dispersan luz. La interpretacién de la ley de Beer-

Lambert para utilizarse en reflexion difusa se expresa en la ecuacién 2.3.

At=1logl/T=log I,/ I; (2.2)
Ar=logl/R=logl,/ I (2.3)

donde: At es la radiacion absorbida utilizando transmitancia y Ar utilizando reflectancia. Io:
intensidad de luz que incide en la muestra y proveniente de la fuente. i intensidad de luz

transmitida. I;: intensidad de reflejada.

2.3.2.3. Enlaces moleculares e informacién generada mediante radiacion

El infrarrojo cercano se caracteriza porque las muestras presentan baja absorcion
comparado con otras regiones del infrarrojo. Esto permite la penetracion de la luz en el interior
de la muestra. Tras la interaccion de la radiacion con la muestra, los enlaces covalentes
experimentan la accién vibratoria y de desdoblamiento (Alomar y Fuchslocher, 1998).

Cuando una muestra es irradiada, la luz es absorbida selectivamente de acuerdo a la
frecuencia vibratoria especifica de las moléculas, es decir, se produce un acoplamiento de
iguales frecuencias que provoca cambios en el estado energético de éstas, reflejando la
informacién de los grupos moleculares presentes (Morcillo, 1974; Givens et al., 1997).

Las reacciones vibratorias moleculares, corresponden principalmente a moléculas
asociadas al atomo de hidrdégeno, como pueden ser uniones C-H, O-H y N-H (Uruguay,
instituto de investigaciones agropecuarias INIA, 2001). En general, todos los enlaces de origen
organico presentan bandas de absorcion en la region del infrarrojo cercano, mientras que los
minerales sélo pueden ser detectados en complejos organicos o quelados, o indirectamente en su
efecto sobre enlaces de hidrogeno (Ciavarella et al., 1998; Reeves, 2000).

Las uniones moleculares pueden presentar mas de una banda de absorcién. Osborne et
al. (1993), mencionan que para el enlace mas importante en las moléculas organicas (C-H)

diversos estudios han establecido hasta cinco bandas de absorcion para un mismo compuesto.
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En la tabla 5 se presentan algunas bandas de absorcién que identifican a los constituyentes de

una muestra mediante sus enlaces quimicos (Davies y Grant, (1987) y Osborne et al. (1993)).

Tabla 5. Bandas de absorcion de enlaces quimicos en la region NIRs (Davies y Grant, 1987;
Osborne et al., 1993)

Longitud de onda (nm) Constituyente Enlace asignado
1152 CHs C-H
1170 HC=CH C-H
1200 Lipidos, CH; C-H
1440 Agua, almidén, sacarosa O-H
1730 Lipidos C-H
1780 Lipidos, celulosa C-H
1940 Agua O-H
1980 Proteinas N-H
2080 Almidén, sacarosa O-H
2180 Proteina, CH; C=0, N-H
2320 Lipidos C-H
2350 Lipidos, celulosa C-H

En la ecuacion 2.3 se presentd la relacién que permite aplicar la ley de Beer-Lambert
para reflectancia. La informacion obtenida a partir de los enlaces moleculares presentes en una
muestra es captada por detectores que la amplifican. Posteriormente los espectros son
promediados y expresados como log 1/R (1= referencia) para la longitud de onda
correspondiente (Coventry, 1988; Givens et al., 1997).

2.3.3. Equipos NIRs

El desarrollo tecnoldgico experimentado en las Gltimas décadas, ha permitido el avance
de la técnica NIRs para la creacion de nuevos disefios, tanto de equipos como de sus
componentes (Alomar y Fuchslocher, 1998). Las ciencias involucradas con la técnica: dptica,
electronica, computacion (hardware y software) y quimiometria, han sido importantes
condicionantes para la evolucion de los equipos NIRs (Hindle, 1999; Reeves, 2000).

Al considerar la variada y abundante informacion generada por los espectros NIRs,
obtenida por ejemplo, de distintos alimentos como forrajes o leche, la cual s6lo puede ser
extraida mediante el procesamiento matematico de los datos, Osborne et al. (1993), destacan la
relevancia de los computadores utilizados como componente de los equipos. Asi, sefialan que la
informacién obtenida no seria posible de utilizar sin la presencia de éstos y que a medida que la
velocidad y capacidad de ellos aumente, asi lo hara la utilizacién de NIRs.

La disponibilidad de diferentes modelos de equipos NIRs es alta. Sin embargo,
principalmente estdn compuestos por: una fuente que irradia energia, un discriminador de
longitudes de onda, un medio para exponer la muestra a la irradiacion, un detector que convierta
la energia irradiada a una sefial eléctrica y un procesador de la sefial y lector (Givens et al.,
1997). No obstante, la configuracion basica de los dispositivos antes mencionados difiere entre
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instrumentos segun sea el caracter de accidn de la radiacion que utilice el equipo: transmitancia
o reflectancia (Osborne et al., 1993).

En la actualidad, los instrumentos NIRs es posible encontrarlos en una amplia variedad
de tamafios y formas. Reeves (2000), sefiala que existen diversas formas de clasificacion para
equipos. Segun el mecanismo para presentar la muestra pueden ser de: fibra Optica, celdas
rotatorias para muestras molidas, cubetas para materiales voluminosos y contenedores para
liquidos. En base al disefio dptico pueden clasificarse en equipos de: filtros, rejillas (red de
difraccion), diodos emisores de luz (diode array), detectores simples (single detectors) y esferas
integradas. Segln el rango de longitud de onda que emitan, pueden clasificarse en: infrarrojo
cercano (NIR), onda corta NIR (SWNIR), SWNIR y NIR e infrarrojo medio (MIDIR). Sin
embargo, Deaville y Flinn (2000), mencionan que los equipos mas ampliamente difundidos son
los equipos monocromadores de barrido, que presentan la ventaja de emitir longitudes de onda

gue abarcan el infrarrojo cercano en su totalidad.

2.3.3.1. Monocromadores de barrido

Estos instrumentos, comparten con los deméas equipos la presencia de una fuente de
radiacion, espejos o lentes para enfocar la luz, detectores para cuantificar la luz reflejada y un
estandar interno para ajustar distintas condiciones ambientales (Clark et al., 1987).

La absorcion en NIRs requiere de una fuente de energia de tal magnitud, que la emision
de ésta debe abarcar la region espectral del infrarrojo cercano en su totalidad. Practicamente
todos los instrumentos NIRs utilizan bombillas con filamento de tungsteno como fuente
emisora, existiendo ademas, bombillas haldégenas de cuarzo de mayor duracion que las
anteriores (Osborne et al., 1993). Como fuente dispersora de la luz emitida, un monocromador
utiliza un prisma o red de difraccion que genera diferentes longitudes de onda (Givens et al.,
1997; Alomar y Fuchslocher, 1998), las que son cuantificadas mediante “detectores infrarrojos”,
comunmente de sulfuro de plomo (material fotosensible), y por Gltimo, como estandar interno se
utiliza un ceramico (Givens et al., 1997).

La forma de presentar una muestra para la obtencion de su espectro, es mediante
dispositivos 0 sondas especialmente disefiados para equipos NIRs. Los mas utilizados en
reflectancia cuentan del siguiente disefio; una cubierta circular de cuarzo, de 3,5 cm de
didmetro, montada en un cilindro pléastico o de aluminio (color negro) de un centimetro de
profundidad. Estas pueden ser utilizadas en el andlisis de materiales finamente molidos o con
algun grado de preparacion. Otros modelos de recipientes, permiten trabajar indistintamente en
el modo de reflectancia o transmitancia y con muestras intactas. Para ello, deben poseer una
doble ventana de cuarzo, entre las cuales se deposita la muestra, permitiendo asi el paso de la

radiacion para el caso de transmitancia (Reeves, 2000).
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2.3.4. Fuentes de error en analisis NIRs

Las principales fuentes de variacion en la técnica son referidas a factores intrinsecos de
la muestra en lo que respecta a: tamafio de particula, temperaturas de la muestra e instrumento y
diversidad composicional. En relacidon al equipo, se mencionan factores concernientes al mismo
como fuente de error (divergencia del haz en la celda, reflexién o efectos de interferencia, etc)
(Reeves, 2000). Sin embargo, Norris et al. (1976) advierten que la mayor fuente de error en
mediciones NIRs es la muestra misma en su proceso anterior al analisis, producto de errores de
muestreo, inestabilidad de la muestra, irregularidad de la muestra, problemas de
almacenamiento y errores en los analisis de referencia.

Para calcular el error de laboratorio se utiliza el error estandar de laboratorio (EEL) de
la variable calibrada (Westerhaus, 1989). El EEL se define como el error estdndar de muestras

analizadas en duplicado mediante el método de referencia y cuya formula es:

donde vy e y2son el primer y segundo duplicado del valor de la propiedad a determinar para una

misma muestra, y n es el nimero de muestras

2.3.5. Calibraciones cuantitativas NIRs

Estas se definen como el procedimiento matematico mediante el cual se relacionan las
medidas dpticas de NIRs con un constituyente o propiedad fisica que se desea conocer de una
materia definida (Deaville y Flinn, 2000).

Segun Osborne et al. (1993), para poder realizar medidas cuantitativas con instrumentos
NIRs es necesaria una calibracidn previa, independientemente de los equipos utilizados, Murray
(1988) y Givens et al. (1997), sefialan que al no existir una ley matematica que permita describir
la interaccion de la radiacion con un medio de dispersién de ondas, el cual resulta en una
heterogénea distribucion de éstas, las técnicas de espectroscopia son empiricas o secundarias
puesto que requieren de calibraciones por medio de muestras de conocida composicion,
determinada mediante técnicas primarias 0 métodos tradicionales de analisis quimicos.

El procedimiento usual para calibraciones involucra la coleccion de un grupo de
muestras, las cuales deben ser representativas de la poblacion que sera analizada con el

instrumento (Deaville y Flinn, 2000). El siguiente paso es la coleccion de los espectros y
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andlisis de referencia, pre-tratamiento de la informacion espectral, modelos estadisticos y su

validacion (Givens et al., 1997).

2.3.6. Tratamiento de datos espectrales

Los datos recogidos en reflectancia por el espectrofotometro son transformados a
absorbancia porque el rango de variacion del valor quimico a medir es mas amplio que en
reflectancia.

Posteriormente al almacenamiento de los datos de reflectancia (R) como absorbancia
(log 1/R), es necesario someter la informacion espectral a tratamientos matematicos para,
mediante andlisis estadisticos, determinar las calibraciones més satisfactorias (Shenk y
Westerhaus, 1994; Alomar y Fuchslocher, 1998).

2.3.6.1. Tratamientos matematicos

Al obtener el espectro de una muestra en un espectroradiometro, debido
fundamentalmente al tamafio de las particulas, forma de las particulas, composicion quimica de
la muestra etc., principalmente aparecen tres dispersiones en el espectro, influyendo en el
proceso matematico de elaboracion del modelo de calibracion cuantitativa. Estas dispersiones
son el efecto aditivo, el efecto multiplicativo y la superposicion de la sefial.

Los tratamientos matematicos permiten, en general, reducir interferencias por factores
como el tamafio de particula de la muestra, destacar rasgos del espectro y facilitar el analisis
estadistico de regresion (Shenk y Westerhaus, 1994; Alomar y Fuchslocher, 1998), ademas de
eliminar la falta de linealidad en datos espectrales, debida a la dispersion de luz (Givens et al.,
1997). Estos tratamientos matematicos evitan que los efectos negativos anteriormente
mencionados dominen sobre las variaciones de las medidas con la concentracion.

El tamafio de particulas de una muestra produce interferencias tales como la expansion
0 contraccion del espectro en forma multiplicativa y variaciones en la capacidad de penetracion
de la luz incidente sobre la muestra, para lo cual diversos tratamientos matematicos pueden ser
aplicados al espectro, ya sea en partes localizadas o a la totalidad de éste. Con esto se consigue
eliminar ruidos o interferencias en la muestra, logrando lo que se denomina un espectro
suavizado (Shenk y Westerhaus, 1994; Alomar y Fuchslocher, 1998).

El tratamiento de diferenciaciones o derivadas es sefialado como el més comdn entre las
posibles alternativas a utilizar ya que aminoran los efectos de superposicion y a su vez puede ser
aplicado en conjunto a otros tratamientos. Sin embargo, el uso de derivaciones es sélo
parcialmente atractivo, puesto que reduce sustancialmente el efecto del tamafio de particulas,

pero no lo elimina totalmente (Murray, 1988; Osborne et al., 1993). La utilizacion de
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diferenciaciones permite tratar matematicamente el espectro mediante cambios locales del
mismo y considera el célculo de promedios y sustracciones de los datos de absorcion a distintas
longitudes de onda a lo largo del espectro (Shenk y Westerhaus, 1994), asi reduciendo la alta
correlacion entre los datos espectrales a diferentes longitudes de onda (Osborne et al., 1993).
Segun Davies y Grant (1987) sobre la base de tratamientos de diferenciacion, es posible mejorar
considerablemente la resolucién de las bandas de absorcién mediante la descomposicion de la
compleja combinacién de picos que forman un espectro infrarrojo. Sinnaeve et al. (1994),
sefialan que los mejores resultados obtenidos en el analisis de forrajes, se han conseguido con
una primera o segunda derivada, considerando segmentos e intervalos de cinco datos o puntos.

Los tratamientos matematicos mas destacables dentro de la literatura que permiten
transformaciones a la totalidad del espectro son: Transformacion de Fourier, Correccion de
Variacion Normal Estandar (SNV) y Correccién de Dispersion Multiplicativa (MSC) (Dardenne
et al., 2000; Deaville y Flinn, 2000).

En el procedimiento de MSC se fija un espectro promedio del grupo de muestras y se
busca el ajuste de éste mediante su contraccidn o expansion, logrando asi el mejor parecido de
los espectros al promedio seleccionado (Deaville y Flinn, 2000) y reduciendo los efectos por
adiciéon y multiplicacién en los espectros. EI SNV propuesto por Barnes et al. (1989), elimina la
interferencia multiplicativa o dispersion, reduciendo el efecto de tamafio de particula mediante
el ajuste de cada espectro utilizando los datos del propio espectro para disminuir los efectos de

interferencia.

2.3.7. Muestras aberrantes o extrafas

Segun Westerhaus (1989), durante el proceso de calibracion, uno de los pardmetros mas
importantes es la determinacién de limites para detectar y eliminar muestras aberrantes u
“outliers”.

Murray (1988) sefiala que existen dos criterios para clasificar una muestra como
aberrante: en base a los valores de referencia (informacién quimica), valor denominado “T”, 0 a
sus datos espectrales, valor denominado “H”, donde el primero representa la relacion entre el
valor de prediccion y el de referencia para cada muestra, y el segundo relaciona cada espectro

con el resto de las muestras que forman el grupo de calibracion.

2.3.8. Métodos estadisticos para calibraciones NIRs

El método estadistico mas utilizado en NIRs es el andlisis de regresion (Infrasoft

International, 1992). Givens et al. (1997) destacan la variada disponibilidad de métodos
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multivariables de calibracion, sin embargo todos poseen la misma forma basica, como se

muestra en la ecuacion 2.5.

Y =a+ by X1+ b2Xs +... + b Xk (2.5)

donde Y es la variable a ser medida; a es la constante de regresion de la ecuacion; de b; a by
son los coeficiente de regresion y Xi a Xk son los términos de valores espectrales.

En referencia a la ecuacién, Walpole et al. (1999) sefialan que cuando este modelo es
lineal en los coeficientes, se denomina modelo de regresion lineal maltiple. Montgomery y
Runger (1996) aclaran que se utiliza el término lineal porque la ecuacion (2.5) es una funcién
lineal de los pardmetros desconocidos: a y b; a bx. Ademas, mencionan que frecuentemente los
modelos de regresion lineal multiple se emplean como funciones de aproximacion. Esto es, se
desconoce la verdadera relacion funcional entre Y y b; a bk, pero sobre ciertos rangos de las
variables independientes el modelo de regresion lineal maltiple constituye una aproximacion
adecuada.

Las técnicas de regresion lineal més utilizadas para desarrollar calibraciones NIRs son:
regresion maltiple, componentes principales (PCR) y minimos cuadrados parciales (PLS).

La esencia de los métodos PCR y PLS radica en la asignacion de factores provenientes
de los datos espectrales. El objetivo es el de reducir la cantidad de informacion espectral a
variables no relacionadas, y asi evitar problemas de sobreajuste de las ecuaciones obtenidas,
pero, sin desechar cualquier informacion atil (Osborne et al., 1993). La diferencia entre los
métodos antes mencionados esta basada en la informacion utilizada. PLS utiliza la informacién
quimica de las muestras pertenecientes al grupo de calibracion para realizar la asignacion de los
factores; mientras que para PCR se generan factores omitiendo la informacion quimica
(Infrasoft International, 1992).

Pero en el desarrollo de cualquier modelo de calibracion se necesita de alglin sistema
que, aparte de saber si una calibracién proporciona una capacidad predictiva apropiada, permita
evaluar la conveniencia de utilizar mas o menos componentes principales (valor p= nlmero de
términos de la ecuacién). En el modelo PLS, la seleccion del nimero de factores 6ptimo se
realizard basandose en el estadistico del error cuadratico medio (RMSE = Root Mean Square
Error).

Cuanto mayor sea el nimero de factores, el porcentaje de informacion incluida en el
modelo es mayor y los errores de calibracion disminuyen, sin embargo, la complejidad del
modelo aumenta. Es por ello, que se debe llegar a una solucién de compromiso tratando de
obtener el modelo mas simple con la mejor capacidad predictiva. Uno de los criterios que
usamos para esta seleccion fue la eleccion de los factores que suministre el menor error de

prediccion. La determinacion del nimero de factores o componentes se llevara a cabo utilizando
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como criterios de decisién el andlisis de la ganancia en varianza explicada al afiadir un nuevo
componente al modelo y a través de la comparacion de la representacion grafica del RMSE
frente al nimero de componentes, tanto para calibracion (RMSEC) como para validacion
(RMSEP). Asi, el RMSEC disminuira paulatinamente al aumentar el nimero de componentes,
en cambio, el RMSEP presenta un minimo o bien una disminucion relativa significativamente

menor a partir del nimero dptimo de componentes.

Zn: (YlNIR -y, REF )2

RMSE = |2

n

Siendo n el nimero de muestras, YREF los valores de referencia e YNR los valores
predichos por el modelo. EI RMSE puede ser considerado como el error medio obtenido en el

proceso de modelado y estd expresado en las mismas unidades que los datos de referencia.

2.3.9. Criterios de seleccion de ecuaciones

En el proceso de elaboracion de ecuaciones, para la elaboracion de un modelo de
calibracion, se obtienen distintas ecuaciones de regresion. El problema surge a la hora de
determinar cuél es la mas adecuada, es decir, aquella de la que cabe esperar un mejor
funcionamiento en la préctica: maxima exactitud y robustez (Lépez, 1997).

Los estadisticos utilizados para la evaluacion de ecuaciones NIRs no han sido
totalmente estandarizados por la comunidad NIRs, siendo frecuente que diferentes trabajos
publicados y software difieran a veces en los estadisticos utilizados.

No obstante existen algunos estadisticos de uso muy generalizado, normalmente
propuestos por investigadores en el area NIRs, de relevancia en el desarrollo tedrico de esta
tecnologia (Shenk y westerhaus, 1992; Workman, 2009).

A continuacion, se detallan los diferentes estadisticos de calibracion utilizados en el

desarrollo de las mismas:

— El coeficiente de determinacién (R?), se define como el porcentaje de variabilidad
explicada en las concentraciones modeladas por la ecuaciéon de regresion. Se emplea
tanto en el proceso de calibracion (R?) como en el proceso de validacion cruzada (1-
VR). Un R? de 0 indica que no existe relacion entre ambas variables, mientras que un R?
igual a 1 indica un ajuste perfecto. Un bajo valor de R? indica generalmente que los

valores de laboratorio son imprecisos (Westerhaus, 1989; Shenk y Westerhaus, 1994).
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— El error estandar de calibracion (EEC), de validacion cruzada (EEvc) y de prediccion
(EEP) son los errores estandares de los residuales para el conjunto de calibracion,
validacién cruzada y validacion externa, respectivamente y se obtienen a partir de la

formula general del error estandar (EED) (Infrasoft International, 1992):
EED =,/> (D)’/N (26)

donde: D = diferencia entre dos valores y N = nimero de muestras.

El EEC tiene como funcién comparar diferentes calibraciones generadas a partir de un
mismo grupo de datos, indicando la incertidumbre de la calibracion (Davies y Grant,
1987). Un bajo valor EEC indica un buen ajuste de las muestras usadas para la
calibracion. Si la medicién NIRs y el proceso de calibracion estuvieron libres de error,
el EEC serd igual al error estdndar de laboratorio (EEL) de la variable calibrada
(Westerhaus, 1989).

- Reeves et al. (1991), Murray (1993) y Westerhaus (1989) sefialan que al momento de
seleccionar una ecuacién es necesario considerar ambos indicadores, R? y EEC, como
discriminador de ecuaciones. La férmula general para el EEC y R? se presentan en las

ecuaciones 2.7 y 2.8, respectivamente.

EEC = /—Z(y_x)z 2.7)
(N -tc-1)

donde: y es el valor de referencia; x es el valor predicho por NIRs; N es el nimero de
muestras en el grupo de calibracién y tc es el nimero de términos en la ecuacion de

regresion.

El coeficiente de determinacion se define mediante la siguiente formula:

EEC?
R?=1- 2.8
DE? (2.8)
donde: DE representa la desviacion estandar de los valores de referencia (Westerhaus

1989).
La seleccion de la mejor ecuacion de calibracion esta dada por la relacion entre los
coeficientes de determinacion mas altos y los errores estandar de calibracion méas bajos (Reeves

et al., 1991; Alomar y Fuchslocher, 1998).
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Segun Walpole et al. (1999) el R? sélo indica qué proporcion de la variacion total en la
respuesta Y (valor predicho) se explica con el modelo ajustado, debiendo utilizarse éste como
un criterio mas para seleccionar la mejor ecuacion de regresion. Montgomery y Runger (1996)
sefialan que un valor elevado de R? no necesariamente implica que el modelo de regresion sea
satisfactorio. La adicion de una variable al modelo siempre aumenta el R, sin importar si la
variable es 0 no estadisticamente significativa. Es asi como los modelos que presenten elevados
coeficientes pueden proporcionar predicciones pobres de nuevas observaciones o estimaciones
de la respuesta promedio.

En consideracion a lo expuesto anteriormente, Reeves et al. (1991), Murray (1993) y
Westerhaus (1989) sefialan que al momento de seleccionar una ecuacion es necesario considerar

ambos indicadores, R? y EEC, como discriminadores de ecuaciones.

- El error estandar de la validacion cruzada (EEvc) se obtiene de la prediccion de las
muestras no incluidas en los grupos de calibracién en una validacién cruzada y resulta
ser el mejor estimador de la capacidad de prediccién de una ecuacion de calibracién
(Shenk y Westerhaus, 1996).

Se debe tener en cuenta que el error estdndar de la validacion cruzada serd siempre mayor al
error estandar de la calibracion (Infrasoft International, 1992).
Aunque no existen normas que determinen la mejor ecuacién, la mayoria de los

investigadores NIRs emplean uno o varios de los siguientes criterios:

1. Los valores de error estandar de la calibracion y validacion cruzada deben ser de
magnitud similar entre si y semejantes al error estandar de laboratorio. En general, las
ecuaciones gque posean un error estandar de la validacion cruzada o de prediccién de una
magnitud 1 a 1.5 veces el error estandar de laboratorio, tienen una precision excelente.
Ecuaciones con valores de EEvc 0 EEP de una magnitud de 2 a 3 veces el error estandar
de laboratorio de referencia tienen una precisién buena (Delgado, 2003).

2. Se considera que los valores de EEC o EEvc de dos ecuaciones no son
significativamente diferentes cuando se diferencian en menos del 20% (Delgado, 2003).

3. Los valores del coeficiente de determinacién de la validacion cruzada y de la
calibracion deben ser proximos a 1 6 bien ser acordes con el maximo establecido por la
ecuacion de Workman (2009), donde se estima R? de acuerdo al error estandar de
laboratorio y el error estandar de los valores de concentracion de las muestras
analizadas.

EEL?

2
Rl ml-———
DE rango

(2.9)

46



5.

Revision bibliogréfica

donde: EEL = error estandar del laboratorio y DE rango = error estandar de los valores
X (valores de concentracion)

Shenk y Westerhaus (1994) indican que las calibraciones con valores de R? entre 0.89 y
0.69 producen una buena prediccidn cuantitativa y las que tengan un valor comprendido
entre 0.6 y 0.5 permiten una adecuada separacion entre muestras de alto, medio y bajo
contenido en un determinado parametro analitico. Los mismos autores sugieren que
aquellas calibraciones con un valor de R? inferior al 0.5 permiten (nicamente una

separacién de muestras en dos grandes grupos: alto y bajo contenido.

Se elegiran ecuaciones sencillas que utilicen un menor nimero de términos o factores
PLS.

A igualdad de los estadisticos EEvc y EEC, son preferibles las ecuaciones que utilicen
derivadas y dentro de éstas son preferibles las ecuaciones que utilizan 12 y 22 derivada
frente a las de orden superior.

Otro indice utilizado es el RPD, que es la relacion entre desviacion estandar y el error
estandar de la validacion cruzada (DE/EEvc) que segun Williams et al. (1992), valores
de RPD menores a 2.4 corresponden a ecuaciones poco confiables para propdésitos de
prediccion. Con relaciones RPD entre 2.4 y 3, la calidad predictiva aumenta y la
ecuacion se puede aplicar con fines de aproximacion o clasificacion en rangos. Cuando

el RPD es superior a 3, la calidad de la ecuacidn es aceptable para fines de prediccion.

Todos los estadisticos utilizados guardan relacion con R? Si mejora R? los estadisticos

mejoran correlativamente, luego la clave esta en escoger la calibracion con mayor R? y menor

nimero de componentes principales (CP) y como indice de efectividad el mayor RPD.

Una vez seleccionadas las mejores ecuaciones de calibracion NIRs para cada uno de los

componentes analizados, se procederd a su comprobacién mediante la prediccién de un grupo
externo de muestras (validacion externa). En ese caso, Alomar y Fuchslocher (1998), sefialan
que se calcula un R? (ecuacion 2.8) y un error estandar de prediccion (EEP) el que se determina
con los desvios de los valores predichos respecto de los valores de referencia. La férmula del

EEP se presenta en la ecuacion 2.10.

eep | 200 4
(n, -1
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donde: y es el valor de referencia; x es el valor predicho por NIRs y n, el nimero de muestras en

el grupo de calibracion.

El procedimiento de validacion externa se basa en los siguientes criterios de acuerdo con
Infrasoft International (1992) y Shenk y Westerhaus (1994).

1. El grupo de validacion ha de tener como minimo 9 muestras

2. Se establece como limite para el sesgo el obtenido de acuerdo con la siguiente formula:
Limite sesgo = EEvc x 0.6 (2.11)
3. Se define el error estandar de prediccién corregido por el sesgo (EEP(C)) como un

estimador del error aleatorio o error no explicado por la regresion. Se calcula a partir de

la siguiente formula:

D (Yo — Y, —5€590)°

EEP(C) = |2 N1 (2.12)

donde: N = N° de muestras del grupo de validacion, y.= Valor del constituyente para la
muestra i y yp,i= Valor predicho para la muestra i.

El sesgo expresa la diferencia entre los valores obtenidos en laboratorio y los predichos
por NIRs. El signo del sesgo indica si los valores obtenidos en laboratorio son mayores
0 menores a los obtenidos en la prediccion NIRs, ademas indica el promedio de esa

diferencia.

Al mismo tiempo, se establece un limite para EEP(C) de acuerdo con la férmula:

Limite EEP(C) = EEvc x 1,3 (2.13)

4. La pendiente de la regresion entre los valores predichos y los valores del método de
referencia deberia estar comprendida entre 0.9y 1.0.

5. Lamedia de los valores predichos y de referencia no debe diferir en mas de un 20%.

6. El coeficiente de determinacion (R?) de la regresion establecida entre los valores
predichos y los del método de referencia debe ser mayor de 0,6 e idealmente

aproximarse a 1.
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7. La distancia H de las muestras del grupo de validacion debe ser inferior al valor limite
de 3.

2.3.10. Medicién de la composicion quimica de praderas mediante NIRs

Actualmente, es posible encontrar diversos estudios que dan a conocer resultados de
prediccién mediante el uso de NIRs para fracciones quimicas de forrajes. Gran parte de estos
trabajos estiman la composicion nutricional de forrajes conservados. Estos analisis divergen en
la preparacion de la muestra, ya sean secas o frescas. Uno de estos estudios ha estimado la
composicién quimica de forrajes, previamente sometidos a secado, tales como: Dactylis
glomerata L. y Festuca arundinacea Schreb. Este trabajo destaca que los mejores resultados de
calibracion se han obtenido utilizando la totalidad del espectro, con el método SNV-D y con
diferenciaciones de primer y segundo orden (Naydenova et al., 1998). En tabla 6 se presentan
algunos de los resultados obtenidos por varios autores en la prediccion de la composicion

guimica de praderas considerando varias especies (Cuevas, 2005).

Tabla 6. Prediccion de la composicion quimica de praderas mediante NIRs e indicadores
estadisticos

FRACCION QUIMICA R¢a EEC 1-VR EEvc R% EEP

090 1.00 - - 0.95 0.80

Proteina bruta (%) 0.93 - - - - 0.99

098 0.62 - - 0.96 0.90

0.88 3.30 - - 0.90 2.90
Fibra Neutro Detergente (%) 0.92 5.30 - - - -
092 156 0.90 1.68 - -

0.88 2.00 - - 0.71 220

Sl 0.90 - - - - 1.56

Fibra Acido Detergente (%) 091 166 i i 088 199
093 114 091 1.29 - -

. 0.84 0.80 - - 064 1.20
Ceniza Total (%) 0.97 ) 0.92 i ) i

Carbohidratos Solubles (g kgt) 0.79 12.40 - - 0.85 13.70
Digestibilidad de la Materia Organica (%) 0.87 260 0.84 2.85 - -
Energia Metabolizable (Mj kg) 096 034 087 059 - -

R?ca y EEC: Coeficiente de determinacion y error estandar de calibracion; 1-VR y EEvc: Coeficiente de
determinacion y error estandar de validacion cruzada; R?p y EEP: Coeficiente de determinacion y error
estandar de prediccion.

Alomar y Fuchslocher (1998) sefialan que en experimentos realizados en la medicion de
fracciones quimicas de forrajes, no se han logrado predicciones seguras como es el caso de
fracciones fibrosas: FND y FAD. Sin embargo, De la Roza et al. (1998) y Naydenova et al.
(1998) mencionan que modelos de calibracion NIRs ofrecen una precision aceptable en la
estimacion de nutrientes contenidos en la pared celular, asi como también de su digestibilidad y
valor nutritivo. En la prediccion de valores para proteina, Waters y Givens (1992) demostraron

que mediante calibraciones NIRs es posible estimar los valores de proteina para forrajes frescos.
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En la determinacion de minerales, Infrasoft International (1992) sefiala que al trabajar con la
fraccion de ceniza, se debe considerar que los minerales no absorben en la region NIR, por lo
que solo pueden ser detectados si forman parte de compuestos organicos. Ademas, al trabajar
con muestras de forrajes previamente secadas, la concentracion mineral de éstas es
relativamente baja.

Flores et al. (2000) estimaron mediante NIRs la calidad de gramineas forrajeras
sometidas a distintos periodos de aprovechamiento. Los trabajos de Reeves (1988) demuestran
la validez de la técnica NIRs para la determinacion rapida de las diferentes fracciones de la
lignina, que habitualmente requieren un costoso y tedioso analisis quimico. La importancia
radica en que estas fracciones pueden explicar mejor el propio contenido en lignina, su

digestibilidad, y por tanto, el valor nutritivo del forraje (Reeves, 1985).

2.3.11. Analisis cualitativo NIRs

Los datos obtenidos con un instrumento NIRs pueden ser utilizados tanto para el
andlisis cuantitativo como cualitativo. El analisis cualitativo NIRs consiste en la comparacién de
espectros de muestras desconocidas con grupos de espectros NIR de muestras de caracteristicas
conocidas (Mark, 1992). Estas caracteristicas o atributos, variables categéricas y no continuas,
pueden ser, como ejemplo, el origen geografico, variedad, tipo de producto, tipo de
alimentacion, tipo de abonado, etc.

Tanto el andlisis cuantitativo como el cualitativo NIRs se basan en la obtencion de
espectros de absorcion de un grupo de muestras con caracteristicas conocidas para después
obtener un modelo quimiométrico, es decir, una ecuacion de calibracion si se realiza un analisis
cuantitativo, o un modelo de clasificacion, si es cualitativo.

La principal diferencia entre el analisis cualitativo y el cuantitativo es que, en el primer
caso, no es necesario disponer de datos quimicos adicionales al dato espectroscépico NIR, basta
con conocer la categoria o calidad en la que se incluye la muestra.

El andlisis cualitativo NIRs consiste en la comparacion del espectro de un producto
desconocido, con una biblioteca espectral o con un espectro estandar, representativo de un
determinado producto y del cual se posee informacidn sobre sus atributos (Garrido et al., 1996).
La distancia n-dimensional, entre el espectro del producto desconocido y la media de los
espectros contenidos en la biblioteca o la existente con respecto al espectro estandar, permite
clasificar cualitativamente el espectro del producto desconocido (Infrasoft International, 1992).

Otro aspecto general dentro del andlisis cualitativo a tener en cuenta, es que se necesita
tener un perfecto conocimiento de las muestras que se van a analizar, para que las pequefias

diferencias en absorbancia, puedan ser usadas para separar los espectros dentro de diferentes
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grupos y poder construir, de esta forma, un modelo de clasificacion, que una vez validado, se
utilizara para predecir muestras de caracteristicas desconocidas (Downey, 1999).

Las ventajas que presenta el andlisis cualitativo son la posibilidad de realizar una
clasificacion directa, usando Unicamente datos NIR y tener menos dependencia de
determinaciones a realizar mediante los métodos de referencia. Como desventaja, hay que tener
en cuenta el enfoque conceptual poco conocido y la dependencia de célculos estadisticos

multivariantes también poco conocidos.

2.3.11.1. Tipos de andlisis cualitativo

Todos los modelos de clasificacion o de reconocimiento de pautas se podrian agrupar en dos
grandes categorias: supervisados y no supervisados. Ambos se diferencian en el nivel de
informacién que se disponga a priori del agrupamiento existente en los datos (Massart et al.,
1997).

Segun Queipo y Pintos (2001) la solucion para el problema de clasificacion puede ser de

dos formas:

- Clasificacion no supervisada: En este caso las propias caracteristicas espectrales de la
muestra son las que, mediante el algoritmo adecuado, permiten que se agrupen las méas
parecidas. Los grupos que se forman asi pueden responder o no a un criterio de
clasificacion, interesante para el observador. Existen dos ejemplos muy conocidos de
este tipo de clasificacion, como son el analisis “Cluster” o de aglomerados y “los mapas
organizativos” (Queipo y Pintos 2001).

- Clasificacion supervisada: En este caso es el observador externo el que establece a qué
grupo corresponde cada muestra. Los distintos algoritmos intentan encontrar una
funcién matematica que responda a lo que se plantea. Como ejemplos de este tipo de
clasificacion existen el método SIMCA (Dago et al., 2008) y el andlisis lineal

discriminante.

A diferencia de los métodos no supervisados, en los supervisados si se dispone de
informacién acerca de los grupos o categorias existentes en el grupo de muestras, y son los
utilizados normalmente en el analisis cualitativo. El principal objetivo de este tipo de método es
el de generar diferentes reglas o modelos de clasificacion para un numero determinado de clases
0 grupos de muestras analizadas (Downey, 1996; Naes et al., 2002).

La variante mas extendida de analisis cualitativo consiste en comparar el espectro de un
producto con una libreria espectral o con un espectro estandar, representativo de un determinado

producto, del cual se posee informacion de sus atributos cualitativos (color, procedencia
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geogréfica, variedad, etc.). Por lo tanto, es necesaria una libreria espectral representativa del
producto en cuestion, para el cual el espectro de un material de comprobacion pueda ser
comparado, con el fin de establecer su calidad o autenticidad.

Dentro del andlisis cualitativo, también se puede incluir la interpretacion espectral visual
donde se estudian los picos de absorbancia de los espectros, localizdndose las bandas de
absorcién de grupos funcionales, deteccién de zonas de maxima diferencia entre varios
productos, etc.

Un paso preliminar al analisis discriminante suele ser un Andlisis de Componentes
Principales, mediante el cual se reducen los datos de longitudes de onda del espectro original, a
unos pocos nuevos ejes o dimensiones. El espectro de cada muestra puede ser representado
COmMO un punto con respecto a estos nuevos ejes (Downey, 1999).

La presencia de muestras andmalas es también de gran importancia en el analisis
cualitativo, debido a la necesidad de constituir el grupo de aprendizaje, a partir de muestras de
caracteristicas muy controladas y definidas. Las herramientas de deteccién de anémalos son
similares a las empleadas en el analisis cuantitativo. En general, muestras detectadas como de
elevadas diferencias al resto en cuanto a los valores de distancia de Mahalanobis y/o varianza
residual, tanto durante el desarrollo del modelo como en su posterior evaluacién con muestras
externas han de ser consideradas anémalas (Mark, 1992; Naes et al., 2002).

Los principales métodos que se utilizan para abordar el estudio de estos modelos
discriminantes son: Analisis de conglomerados (Cluster Analysis), Andlisis Discriminante
Factorial, Analisis de variables Canonicas, Analisis de los vecinos mas cercanos (K-nearest
Neighbours Analysis), Andlisis de Modelado SIMCA (Soft Independent Modeling of Class
Analogy), Andlisis Discriminante mediante ecuaciones de regresion de términos PLS, Analisis
Discriminante mediante Redes Neuronales, etc. (Very, 2006).

A continuacion, se describen algunos métodos de clasificacion supervisada y no

supervisada.

- Andlisis “Cluster”: Es un método estadistico multivariante de clasificacion automatica

de datos, que intenta situar los casos en grupos homogéneos, conglomerados o Cluster.
Los grupos no son anteriormente conocidos y vienen sugeridos por la esencia de los
datos, de modo que los individuos con caracteristicas similares se asignan a un mismo

grupo (Carrasco y Hernén, 1993).

Segun Bisquerra (1989), cualquier analisis cluster esta precedido por la toma de tres

tipos de decisiones:

- Seleccion de las variables relevantes para identificar los grupos.
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- Eleccion de la medida de proximidad entre los individuos.

- Eleccion del criterio para agrupar individuos en conglomerados.

Las variables escogidas deben ser relevantes para identificar los grupos dependiendo del

objetivo que se pretenda lograr con el estudio. Aplicando este criterio a la

espectroscopia NIRs nos encontramos con el problema intrinseco de la colinealidad y

presencia de informacion redundante, por lo que la realizacién de un anélisis de

componentes principales permite reducir significativamente el nimero de variables

originales (Mallo, 1985; Martens y Naes, 1987). Asi, cada muestra queda definida por

sus cargas factoriales en cada uno de los componentes principales retenidos tras el

analisis, siendo estas cargas las utilizadas para definir el perfil de cada caso.

La medida de proximidad entre los individuos es un problema de medida de distancias y

segun Mezzich y Solomon (1990) o SPSS (2012), existen numerosas alternativas:

Distancia euclidea al cuadrado: La distancia entre dos items x e y es la suma
de las diferencias elevadas al cuadrado entre los valores de ambos items.
Normalmente se la conoce por su abreviatura en inglés SEUCLID y es la
que se utiliza por defecto en la mayoria de los programas, ademas de

normalizar los datos en alguna medida.

SEUCLID (x,y) = Zi(xi-yi)?
Distancia euclidea: La distancia entre dos items x e y es la raiz cuadrada de
la suma de las diferencias elevadas al cuadrado entre los valores de ambos

items. Normalmente se conoce por su abreviatura en inglés EUCLID.

EUCLID (x,y) = VZi(xi-yi)?

Distancia City Block o Manhatan: La distancia entre dos items es la suma

de las diferencias absolutas entre los valores de los items.
BLOCK (x,y) = =i | xi - yi|

Correlacion de Pearson: Es un patron de similaridad.

53



Revisién bibliografica
CORRELACION (X,y) = Zi(ZxZyi)/N

Zyi es la puntuacion Z de x (estandarizada) para el iésimo caso o
variable

N es el nimero de casos o variables.

- Correlacién absoluta de Pearson, similar a la anterior pero trabajando con el
valor absoluto de r.

- Correlacién de rangos de Spearman: mide la correlacién entre dos
secuencias de valores. Las diferencias en el rango de las dos secuencias se
calculan para cada posicion, i. Luego se calcula la distancia entre las
secuencias X = (X1, X2, etc.) e Y = (Y1, Y2, etc.), dando un valor de
rangos entre +1y -1.

- Distancia de Kendall (Tau): se trata de una medida de distancias no
paramétrica Util para identificar muestras muy distintas dentro de un
conjunto de datos. Responde a la expresion:

L n, — Ny
1n(n—l)

2

donde:
N¢ = nimero de pares de rangos concordantes

Ng = namero de pares de rangos disconcordantes

- Distancia métrica de Chebychev: La distancia entre dos items es el valor
absoluto maximo de la diferencia entre los valores de los items. Resulta

muy sensible a la presencia de valores extremos.
CHEBYCHEV (x,y) = maxi| xi - yi|

- Distancia de Bray-Curtis: también conocida como disimilitud de Bray-
Curtis o distancia de Sorensen. Se utiliza habitualmente en estudios de
biologia, ecologia y oceanografia, para cuantificar las diferencias entre

poblaciones. Responde a la expresion:

_2C _ 2n(ANB)
" A+B  n(A)+n(B)

QS
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donde Ay B son el numero de especies en las muestras A y B, siendo C el

numero total de especies encontradas.

En cuanto al criterio para agrupar individuos hay varias posibilidades (Carrasco
y Hernén (1993):

- Enlace simple: Considera la distancia entre dos individuos o grupos la que
responde al concepto de “vecino mas cercano”. Desde un punto de vista
tedrico es un buen criterio, aunque en la practica no es tan eficiente, porque
tiende a encadenar individuos y luego grupos que estan préximos, aungue
sean diferentes. Tiene especialmente en cuenta la informacién aportada por
individuos extremos que tienden a distorsionar la agrupacién, de modo que
se obtienen grupos poco compactos.

- Enlace completo: Considera la distancia entre dos individuos o grupos la
que atiende al concepto de “vecino mas lejano”. Sigue como criterio los
casos mas alejados entre los individuos o grupos que en algin momento del
analisis puedan existir. Tiene tendencia a producir grupos de igual diametro.

- Enlace promedio: Considera la distancia entre dos individuos o grupos la
distancia media entre todos los pares posibles de casos. Tiende a producir
grupos mas compactos.

- Enlace centroide: Considera la distancia entre dos individuos o grupos la
que existe entre sus ‘“centros de gravedad” (centroides o “medias
multivariantes™), que vienen definidos por las medias aritméticas de las
variables de los individuos que componen los grupos (también se conoce
como distancia de Mahalanobis, en honor al matemético indio que la
elabor0). Es el método mas fuerte ante la presencia de casos atipicos.

- Enlace por minima varianza (Ward): Considera la distancia entre dos
individuos o grupos el menor incremento de varianza residual global. De
manera que si existe un determinado ndmero de individuos o grupos se
prueban todas las parejas posibles y se calcula la varianza residual global
con cada pareja unida y todos los deméas grupos. La pareja de grupos que
produce el minimo incremento de esta varianza es la elegida para formar un
nuevo nivel de agrupamiento. Este método tiende a formar grupos esféricos
de tamafio semejante y utiliza mas informacién sobre el contenido de los

grupos que otros métodos. Es el mas eficaz junto al enlace promedio.
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Los resultados de un andlisis cluster pueden representarse graficamente mediante un
“dendrograma” o arbol légico en el que se puede ver a qué grupo concreto pertenece cada caso

y de qué manera se forman los diferentes grupos (Bisquerra, 1989).

- Clasificacién SIMCA: SIMCA (Soft Independt Modelling of Class Analogies), Sistema
de Clasificacion Supervisada desarrollado por Svante Wold en 1976. Es un método de

clasificacion supervisada que se basa en la analogia de las muestras que pertenecen a
una misma clase, para lo que calcula las puntuaciones (scores) de las muestras que
pertenecen a cada clase, mediante un analisis de componentes principales, establece los

limites de cada clase con un 95% de fiabilidad (Ferreira et al., 1999).

Una vez que se establecen los correspondientes espacios para los grupos, las nuevas
muestras estardn mas o menos préximas a dichos espacios, y se incluiran en el grupo
mas cercano (Mark, 2008; Vanden y Hubert, 2005). No hay garantia de resultado
univoco, de manera que, en funcion de la distancia real entre los distintos grupos y de la
distancia entre una nueva muestra y los distintos grupos, la nueva muestra puede

clasificarse como perteneciente a mas de un grupo (Brereton 2009).

- Andlisis Discriminante: Tal y como hemos visto previamente, el analisis discriminante

se encuadra dentro de las técnicas multivariantes destinadas a clasificar v,
posteriormente, a predecir. Se trata de una herramienta que permite asignar o clasificar
nuevos individuos dentro de grupos previamente reconocidos o definidos. El analisis
parte de una tabla de datos de n individuos en los que se han medido p variables
cuantitativas independientes o "explicativas™ que definen el perfil de cada uno de ellos,
ademas existe una variable cualitativa adicional que sirve de referencia para indicar a
gué grupo, de un minimo de 2, pertenece cada individuo.

A partir de esta tabla se obtiene un modelo matematico discriminante contra el que sera
contrastado el perfil de un nuevo individuo cuyo grupo se desconoce para, en funcién de
un resultado numérico, ser asignado al grupo mas probable (Carrasco y Hernan, 1993).
Logicamente, cuanto mejor sea la informacién de partida, mas fiable seré el resultado de
las posteriores asignaciones.

La base matematica es conseguir, a partir de las variables explicativas o independientes,
funciones lineales con capacidad para clasificar otros individuos en los grupos
correspondientes (Bisquerra, 1989).

En el &mbito NIRs esta técnica de clasificacion fue propuesta inicialmente por Mark y

Tunnell (1985), utilizando distancias de Mahalanobis, si bien utilizando un namero
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limitado de longitudes de onda, probablemente por las limitaciones computacionales
existentes en aquel momento.

Posteriormente, se desarroll6 el analisis discriminante basado en minimos cuadrados
parciales PLS-DA. Es un andlisis de regresion multivariante PLS convencional, en el
gue se trabaja con los espectros de las muestras y como analitos a predecir se utilizan
unas variables dummies o tontas (Brereton, 2009). De esta manera, durante la fase de
calibracion, los casos pertenecientes al grupo tienen asignado un valor 1 y el resto un
valor 0, construyéndose un modelo de regresion. Deben construirse tantos modelos
como grupos tengamos (Camo, 2006).

La clasificacion de nuevos casos se produce “prediciendo” su valor, si el valor es
cercano a 1, se asume que el caso pertenece al grupo en cuestion, si es préximo a 0, se
asume la no pertenencia. Ldgicamente, hay que probar cada caso con todos los modelos
existentes para poder efectuar una asignacién con seguridad. Todo ello en conjuncion
con el margen de error (RMSEP) proporcionado durante la elaboracién del modelo
(Esteve et al., 2012).

La validacion o evaluacién de un modelo cualitativo es tan importante en analisis
cualitativo como en las aplicaciones cuantitativas. En general, el estadistico a emplear en
cualquier método de clasificacion es el error, entendido éste como el porcentaje de muestras
clasificadas incorrectamente. Este error de clasificacién puede estimarse, tanto mediante un
proceso de validacion cruzada como mediante un conjunto de muestras que no hayan
intervenido en el desarrollo del modelo, entendiendo que mientras menor sea su valor, mayor

capacidad de clasificacion presentara el modelo (Naes et al., 2002).

2.3.11.2. Utilizacion del analisis cualitativo

La utilizacion de la técnica NIRs en el anélisis cualitativo de materiales tiene un uso aun
limitado, lo que se traduce en una escasez de trabajos de trabajos cientificos publicados.

Con todo, en el &mbito de la alimentacion animal se encuentran algunos trabajos
relacionados, como por ejemplo, NIRs como tecnologia de apoyo a la alimentacién animal
(Garrido et al., 1996), desarrollado en el curso de especializacion FEDNA por la Universidad de
Cordoba, donde tratan de deliberar el papel de la técnica NIRs para implantar un servicio
integral de alimentacion animal de forma &gil, econdmica y que abarque un rango amplio de
elementos a evaluar en la explotacion, como agua, suelo, tejidos vegetales y animales, etc.

Garrido (1997) estudio las aplicaciones actuales y futuras del NIRs en la industria de los
piensos, cuyo objetivo era mostrar la contribucion de esta técnica en el control de calidad en la

industria de la alimentacion animal.
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La tecnologia NIRs sigue avanzando, por ejemplo, con aplicaciones en produccién
animal. Garrido et al. (2003) han desarrollado un nuevo curso de especializacion FEDNA,
donde se ponian de manifiesto los avances de la tecnologia NIRs en este d&mbito. Nuevos
aparatos, mas asequibles, nuevas formas de analizar las muestras, etc. con sus ventajas e
inconvenientes.

Cozzolino (2002) asegura que la espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo cercano
es un método rapido y exacto de evaluar la composicion de cereales y forrajes destinados a la
alimentacion animal. Este autor también identifica la presencia de harinas de origen animal en
harinas de origen vegetal, obteniendo buenos resultados.

Por su parte, Dunea y Motca (2007) realizaron mediciones NIRs en diferentes etapas del
desarrollo del trébol rojo con el objetivo de obtener un analisis detallado de la presencia de
trébol en un pasto natural, obteniendo los limites de estabilidad y sostenibilidad de un sistema
intensivo en la pradera.

Una aplicacion interesante desde el punto de vista préactico es la desarrollada por Dale et
al. (2013), que utilizaron el anélisis cualitativo (PLS-DA) con el objetivo de distinguir distintas
especies de plantas toxicas en pastos, obteniendo buenos resultados.

Fuera ya del campo de la agronomia y de la produccion animal, Veras et al. (2010),
también obtuvieron buenos resultados al clasificar biodiesel utilizando PCA y el método
SIMCA. Esta tecnologia ha servido para discriminar, con la misma capacidad que un analisis
quimico, diferentes muestras de queso procedente del norte de Italia, en Asiago (Ottavian et al.,
2012). En la industria farmacéutica Cebeci et al. (2013), mediante el analisis cualitativo NIRs,

clasificaron diversos materiales farmacéuticos con éxito.
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Objetivos

El objetivo general del estudio para el desarrollo de esta Tesis Doctoral fue
evaluar la influencia de determinados factores agronomicos en la calidad nutritiva del
forraje de triticale de doble aptitud, asi como evaluar la capacidad predictiva de la
tecnologia NIRS para la cuantificacion de pardmetros quimicos de su composicion y
establecer modelos de clasificacion cualitativa.

Para la consecucién ordenada de este objetivo, se plantearon los siguientes

objetivos parciales:

- Determinar la calidad quimico-nutritiva del forraje de triticale de doble
aptitud, estudiando la influencia de la densidad de siembra, nimero de
aprovechamientos o cortes y dosis de abonado nitrogenado sobre el contenido
de proteina bruta, fibra bruta, fibra neutro detergente, fibra acido detergente y
lignina.

- Evaluar el uso potencial de la tecnologia NIRS para la cuantificacion de
pardmetros quimicos de calidad del forraje de triticale, estudiando la
influencia del tipo de pretratamiento espectral inicial sobre la fiabilidad y
robustez de los modelos de prediccidn para el contenido en proteina bruta,
fibra bruta, fibra neutro detergente, fibra acido detergente y lignina.

- Establecer modelos de clasificacion cualitativa del forraje de triticale
mediante la tecnologia NIRS, mediante el uso de métodos supervisados y no
supervisados sobre los distintos pretratamientos espectrales (sin pretratar,
MSC y EMSC) de las muestras de origen y utilizando como factores de
agrupacion la densidad de siembra, el nimero de aprovechamientos o cortes y

la dosis de abonado nitrogenado.
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4.1. Materiales y métodos agronémicos

4.1.1. Duracion y localizacion del ensayo

El ensayo se llevo a cabo durante las campafias agricolas 2009/2010 y 2010/2011 en una
parcela de la finca La Orden perteneciente al Centro de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica
de Extremadura (CICYTEX) del término municipal de Guadajira (Badajoz), cuyas coordenadas
son: 38° 51' 33.213" (N) y 6° 39' 57.3192" (O), con una elevacién media sobre el nivel del mar
de 185 m.

4.1.2. Material vegetal

El material vegetal utilizado fue el triticale de doble aptitud cv. "Verato”, obtenido por
el Departamento de Cultivos Extensivos del Instituto de Investigacion Agraria Finca “La Orden-
Valdesequera” del CICYTEX.

En latabla 1, Gonzélez et al. (2012) indican las caracteristicas de la variedad "Verato'.

Tabla 1. Caracteristicas de la variedad Verato (Catalogo de Semillas obtenidas en el Centro de
Investigacion la Orden-Valdesequera) (Gonzalez et al., 2012)

Identificacion y caracteristicas morfoldgicas

Inscripcion en el

; 2007

registro

Origen CIMMYT (Méjico)

Tipo Completo de doble aptitud (forraje y grano)

Aspecto de la planta Planta de aproximadamente 115 cm de altura, de tallo ¥2 macizo, espiga laxa

20-30, de color claro y barbas de tamafio entre 50 y 80 mm.

Caracteristicas agronémicas

Precocidad Ciclo intermedio.

eRnefS;:ﬁggfdaes Resistente a Oidio (Erysiphe graminis) y tolerante a Septoria (Septoria tritici)

Resistencia al Resistente

encamado

Rendimiento La produccidn invernal de forraje oscila entre 1500 y 2000 kg/ha de materia
seca y la produccién en grano superior a los 2500 kg ha

Peso especifico Medio, 73.5 kg hl*

Recomendaciones para su cultivo

Variedad resistente a la sequia, de alta produccién forrajera (elevada capacidad de ahijamiento) y
excelente capacidad de rebrote con un buen rendimiento posterior de grano. Adaptada a suelos
ligeramente &cidos, siendo su maxima produccion en suelos fértiles y profundos.

4.1.3. Labores de cultivo

Las labores preparatorias del primer afio de ensayo consistieron en un pase cruzado de

grada de disco sobre un rastrojo de cereal y otro pase de rotovator. El segundo afio se hizo un
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pase de subsolador, uno de grada y por ultimo, se pas6 un rotovator. No se realizd ningun tipo

de tratamiento fitosanitario.

Para la siembra se utiliz6 una sembradora de chorrillo con 6 botas separadas 20 cmy se

sembro el 28/10/2009 y el 19/10/2010.

4.1.4. Clima.

El estudio climatoldgico se realizd con los datos obtenidos de la estacion climética que

posee la finca “La Orden”. Para ello, se utilizaron las precipitaciones medias mensuales,

temperaturas medias, medias de maximas y medias de minimas, de una serie de 60 afos (tabla

2).

Tabla 2. Precipitaciones, temperaturas medias, media de maximas y media de minimas de 60 afios

en La Orden
Mes Precipitaciones T Medias T M mé&ximas T M minimas
Enero 47,91 8,59 14,02 2,70
Febrero 49,49 9,88 15,97 3,65
Marzo 43,46 12,51 19,23 5,66
Abril 45,50 14,60 21,65 7,51
Mayo 32,05 18,33 25,73 10,51
Junio 26,53 22,49 30,76 13,96
Julio 5,22 25,27 34,25 15,91
Agosto 6,09 24,79 33,81 15,61
Septiembre 29,62 21,95 30,16 13,59
Octubre 58,07 17,29 24,28 10,13
Noviembre 63,85 12,18 18,44 5,62
Diciembre 57,14 8,85 14,35 3,29
Media Anual 464,93 16,39 23,55 9,01

Para determinar graficamente la existencia y duracion de los periodos secos, se realiz6

el diagrama ombrotérmico de Gaussen, observandose la existencia de un Unico periodo seco,

por lo que el clima se puede clasificar como monoxérico (figura 1).
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. P medias

Tmedias
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Temperaturas medias (°C)
Precipitaciones medias {mm)

Figura 1. Diagrama ombrotérmico de Gaussen de “La Orden” (1951-2011)

En las figuras 2, 3 y 4 se muestran la comparacion de los datos de las camparfias de
estudio con respecto a la campafia media y la comparativa entre ambas campafias,
respectivamente.

I Precipitaciones afio medio I Precipitaciones (09/10)
250 - 30
- 25
200 -
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£ 100 - 2
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Figura 2. Temperatura media (° C) y precipitaciones (mm) durante la campafia 2009/2010 y
comparacioén con los datos de referencia (1951-2011) en “La Orden”

73



Materiales y Métodos
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Figura 3. Temperatura media (°C) y precipitaciones (mm) durante la campafa 2010/2011 y
comparacion con los datos de referencia (1951-2011) en “La Orden”
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Figura 4. Temperatura media (°C) y precipitaciones (mm) durante la campafia 2009/2010 y
2010/2011 en “La Orden”

Para determinar la viabilidad climatica de los cultivos se realizé la clasificacion de

Papadakis (1966). La clasificacion climatica para la finca “La Orden” es:

Tabla 3. Clasificacion climatica de “La Orden”
Tipo de invierno Citrus (Ci)
Tipo de verano Gossypium célido (G).
Régimen térmico  Subtropical calido (SU)
Régimen hidrico  Mediterraneo seco (Me)
Tipo climatico Mediterraneo subtropical
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4.1.5. Grados Dias Acumulados (GDA)

La metodologia para la cuantificacion de los Grados Dia (GD), fue la de considerar la
suma entre la temperatura méxima (TM) y minima (Tm) diarias dividida entre 2 y restando la
resultante de la temperatura base (Th). Se tom6 como temperatura base a la de 0 °C, segln
Bauer et al. (1984):

_TM-Tm _
2

GD Tb

Para la obtencion de los Grados Dias Acumulados (GDA), desde la siembra hasta la
realizacion de los cortes, se realizé el sumatorio de los GD en el periodo correspondiente:

GDA=Y"GD

i=1
Los datos correspondientes a los Grados Dia (GD) de nuestro ensayo se muestran en la tabla 4:

Tabla 4. Grados dias desde siembra a 1° corte y desde 1° corte a 2° corte
GDA Siembra-1° Corte GDA 1° Corte-2° Corte

1° Campafia (2009/2010) 922 488

2° Campania (2010/2011) 852 368

4.1.6. Caracterizacion del suelo

La finca “La Orden”, por su emplazamiento en la margen izquierda del rio Guadiana,
determina una morfologia en sus suelos tipicamente cuaternaria, asentada sobre sedimentos
terciarios.

Los suelos de la zona poseen horizontes argilicos con textura franca o franco-arcillosa.
En la parte mas abrupta de la finca se observan suelos de texturas mas pesadas. Hay una
gradacion bastante acentuada entre los horizontes mas superficiales y los subsuperficiales,
pasando de franco-arenosa (o franca) a arcillosa.

Los ensayos fueron realizados en un suelo con clasificacion: orden Alfisol, suborden
Xeralf, gran grupo Haploxeralf y subgrupo Mollic Haploxeralf (Jiménez et al., 1978), de textura
franco-arenosa con un bajo porcentaje en materia organica oxidable (0.59 %), pH proximo a la
neutralidad (6.76), una CIC muy baja (6.02 meq/100 g) y un contenido normal en fésforo
asimilable (12.89 ppm).

Para conocer las posibilidades de uso del suelo se ha utilizado el libro “Estudio
edafologico de la finca “La Orden” de Jiménez et al. (1978), que utilizan los criterios de Riquier

et al. (1970). Segun esta clasificacién, el suelo donde se realiz6 el ensayo tiene un coeficiente
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cultivo herbéaceo de 61.96, una evaluacion potencial de cultivo herbaceo alta y una evaluacion

potencial agroldgica alta (Jiménez et al., 1978).

4.1.7. Disefio experimental

El disefio estadistico fue un split split plot con cuatro repeticiones, siendo tres los

factores experimentales:

1° Densidad de siembra:

- D1-400 plantas m2 (160 kg ha1).
- D2-500 plantas m2 (200 kg ha1).
- D3-600 plantas m? (240 kg ha1).

Se estudio la influencia de la densidad de siembra por ser la semilla uno de los principales
gastos en las explotaciones agricolas y por su interaccion con la produccién de hojas en el cereal

y de éstas en la composicion nutritiva.
2° Numero de cortes (pastoreo simulado):
- CO-SIN corte.
- C1-Un corte.

- C2-Dos cortes.

Las fechas en las que se realizaron los cortes o aprovechamientos se describen en la tabla

Tabla 5. Fecha de realizacion de los cortes
1° Corte (1° Aprovechamiento) 18/01/2010
2° Corte (2° Aprovechamiento) 10/03/2010

1° Corte (1° Aprovechamiento) 17/01/2011
2° Corte (2° Aprovechamiento) 03/03/2011

Se realizaron dos aprovechamientos (pastoreos simulados) cuando la planta se
encontraba en el estadio 30 de la escala Zadoks et al. (1974). En el primer corte se utilizé una
segadora manual de peine frontal que realizaba el corte en la planta a una altura de 2-3 cm.

Pasados dos meses aproximadamente, se realiz6 el segundo corte con la misma segadora manual
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pero a una altura de 6-7 cm. Francia et al. (2006) comprobaron que no existian diferencias
apreciables entre la simulacion de pastoreo mediante siega mecéanica y el pastoreo real con
ganado ovino en cuanto a crecimiento y produccion del cultivo se refiere.

El numero de cortes (pastoreo simulado) esta relacionado con la economia del ganadero,
por no tener que depender de alimentos externos para los animales, y con la calidad nutritiva del
forraje.

3° Dosis de nitrdgeno aplicadas antes de la siembra, después del primer corte y después

del segundo corte:
- NO-SIN nitrégeno (0-0-0).
- N1-75 kg N ha? (25-50-0).
- N2-125 kg N ha! (50-50-25).

Los distintos abonados realizados se muestran en las tablas 6 y 7.

Tabla 6. Cantidades y tipos de fertilizantes utilizados en el abonado de fondo y en el abonado de
cobertera (kg ha?)

Abonado de Fondo 12 Cobertera 22 Cobertera
N P20s K20 N N
Tratamiento Sulfato  Superfosfato  Cloruro Al\rlr:gsggo Al\rlwigr??go
amoénico  célcico del potésico Calcico del Calcico del
0, 0, 0,
del 21% 18% del 60% 27% 27%
N2 =125 kg N ha? 50 42 90 50 25
N1=75kg N ha' 25 42 90 50 0
NO =0kg N ha? 0 42 90 0 0

Tabla 7. Fecha de aplicacion del abonado

Abonados Fechas
Abonado de fondo 27/10/2009 18/10/2010
1° Cobertera (22/01/10) 12 Cobertera (19/1/2011)
Abonado de 20 Cobertera (11/03/10) 22 Cobertera (03/03/2011)
cobertera

La importancia de la aplicacion de nitrogeno para llevar a cabo una agricultura mas
sostenible, requiere que éste se use mas eficientemente. Desde hace varias décadas se ha venido
induciendo a los agricultores a que intensifiquen el uso de fertilizantes. Este hecho, hace
necesario un cambio de mentalidad en el uso de los fertilizantes. Hay que determinar las dosis
de abonado que, manteniendo las producciones en unos niveles sostenibles, mejoren la calidad,

reduzcan los costes de produccion y conserven los recursos naturales (Llera, 1998).

77



Materiales y Métodos

La unidad experimental estaba constituida por dos parcelas de 1.5 m de ancho y 10 m de
longitud, utilizando una de ellas para los muestreos destructivos, por lo que cada parcela
elemental tuvo una superficie de 30 m? y se dej6 una distancia de 2 metros entre bloques y 2
metros alrededor del ensayo. Con todo ello, la superficie total del ensayo fue de 4250 m?
(figuras 5y 6).

10m

Cultive

Figura 6. Ensayo en campo

En la figura 7 se muestra un ejemplo esquematizado de las tareas realizadas, las fechas
correspondientes y las precipitaciones acumuladas (adaptado de Llera et al., 2011).
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Figura 7. Cronologia del Cultivo (Entre paréntesis datos del 2° afio de ensayo) (adaptado de Llera et al., 2011)
(AF= Abonado de Fondo, S= Siembra, N= Nascencia, A= Inicio de Ahijado, IEn= Inicio de Encafiado, 1PS = 1° Pastoreo simulado (1° Corte), 1AC= 1° Abonado de
Cobertera, 2PS= 2° Pastoreo simulado (2° Corte), 2AC= 2° Abonado de Cobertera, I1Es = Inicio de Espigado, F= Floracion, IGP= Inicio Grano Pastoso, MC=
Madurez Comercial, R= Recoleccion).
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4.1.8. Muestreos

4.1.8.1. Campafia 2009/2010

En la primera campafia, el numero total de muestreos fueron seis (18/01/2010,
25/02/2010, 10/03/2010, 12/04/2010, 10/05/2010 y 21/06/2010), donde se incluyen los dos
pastoreos simulados (18/01/2010 y 10/03/2010). En cada muestreo se corté la biomasa de
forraje incluida en un cuadrado de 0.25 m? de superficie de las 108 parcelas que constituyen el
disefio experimental. Esta biomasa se llevé al laboratorio del CICYTEX-La Orden para su
analisis (MS, PB de todos los muestreos y FB, FND, FAD y LAD solamente para los dos

pastoreos simulados).

4.1.8.2. Campafia 2010/2011

El segundo afio s6lo se tomaron muestras en dos ocasiones correspondientes a los
dos pastoreos simulados (17/01/2011 y 03/03/2011). EI nimero de muestras tomadas fueron de
72, correspondientes a las 36 parcelas elementales del primer pastoreo simulado y otras 36 del
segundo (3 densidades de siembra x 1 parcela con dos pastoreos simulados x 3 dosis de abonado
X 4 repeticiones). En estos muestreos se analizd la biomasa del forraje y se determiné la MS,
PB, FB, FND, FAD y LAD de las 72 muestras.

4.1.9. Procesado de las muestras y analisis quimicos

Las muestras fueron secadas en estufa (UNITHERM) a 105 ° C durante 48 horas para
determinar el peso seco de la parte aérea de la planta y, posteriormente, fueron molidas y
pasadas por un tamiz de 1 mm (molino con tamiz IKA MF 10 BASIC) para posteriormente
obtener su contenido en proteinas v fibras.

Asi, las determinaciones realizadas fueron:

- Proteina (LECO®/DUMAS AOAC 9689.06 (AOAC, 1969); apartado 4.1.9.1.)

- Fibra bruta, fibra neutro detergente, fibra acido detergente y lignina acido detergente
(ANKOM A 2000 I; AOCS Ba 6a-05 (2003); apartado 4.1.9.2.)

- Valor Relativo del Forraje (Ver apartado 4.1.9.3.)
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El instrumental gravimétrico utilizado se componia de:

- Balanza analitica Metter® AE166.
- Balanza granatario Precisa® 3000D

4.1.9.1. Proteina

El contenido de nitrégeno del forraje de triticale se obtuvo por el método LECO®/DUMAS
AOAC 9689.06 (AOAC, 1969). EI método Dumas mide el nitrégeno total mediante cuantificacion
del oxido nitrico generado tras la combustion completa de la muestra. Hay que indicar que el
método de combustién de Dumas no es el método oficial de analisis establecidos para alimentos
animales. Sin embargo, la facilidad que supone su automatizacion y la similitud de resultados
obtenidos respecto al método Kjeldahl, (King-Brinky y Sebranek, 1993), hace que sea un
método valido y utilizado habitualmente en laboratorios que procesan un gran volumen de
muestras.

La conversion de nitrégeno total a proteina se calculé segun la siguiente formula [N x
6.25], asumiendo que la proteina tiene en promedio un 16% de nitrégeno (Henneberg y
Stohmann, 1985).

4.1.9.2. Fibra Bruta (FB), Fibra Neutro Detergente (FND), Fibra Acido Detergente (FAD)
y Lignina Acido Detergente (LAD)

Se utilizé un analizador de fibora ANKOM A 2000 I, cuyo procedimiento consta en el
método oficial AOCS Ba 6a-05 (2003), para la determinacién de compuestos fibrosos.
Basicamente consiste en medir el residuo tras un ataque con acido y base diluidos (FB) o medir
el residuo tras el ataque con laurilsulfato sédico en medio neutro (FND) o con bromuro de

trimetilcetilamonio en medio 4cido (FAD).

4.1.9.3. Valor relativo del forraje (VRF)

Las referencias al concepto de VRF y las ecuaciones utilizadas para su célculo, aparecen
en numerosos documentos y libros de texto (Kellems y Church, 2002).

A pesar de que no se utiliza para la formulacién de raciones, se ha optado por el VRF en
vez de por las Unidades de Lastre (UL), ya que con el VRF es mas facil comparar los alimentos

entre si (Jeranyama y Garcia, 2004).
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En estudios previos (Dunham, 1998) indicd que el VRF est& determinado por su contenido
en FAD y FND. Asi, se calcula a partir de la estimacion de la Digestibilidad de la Materia Seca
(MSD) y su consumo (CMS):

- MSD =88.9 - (0.779 x %FAD) (%MS)
- CMS =120/ %FND (% PV)
- VRF = (MSD x CMS) / 1.29

La Fundacién Espafiola para el Desarrollo de la Nutricion Animal (FEDNA, 2004) también

utiliza este indice, clasificando los forrajes en seis calidades (tabla 8).

Tabla 8. Calidad del forraje segun el Valor Relativo del Forraje
Calidad del forraje VRF

Excelente >151
Primera 125-151
Segunda 103-124
Tercera 87-102

Cuarta 75-86
Quinta <75

4.1.10. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos agronémicos se llevo a cabo mediante un analisis de
la varianza de modelo factorial (split split plot) con tres factores fijos experimentales (densidad
de siembra, cortes y dosis de nitrogeno), el efecto de la campafia y uno de efecto aleatorio
(repeticiones), utilizando el paquete estadistico SPSS-PC+ (2005). Mediante este disefio se
determind el efecto de los factores fijos (incluida la campafia) para cada una de las variables
dependientes estudiadas. El test de Tukey se aplicd posteriormente para comparar las medias
entre cada uno de los grupos cuando el ANOVA fue significativo (p<0.05).

En cada analisis se calculd el coeficiente de variacion para estimar la magnitud del error
experimental.
Para conocer las relaciones entre algunos de los parametros estudiados se estudiaron las

correlaciones bivariadas de Pearson y regresiones lineales simples y maltiples.

4.2. Tecnologia NIRs

Para la consecucion de los objetivos parciales 2 y 3, se empled el analisis NIRs como
herramienta de prediccidn cuantitativa y cualitativa del contenido en proteina bruta, fibra bruta,
fibra neutro detergente, fibra acido detergente y lignina acido detergente; realizando las

siguientes etapas para el desarrollo de modelos de calibracion multivariables.
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4.2.1. Seleccion del conjunto de muestras

El primer paso del ensayo NIRs fue crear un conjunto de muestras de calibracion (tablas 9
y 10). En la seleccion de estos conjuntos es importante disponer de un ndmero de muestras
suficiente para la creacion y validacion interna del modelo. A su vez, un nimero menor de
muestras con caracteristicas similares se seleccionaron para la validacion externa (tabla 10) del
modelo que presente los mejores estadisticos de prediccion, y asi comprobar su exactitud y
precision.

Asi, de acuerdo al nimero de muestreos reflejados en la tabla anterior, diferentes

parametros estaran definidos por un conjunto de muestras diferentes:

- Proteina bruta: se emplearon 648 muestras procedentes de todos los cortes de la primera
campafia (108 muestras x 6 fechas de corte) para la calibracion y creacion del modelo
predictivo NIRs. Y para la validacion del mismo, fueron utilizadas 30 muestras
seleccionadas al azar de entre las 72 muestras recogidas durante la segunda campafia de
los cortes 1° (17/1/2011) y 3° (3/3/2011).

- Fibra bruta, fibra neutro detergente, fibra &cido detergente y lignina acido detergente: se
recogieron un total de 288 muestras, de las cuales 216 (108x2) corresponden al 1°y 2°
corte del primer afio y 72 (36x2) que corresponden al primer y segundo corte del
segundo afio. Para el conjunto de calibracion y creacion del modelo predictivo se
utilizaron 258 muestras y para el set de validacion externa fueron seleccionadas,

aleatoriamente, 30 muestras del total.
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Tabla 9. Distribucién de los muestreos en las diferentes fechas de muestreo en cada camparia para las variables quimicas estudiadas (n= n° de muestras)
12 Camparia 2% Campanha
18/1/2010 25/2/2010 10/3/2010 12/4/2010 10/5/2010 21/6/2010 n 17/1/2011 3/3/2011

n por fecha de

n total

Variables

n por fecha de corte total cortes total campafas
PB 108 108 108 108 108 108 648 36 36 72 720
FB 108 - 108 - - - 216 36 36 72 216
FND 108 - 108 - - - 216 36 36 72 216
FAD 108 - 108 - - - 216 36 36 72 216
LAD 108 - 108 - - - 216 36 36 72 216

Tabla 10. Distribucién de muestras en calibracion y validacién externa en cada variable quimica de estudio.

Calibracion Validacion externa
Variables n Origen de las muestras n Origen de las muestras
12 Campafia 2% Campafia 12 Campafa 22 Campafa
PB 648 648 - 30 - 30
FB 258 216 42 30 - 30
FND 258 216 42 30 - 30
FAD 258 216 42 30 - 30
LAD 258 216 42 30 - 30
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Las muestras utilizadas para la construccion del modelo de calibracion fueron
representativas de la variabilidad debida al disefio experimental planteado, y también a los
diferentes tratamientos utilizados. Asi, las muestras, ademas de cubrir todo el intervalo de la
propiedad a determinar, incorporaron la variabilidad debida a otras variables inherentes al
propio disefio experimental. Para ello, se representaron graficamente el conjunto de datos
espectrales y se realiz6 un andlisis de componentes principales (PCA), como herramienta para la
seleccion de muestras, que ademas nos permitié una primera identificacion de posibles muestras

anomalas.

4.2.2. Procesado de las muestras

Tras la recoleccion de las muestras en los tiempos y forma descritos en el apartado
4.1.8.1, se procedi6 a la eliminacion de su contenido en humedad, mediante el secado de las
mismas en estufa (UNITHERM®) a 105 °C durante 48 horas, para posteriormente, ser molidas,
tamizadas (molino con tamiz IKA® MF 10 BASIC de 1mm) y conservadas en oscuridad, en las

instalaciones del Laboratorio de Nutricion del CICYTEX-La Orden, hasta su analisis.

4.2.3. Obtencion de datos espectrales

Previamente a la determinacion de los parametros quimicos, se procedid a la obtencion de
la informacion espectral del conjunto de muestras, mediante el uso de un equipo LabSpec 2500
(ASD inc. ®) (figura 8) con un sensor UNIT5065, que realiza lecturas con una resolucion
espectral de 2 nm en un rango de 1000 a 2500 nm. Cada una de las muestras fue expuesta al
infrarrojo cercano a través de la sonda ASD® Turntable, giradisco de 150 mm de didametro, con
una velocidad de giro de 22 rpm y fuente de luz hal6gena. Previo al registro NIRs de las
muestras, se registrd un espectro de referencia de una placa ceramica (blanco). El software
utilizado para la obtencién de los datos espectrales fue el IndicoPro® (Spectral Adquisition
Software). El espectro final utilizado es el resultado del promedio de 20 lecturas de cada una de
las dos repeticiones utilizadas por cada muestra, expresado en unidades de absorbancia (log 1/R)
(R=reflectancia), ya que segin Birth y Hecht (1987) reproduce una respuesta mas lineal en
funcion de la concentracion del analito.

El conjunto de valores a diferentes longitudes de onda para una muestra constituye la

“huella dactilar” o “espectro” tipico o representativo de la muestra.
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Figura 8. Equipo LabSpec 2500 (ASD inc. ®)

4.2.4. Pretratamiento espectral

Con el objetivo de obtener los mejores modelos de prediccion para cada uno de los
parametros a determinar, se estudié el comportamiento de diferentes pretratamientos
matematicos (tabla 11) sobre el total de datos espectrales del conjunto de muestras de

calibracion:

- Sin pretratamientos, en absorbancia (log 1/R).

- Correccion multiplicativa de la sefial extendida (EMSC) en absorbancia.

- Correccion dispersiva desviacion estdndar normalizada (SNV) en absorbancia.

- Derivacion (1°y 2°) combinada con el EMSC y el SNV, variando el tamafio de
los segmentos (5, 10 y 15) de alisamiento y gap (tamafio de derivacion) (5, 10,
15). Primero se realizaban las derivadas y posteriormente los pretratamientos
EMSC o SNV.

- Derivacion (1° y 2°) variando el tamafio de los segmentos (5, 10 y 15) de

alisamiento y gap (tamafio de derivacion).

4.2.5. Métodos de referencia de las variables quimicas
En el Laboratorio de Nutricion del CICYTEX-La Orden, se realizaron los andlisis
quimicos de las muestras secas y molidas mediante las siguientes metodologias de referencia

mencionadas en el apartado 4.1.9.1y 4.1.9.2.

Para cada uno de los métodos de referencia utilizados se calculd el error estandar de
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laboratorio (EEL) para conocer la variabilidad del método y asi establecer la conveniencia o no

del uso de los modelos de prediccién obtenidos mediante NIRs.

EEL =

donde y: e y2son el primer y segundo duplicado del valor de la propiedad a determinar para un

misma muestra, y n es el nimero de muestras.

4.2.6. Andlisis cuantitativo NIRs

4.2.6.1. Eliminacién de outliers

Se definié un protocolo de deteccion y eliminacién de muestras aberrantes (outliers),
tanto de caracter espectral (H), como respecto de la magnitud de su desviacién entre el valor
predicho por NIRs y el valor de referencia (T), utilizando el programa Unscrambler V.10.2 de
CAMOR®. El valor critico para muestras aberrantes de tipo H se fijé en 3, mientras que el valor

critico para eliminar muestras por diferencia residual de valores analiticos (T) se fijé en 2.5.

4.2.6.2. Modelos de prediccion NIRs. Calibracion y validacion

Para la obtenciéon de los mejores modelos predictivos, se relacionaron los diferentes
conjuntos de datos espectrales de calibracion con las variables quimicas a través de una
regresion multivariante por minimos cuadrados parciales (PLS), con el software quimiométrico
Unscrambler v.10.2 de CAMO® (2013). Segun Bjorsvik y Martens (2008), la habilidad
predictiva del método PLS (Partial Least Squares) es superior a la PCR (Principal Components
Regression), por lo que en la practica se ha impuesto como el sistema de facto para hacer
modelos de regresion quimiométricos.

Pero en el desarrollo de cualquier modelo de calibracion PLS se necesita de algun sistema
que, aparte de saber si una calibracién proporciona una capacidad predictiva apropiada, permita
evaluar la conveniencia de utilizar mas o menos componentes principales (valor p= nimero de
términos de la ecuacion). En cada modelo PLS, la seleccion del nimero de factores 6ptimo, se
realiz6 basandose en el estadistico del error cuadratico medio (RMSE = Root Mean Square
Error) (ver apartado 2.3.8).

En la construccién del modelo se utilizé la validacién cruzada (cross-validation) como

metodologia para validar el modelo de calibracion. Esta utiliza muestras del propio bloque de
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calibracion para comprobar el modelo. Mediante este método el conjunto de muestras se divide
en varios bloques o segmentos. En nuestro caso para el conjunto de muestras de calibracion de
la proteina bruta (n= 648), el numero de segmentos utilizados fue de 25, con 26 muestras por
segmento; y para el resto de pardmetros (FB, FND, FAD y LAD) (n= 258), el nimero de
segmentos utilizados fue de 16, con 16 muestras por cada uno. La seleccion de las muestras por
segmentos se realiz6 aleatoriamente. Asi, el modelo se construye tantas veces como nimero de
segmentos hayamos elegido, utilizando un segmento como bloque de datos para comprobar los
resultados y el resto para construir el modelo, de forma que cada vez se deja un segmento fuera.
Esto se realiza para cada factor, calculando el MSECV (mean estandar error cross validation)
para cada segmento y acumulandolo de forma que se consiga una buena estimacién del poder

predictivo de las muestras de calibrado.

Ic

>y -y f

MSECV ==

m

c

donde mces el nimero de muestras de calibracion, yi es el valor calculado por el modelo e y REF
es el valor de referencia.

Para evitar el sobreajuste, limitar el nimero de términos y seleccionar las mejores
ecuaciones, se utilizé una validacion cruzada. En este proceso de validacion se calculdé un
estimador de incertidumbre o error estandar (EEvc) y uno de certidumbre o coeficiente de
determinacion (1-VR), los que finalmente se promediaron arrojando un valor de EEvc y de 1-
VR para la validacion (Infrasoft International, 1992; Shenk y Westerhaus, 1994)

Las mejores ecuaciones de calibracion se seleccionaron por su menor valor de EEvc,
mayor valor de 1-VR y la mayor relacidn entre la desviacion estandar de los datos de referencia
del set de calibracion y el SECV, conocida como ratio performance deviation (RPD) (Ver
apartado 2.3.9). Segun Williams (2001), valores de RPD menores a 2.0 corresponden a
ecuaciones poco confiables para propoésitos de prediccion. Con relaciones RPD entre 2.0 y 3.0
la calidad predictiva aumenta y la ecuacién se puede aplicar con fines de aproximacién o
clasificacion en rangos. Cuando el RPD es superior a 3.0 la calidad de la ecuacion es aceptable
para fines de prediccion.

En caso de similitud en los valores de los estadisticos de seleccion de modelos (SECV y
1-VR), se seleccionara aquel que tenga menor niumero de Componentes Principales (CP).

Las ecuaciones de prediccion son construidas en base a la siguiente formula:

Y=bo+bxs+......... + bnXn,
donde Y representa el valor del pardmetro quimico, bo es el intercepto, de b: a b, son los

coeficientes de regresion, x; a X, las absorbancias a diferentes longitudes de onda.
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Una vez seleccionado el modelo con mejor habilidad predictiva se comprob6 su exactitud
y precision mediante una validacion externa con un conjunto de muestras (n=30) para cada
variable problema, utilizando como “y” de referencia los valores quimicos previamente
calculados por los métodos de convencionales indicados. Los estadisticos indicativos de la
fiabilidad del modelo fueron el coeficiente de determinacion (R?), el error estandar en
validacion externa (EEve) y el indice RPD. Estos estadisticos fueron extraidos de la gréfica de

correlacion entre el valor real y el valor predicho por el modelo NIR seleccionado.

Tabla 11. Tratamientos matematicos y valores estadisticos

VALIDACION

PLS n cp CALIBRACION CRUZADA (DER/EEVC)
Tratamiento r EEC 1-VR EEvc DE
Absorbancia

EMSC
1,10,5+EMSC

1,10,10+EMSC
1,10,15+EMSC
1,155+EMSC
1,15,10+EMSC
1,15,15+EMSC
SNV
1,10,5+SNV
1,10,10+SNV
1,10,15+SNV
1,15,5+SNV
1,15,10+SNV
1,15,15+SNV
1,10,5
1,10,10
1,10,15
1,155
1,15,10
1,15,15
2,55
2,5,10
2,5,15
2,10,5
2,10,10
2,10,15
Tratamiento: tratamiento matematico aplicado a los espectros, donde el primer término es el orden de la
derivada aplicada, el segundo hace referencia al GAP y el tercero a la longitud del segmento de
suavizado; EMSC: pretratamiento matematico de los datos espectrales usando una correccién
multiplicativa de la sefial extendida ; SNV: pretratamiento matematico de los datos espectrales usando
una correccion dispersiva desviacion estandar normalizada; PLS: regresién multivariante por minimos
cuadrados parciales; n: nimero de muestras; CP: nimero de términos en la ecuacion; r: coeficiente de
correlacion en calibracion; EEC: error estandar de calibracion; 1-VR, coeficiente de determinacién en
validacion cruzada; EEvc: error estandar de validacion cruzada; DE: desviacion estandar; RPD: cociente
entre la desviacién estandar (desviacién estandar obteniendo la raiz cuadrada de la varianza, consiguiendo
asi, un valor similar a la desviacién media) y el EEyc.
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4.2.7. Andlisis cualitativo NIRs

Dada la naturaleza de las muestras y el objetivo del trabajo, ademas de un analisis
cuantitativo, se ha realizado un analisis quimiométrico de tipo cualitativo, para tratar de agrupar
y diferenciar las muestras en funcién de la densidad de siembra, la fecha de corte y la dosis de
abonado nitrogenado, con muestras procedentes de la primera campafia.

Debido a la presencia de efectos dispersivos en los espectros de las muestras de forraje,
se procedio a utilizar tres tratamientos espectrales, MSC y EMSC. De tal forma que se trabajo
con 3 tipos de espectros: originales sin pretratar, MSC y EMSC.

Inicialmente se realiz6 un andlisis de componentes principales, como indica Mark
(2008), para estudiar la posible ordenacién de las muestras en el espacio definido por los
componentes principales, en funcién de la densidad de siembra, la fecha de corte y la dosis de
abonado nitrogenado. Ademas, los resultados comparados de este primer analisis, podrian
determinar cual podria ser el mejor tratamiento espectral con el que seguir trabajando.

Posteriormente se realizaron los sistemas de clasificacion no supervisada mediante un
andlisis de conglomerados (cluster) combinando diferentes sistemas de medida y agrupamiento,
segun figuran en la tabla 12.

Tabla 12. Combinacion de métodos de agrupacion y medidas de distancia utilizadas en el trabajo

Meétodo de agrupacion Medida de distancia
K-means
K-medians
Enlace jerarquico sencillo
Enlace jerarquico completo Euclidea al cuadrado

Enlace jerarquico promedio
Enlace jerarquico por mediana
Enlace de Ward

Los resultados de los procedimientos K-means y K-medians, s6lo proporcionan el grupo
en que cada muestra es incluida, sin que exista una relacion visible de proximidad entre unas u
otras muestras.

Sin embargo, los distintos modelos de enlace, si proporcionan un dendrograma de
distancias donde es facil apreciar visualmente la proximidad real de las diferentes muestras. La
calidad de la agrupacion se evalué mediante la apreciacion de los grupos finales creados, asi
como por la complejidad del dendrograma generado. De esta manera, dendrogramas que
agrupaban las distintas muestras de manera clara antes de la distancia relativa = 4 se entendieron
como adecuados.

En todos los casos de agrupacion no supervisada se sugirio al software una presencia de
3 grupos en funcién de la densidad, 6 grupos para la fecha de corte y 3 segun la dosis de

abonado.
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A continuacién se abord6 la confeccion de sistemas de clasificacion supervisados
basados en el andlisis SIMCA (Soft Independent Modelling Class Analogy), originalmente
descrito por Wold (1976), Albano et al. (1978) y Sharaf et al. (1986) y la regresion
discriminante por minimos cuadrados parciales (PLS-DA), inicialmente descrita por Joreskog y
Wold (1983).

En el andlisis SIMCA, cada grupo es modelado por separado, asignandose las muestras
en funcién de sus distancias a cada modelo. Asi, en este analisis se modela independiente cada
uno de los grupos mediante un analisis de componentes principales, determinando con ello el
centroide y la dispersion de las muestras para cada grupo. La dimensién del modelo individual
viene dada por el nimero de componentes principales que se hayan considerado.

El modelo obtenido para cada grupo se define por la distancia de las muestras al centro
del modelo (denominada laverage), informando sobre la colocacién de la muestra proyectada
sobre los CP, y por la distancia de la muestra al modelo definido por los CP (denominada
estadistico S) (Martens y Naes, 1989).

Una muestra determinada puede ser clasificada en un grupo, en varios de ellos o bien no
pertenecer a ninguno de los grupos. En este ultimo caso, las muestras que no sean clasificadas
en ningln grupo, podrian dar lugar a un nuevo grupo si se confirman sus diferencias con el
resto de los modelos. Dada la estructura de las muestras disponibles, se hicieron los mismos
grupos que se sugirieron en la agrupacién no supervisada.

Para la evaluacion del modelo se estudia el porcentaje de muestras que son clasificadas
correctamente en su grupo. Las muestras se clasifican en uno, o varios, grupos en funcién de sus
distancias leverage y S. Asi, si una muestra pertenece a un grupo, se le clasifica como tal. Sin
embargo, si una muestra pertenece a dos grupos o bien no es asignada a ningln grupo, se
clasificaria en aquella clase de la que presente menores valores de distancias leverage y S.
Siendo posible definir un error de clasificacion, tanto para cada uno de los grupos (porcentaje de
muestra mal clasificadas de un grupo respecto al total de muestras de dicho grupo) como un
error de clasificacion global (porcentaje total de muestras mal agrupadas respecto al total de
muestras empleadas en el desarrollo de modelos).

Una vez obtenido los modelos se realizdé una validacion externa, se seleccionaron diez
muestras aleatorias del grupo total de muestras (588 muestras para realizar la calibracion y 60
para validacion) y comprobar la validez del sistema para clasificar estas muestras. (Brereton,
2009).

El altimo método para la clasificacion de las muestras es la regresion discriminante por
minimos cuadrados parciales (PLS-DA), que emplea un algoritmo generalmente usado en el
analisis cuantitativo multivariante. Este algoritmo genera tantas variables discriminatorias como
grupos existan. Si una muestra es clasificada en un grupo se le asigna un valor de 1y de 0 si no

esta incluida. Aunque con este modelo una misma muestra puede estar clasificada en mas de un
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grupo a la vez. Para calcular el nimero Optimo de componentes principales se utilizo la
validacion cruzada.

Una vez obtenidas las ecuaciones para la regresion discriminante por minimos
cuadrados parciales (PLS-DA) se hizo lo mismo que con el método SIMCA respecto a las
muestras para la obtencion del método y para la validacion externa, como indica Brereton
(2009). Dado que la PLS-DA es un andlisis de modelado similar al analisis SIMCA, el método
de evaluacion es el mencionado anteriormente para el analisis SIMCA. Como indican Garrido et
al. (2000), estos parametros son juzgados por diferentes estadisticos, entre los que se encuentran
como mas generalizado, el error de clasificacion, que corresponde al porcentaje de muestras
incorrectamente clasificadas por el modelo y que seré el utilizado en esta investigacion.

Todos los desarrollos quimiométricos y transformaciones espectrales se han realizado
mediante el software The Unscrambler ®10.2 de la empresa Camo Software AS (Norway),
licenciado a la Unidad de Nutricion Animal del Departamento de Produccién Animal y Ciencia
de los Alimentos de la UEX.
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Calidad del forraje de triticale de doble aptitud en funcién de la densidad de siembra,
el nimero de aprovechamientos y la dosis de nitrégeno

CAPITULO I
CALIDAD DEL FORRAJE DE TRITICALE DE DOBLE APTITUD EN FUNCION DE
LA DENSIDAD DE SIEMBRA, EL NUMERO DE APROVECHAMIENTOS Y LA
DOSIS DE NITROGENO

RESUMEN

El triticale de doble aptitud (forraje y grano) es una opcion ideal para cultivarlo en la
dehesa, que ocupa el 51% de la superficie agraria util en Extremadura. ElI conocimiento del
valor nutritivo del forraje es fundamental cuando se trata de alimentar al ganado. En este trabajo
se estudid la influencia durante dos campafias (2009/2010 y 2010/2011) de la densidad de
siembra, numero de cortes y dosis de nitrégeno en el contenido de proteina bruta (PB), fibra
bruta (FB), fibra neutro detergente (FND), fibra acido detergente (FAD), lignina &cido
detergente (LAD) y valor relativo del forraje (VRF) del triticale. Para ello, se disefié un ensayo
en split-split-plot donde la parcela principal fue la densidad de siembra (400, 500 y 600 plantas
m?), la subparcela el nimero de aprovechamientos (un aprovechamiento y dos
aprovechamientos) y la sub-subparcela la dosis de nitrégeno (0, 75 y 125 kg N ha?). Los
resultados pusieron de manifiesto la influencia del ambiente en las variables estudiadas. La
densidad de siembra no influy6 en ninguna de estas variables. El nimero de aprovechamientos
(cortes) influyé significativamente en el contenido de PB y FB, disminuyendo la PB (de 21.05
% a 16.02 %) y aumentando la FB (desde 23.87 % hasta 27.21 %) al aumentar el nimero de
cortes. El abonado nitrogenado aumenté significativamente el contenido de PB (16.67 % con 0
kg N ha'y 19.58 % con 125 kg N ha) y produjo un ligero incremento, que fue significativo, en
la FND y FAD (50.31 % a 51.99 % de FND y 29.47 % a 30.95 % de FAD, para 0 kg N haly
125 kg N ha?l, respectivamente), en la campafia 2009/2010, provocando una disminucion
significativa del VRF (122.19 para 0 kg N ha' y 116.06 para 125 kg N ha).

Palabras claves: X Triticosecale Wittmack, proteina, fibra, valor relativo del forraje.
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INTRODUCCION

La practica desaparicion de la trashumancia y la intensificacion de las explotaciones han
provocado que el sistema de dehesa no pueda cubrir con recursos propios méas de un 56 % de las
necesidades de la ganaderia doméstica (Pulido y Escribano, 1994), condicionando los sistemas
productivos, la adecuacion y el grado de dependencia de la ganaderia hacia los recursos del
medio externo. Las tremendas fluctuaciones que en los Ultimos afios ha sufrido el precio de los
cereales y, por consiguiente, el de los piensos (con incrementos hasta del 40 % en algunos
casos), hace que la dependencia de recursos externos al sistema suponga un verdadero riesgo
para la rentabilidad de las explotaciones ganaderas asentadas en este entorno (Gil et al., 2009).
Una alternativa a la utilizacion de estos recursos puede ser la introduccion de cultivos forrajeros
para aprovechamiento a diente o bien mediante ensilado o henificado, para su posterior
utilizacion en épocas en las que la produccion de pastos naturales no cubra las necesidades de la
explotacion (Francia et al., 2006; Gil et al., 2009). Llera (1997), Gil et al. (2011), Llera et al.
(2011a) y Llera et al. (2011b) pusieron de manifiesto el interés del triticale (X Triticosecale
Wittmack) de doble aptitud (forraje y grano) como cultivo idéneo para la dehesa, con el fin de
paliar la escasez de forraje verde en la época invernal y proporcionar una cosecha de grano y
paja al final de su ciclo.

Un aspecto muy importante de la produccion de los cereales en la dehesa es su calidad y
valor nutritivo, ya que de esto dependera en gran parte el comportamiento productivo de los
animales. Estos requieren de una dieta compuesta por seis elementos basicos para crecer: fibra,
energia, proteina, minerales, vitaminas y agua. El grano de triticale, ademas de sus ventajas
adaptativas, posee una composicién nutricional éptima en cuanto a vitaminas, minerales y
aminoacidos esenciales se refiere (Lorenz et al., 1974) y posee un alto contenido en almidén,
lipidos, fibra y proteina comparado con el trigo (Dyson, 2006).

La proteina bruta (PB) es importante no sélo para el crecimiento y produccion de leche
sino también para el mantenimiento del animal (Hall et al., 2011). Un déficit implica una
limitacién en la produccion de los animales y una menor eficacia en la utilizacion de la racién
(De la Roza, 1994). A mayor cantidad de proteina proveniente del forraje se necesita menor
cantidad de suplemento. Algunos autores (Collins et al., 1981; Royo, 1992 y Rinehart, 2008)
sefialan que es preciso establecer con claridad los niveles de fertilizacion nitrogenada, la edad de
la planta y la relacion hoja/tallo, ya que afectan de forma clara a la concentracion de proteina,
digestibilidad de la pared celular, a la calidad y al consumo de la materia seca del forraje.

La fibra bruta (FB) se considera la fuente principal de energia del forraje ya que los
rumiantes son capaces de digerirla. La fibra, representada por sus fracciones, fibra neutro

detergente (FND) y fibra &cido detergente (FAD), tiene un efecto importante sobre la
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digestibilidad de la biomasa (Kozloski et al., 2005), ya que la reduce, descendiendo también la

cantidad de ingesta por parte de los animales. La lignina acido detergente (LAD), que aumenta

segun avanza el desarrollo del cultivo, est4 asociada a una baja digestibilidad de la materia seca

(Jung y Vogel, 1986). Las gramineas al final del ahijado emiten nuevos tallos provocando una
disminucién de la calidad del forraje (aumenta la FB y disminuye la digestibilidad del forraje).

El valor relativo del forraje (VRF) fue desarrollado por la American Forage and
Grassland Council (AFGC) (Rohweder et al., 1978). Para su calculo no se tiene en cuenta el
contenido en proteinas del forraje y dado que la proteina es importante para determinar la
calidad, debe ser considerada junto con el VRF cuando se evalla la calidad del forraje
(Dunham, 1998).

La densidad de siembra influye en la calidad de los forrajes por su influencia en el
desarrollo foliar y en el rendimiento, como ponen de manifiesto Hanbury y Siddique (1999),
Elizondo y Boschini (2001) y Llera et al. (2011b). Cusicanqui y Lauer (1999) detectaron una
disminucién en la calidad del forraje de maiz al aumentar la densidad de siembra.

El ndmero de cortes influye sobre la morfologia de la planta y esta a su vez influye
sobre el contenido de proteina y la digestibilidad del forraje. Desde que se siembra hasta que se
realiza el primer aprovechamiento y desde éste hasta el segundo aprovechamiento, la planta va
creciendo y por tanto variando sus hojas, tallos y la relacién entre ellos. Khorasani et al. (1997),
Romero et al. (1999) y Rojas et al. (2004) observaron que a medida que avanza el ciclo del
cultivo se observa una disminucién gradual del porcentaje de PB. A mayor relacion hoja/tallo
mayor cantidad de proteinas en el forraje, ya que las hojas contienen mas proteinas y los tallos
mas fibra (Bolton, 1962). La relacién hoja/tallo disminuye con el tiempo, ya que una vez
formadas todas las hojas el tallo sigue creciendo hasta alcanzar su altura definitiva. La edad de
la planta afecta al contenido de proteinas: a medida que la planta crece la proteina disminuye
(curva de dilucion de la proteina) y lo hace mas rapidamente en el tallo que en las hojas
(Lemaire et al., 1985; Luna, 1996 y Llera et al., 2013). La altura de corte también puede influir
en el contenido de proteinas, pues modifica la relacion hoja/tallo. Las condiciones ambientales
(precipitacion y temperatura) afectan al ritmo de crecimiento de las plantas e influyen, junto a
otros factores, en el contenido de PB y FB.

La dosis de nitrdgeno afecta al desarrollo vegetativo de la planta, afectando a la calidad
del forraje. Wilman y Wright (1983) y Llera et al. (2011b) observaron variaciones en el
contenido de PB y FB en los forrajes al variar la cantidad de nitrogeno aplicado. El nitrégeno
influye en el rendimiento del forraje y éste a su vez afecta a la calidad del mismo, como
estudiaron Llera (1998) y Mufioz-Guerra et al. (2006), ya que aumenta el indice de area foliar

(IAF), modificando la relacion hoja/tallo ocasionando un aumento de la PB (Llera, 1998).
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El objetivo de este estudio ha consistido en establecer la influencia de la densidad de
siembra, el nimero de cortes y la dosis de nitrégeno sobre el contenido de PB, FB, FND, FAD,
LAD y VRF del triticale de doble aptitud (forraje y grano), cv "Verato.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se llevd a cabo durante las campafias agricolas 2009-2010 y 2010-2011, en
una parcela de la finca La Orden perteneciente al CICYTEX, propiedad del Gobierno de
Extremadura, del término municipal de Guadajira (Badajoz), en condiciones de secano. El
suelo, clasificado como Alfisol, present6 una textura franco-arenosa con un bajo porcentaje en
materia organica oxidable (0.61 %), un pH neutro (6.97), una CIC muy baja (6.12 meq 100 g?)
y un contenido normal en fosforo asimilable (12.89 ppm).

El material vegetal utilizado fue un triticale de doble aptitud (forraje y grano), cv
“Verato”, obtenido por el Departamento de Cultivos Extensivos del Instituto de Investigacion
Agraria “La Orden-Valdesequera”. Las labores preparatorias del primer afio de ensayo
consistieron en un pase cruzado de grada de disco sobre un rastrojo de cereal y otro pase de
rotovator. El segundo afio se hizo un pase de subsolador, uno de grada y por ultimo se paso un
rotovator.

Para la siembra se utilizé una sembradora de chorrillo con 6 botas separadas 20 cmy se
sembro el 28/10/2009 y el 19/10/2010.

No se realizé ningln tipo de tratamiento fitosanitario en ninguna de las dos campafas.
Los distintos abonados realizados se resumen en la tabla 1.

Como los estudios realizados por Francia et al. (2006) pusieron de manifiesto que no
existen diferencias significativas entre el pastoreo simulado (cortes) y el pastoreo directo del
forraje, se realizaron dos pastoreos simulados (cortes), utilizando una segadora manual de peine
frontal con cuchillas alternativas, que realizaba el corte en la planta a una altura de 2-3 cm para

el primer corte y de 6-7 cm para el segundo.

Tabla 1. Cantidades y tipos de fertilizantes utilizados en el abonado de fondo y en el abonado de
cobertera (kg ha?)

Abonado de Fondo 12 Cobertera 22 Cobertera
N P20s K20 N N
Tratamiento Sulfato  Superfosfato ~ Cloruro Nitrato Nitrato
. L L Amonico Amonico
amonico del  célcico del potésico Calcico del Calcico del
0, 0, 0
21% 18% del 60% 27% 27%
N2 =125 kg N ha' 50 42 90 50 25
N1=75kg N ha? 25 42 90 50 0
NO =0kg N ha? 0 42 90 0 0
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El disefio estadistico fue un split split plot con cuatro repeticiones, siendo la parcela
principal la densidad de siembra ((D1-400 plantas m2 (160 kg ha'), D2-500 plantas m? (200
kg ha') y D3-600 plantas m? (240 kg ha)), la subparcela el nimero de cortes (C1- Un corte y
C2-Dos Cortes) y la sub-subparcela las dosis de nitrogeno aplicadas antes de la siembra,
después del primer corte y después del segundo corte (NO-SIN nitrogeno (0-0-0), N1-75 kg N
ha' (25-50-0) y N2-125 kg N ha* (50-50-25)). La unidad experimental estaba constituida por
dos parcelas de 1.5 m de ancho y 10 m de longitud, utilizando una de ellas para los muestreos
destructivos. Se tomaron dos muestras de forraje de 0.25 m? antes de los distintos

aprovechamientos, como se indica en la tabla 2.

Tabla 2. Fechas en que se realizaron los aprovechamientos
Campafia Aprovechamiento Fecha

1° Aprovechamiento 18/01/2010
2009/2010
2° Aprovechamiento 10/03/2010

1° Aprovechamiento 17/01/2011
2010/2011
2° Aprovechamiento 03/03/2011

Las muestras tomadas se secaron en una estufa a 105 °C durante 48 horas (RD
2257/1994) para determinar el peso seco de la parte aérea de la planta y, posteriormente, fueron
molidas para obtener la concentracion de nitrégeno por el método LECO®/DUMAS (AOAC,
1969). La PB se calculé segun la férmula [N x 6.25].

Para la obtencién de FB, FND, FAD y LAD se utilizé un analizador de fibra ANKOM,
empleandose el método oficial AOCS (2003).

Linn et al. (1987) desarrollaron uno de los indices de calidad de forrajes mas utilizado:
el Valor Relativo de Forrajes (VRF), el cual es aceptado por la NFTA (Undersander et al.,
1993) como el indicador oficial del valor nutritivo de los forraje en los Estados Unidos. El valor
obtenido es un indice que no tiene unidades, pero permite comparar la calidad (entendida como
la capacidad de un forraje de generar una respuesta productiva) de leguminosas, gramineas y sus
mezclas, bien sean en fresco, ensiladas o henificadas (Calsamiglia, 1997; Teixeira y De
Andrade, 2001 y Moore y Undersander, 2002).

El VRF se calcul6 siguiendo el método propuesto por Dunham (1998), mediante la
estimacion de la materia seca digestible (MSD) y el consumo de materia seca (CMS) a partir de

las siguientes ecuaciones:
- MSD =88,9- (0,779 x %FAD) (%MS)

- CMS =120/ %FND (% PV)
- VRF =(MSD x CMS) / 1,29
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Jeranyama y Garcia (2004) advierten de la existencia de algunas limitaciones en el uso del
VRF:

- CMS y MSD se asumen constantes para todos los forrajes.

- FND y FAD son los unicos valores de laboratorio usados para el calculo.

- La proteina del forraje no se utiliza. Por esta raz6n se propone tenerla en cuenta y para
ello se sugiere un valor del contenido en proteina del 15% para diferenciar una calidad
de 12 de una de 28 Se ha tomado este valor porque es el que se exige a la alfalfa para ser
comercializada con destino a la alimentacion animal (Art.3 Reglamento (CE)
382/2005).

- VRF no puede ser utilizado en la formulacion de raciones o en su evaluacion.

La Fundacion Espafiola para el Desarrollo de la Nutricion Animal (FEDNA, 2004) utiliza
este indice y clasifica la calidad del forraje en seis tipos (tabla 3).

Tabla 3. Calidad del forraje segun el VRF

Calidad del forraje  VRF Calidad del forraje  VRF
Excelente >151 Tercera 87-102
Primera 125-151 Cuarta 75-86
Segunda 103-124 Quinta <75

El andlisis de los datos se llevé a cabo mediante un andlisis de la varianza para
determinar el efecto de la densidad de siembra, el nimero de aprovechamientos y la dosis de
nitrdgeno, asi como el efecto campafia y uno de efecto aleatorio (repeticiones), sobre los
contenidos de PB, FB, FND, FAD, LAD y VRF del forraje de triticale, utilizando el paquete
estadistico SPSS-PC+ (2005). Mediante este disefio se determind el efecto de los factores fijos
(incluida la campafa) para cada una de las variables dependientes estudiadas. El test de Tukey
se aplicd posteriormente para comparar las medias entre cada uno de los grupos, cuando el
ANOVA fue significativo (p<0.05).

En cada andlisis se calculd el coeficiente de variacion para estimar la magnitud del error
experimental. Para conocer las relaciones entre algunos de los parametros estudiados se

estudiaron las correlaciones bivariadas de Pearson y regresiones lineales simples.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Climatologia

En la tabla 4 se presentan los principales datos climatoldgicos de las dos campafias.

Las precipitaciones totales de la campafia 2009/2010 superaron a las de la campafia
2010/2011 en 127 mm, aunque en ninguna de las dos camparfias el agua caida supuso una
limitacién para el buen desarrollo del triticale.

Las precipitaciones en el periodo desde siembra hasta el 1° aprovechamiento fueron
superiores en la campafia 2009/2010 en 27 mm y desde el 1° al 2° aprovechamiento también,

pero en este periodo la diferencia fue mucho mayor, alcanzando los 171 mm.

Tabla 4. Principales variables climatol6gicas de las campafias 2009/2010 y 2010/2011

Campafia Periodo P.T.(mm) P (mm) GDT (°C) GD (°C) (Tmedia °C)
Siembra-1 Corte 304 922 (11.24)
2009/2010 666 3629
1 Corte-2 Corte 218 488 (9.57)
Siembra-1 Corte 277 852 (10.65)
2010/2011 539 3128
1 Corte-2 Corte 47 368 (8.17)

P.T. = Precipitacion desde siembra a recoleccion, P = precipitacion en el periodo considerado, GDT =
Grados dia desde siembra a recoleccion y G.D. = Grados dia en el periodo.

Los grados dia (GD) desde siembra hasta el 1° aprovechamiento y desde el 1° al 2°
aprovechamiento fueron superiores en la campafia 2009/2010 en 70 °C y 120 °C
respectivamente.

Se puede decir que las precipitaciones de las dos campafias estuvieron por
encima de la media, aunque en la campafia 2009/2010 la precipitacion entre los dos
aprovechamientos fue muy superior a la de la campafia 2010/2011. También se aprecia
que la campafia 2009/2010 fue mas célida que la campafia 2010/2011, con una
temperatura media en el periodo de siembra al 1° aprovechamiento y en el periodo del

1° al 2° aprovechamiento superior en 0.59 °C y 1.4 °C, respectivamente.
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Proteina Bruta

La tabla 5 muestra los resultados obtenidos para la proteina bruta. La densidad de
siembra no influyd significativamente en el contenido de proteina bruta, mientras que la
campafia, el nimero de aprovechamientos y la dosis de abonado nitrogenado si influyeron
significativamente. Ninguna de las interacciones estudiadas en el analisis resulto significativa.

El contenido de proteina muestra diferencias significativas entre las dos campafias del
estudio, siendo superior en la campafia 2010/2011 con un 21.20 % frente a 15.87 % obtenido en
la camparia 2009/2010. Terman et al. (1969), Robinson et al. (1979), Garcia et al. (1985), Rao
et al. (1993) y Satorre y Slafer (1999) indican que se produce un aumento de proteina cuando se
reduce la cantidad de agua disponible para el cultivo. El estrés hidrico estimula la absorcién y
asimilacion del nitrageno del suelo, y la movilizacién del mismo en la planta.

Las precipitaciones en el periodo desde la siembra hasta el 1° aprovechamiento fueron
superiores en la campafia 2009/2010 en 27 mm y desde el 1° al 2° aprovechamiento también,
pero en este periodo la diferencia fue mucho mayor, alcanzando los 171 mm. Estas diferencias
pudieron provocar una disminucién del potencial productivo y un aumento de la calidad en la
camparfia 2010/2011 y podrian justificar el hecho de que en la campafia 2010/2011 los niveles de
proteina fueran superiores a los de la campafia 2009/2010.

Otro factor a tener en cuenta es la temperatura. En la campafia 2009/2010, la
temperatura media fue superior a la de la campafia 2010/2011 en los dos periodos estudiados, lo
que pudo favorecer el aumento del contenido de FB, FND y LAD, variables que tienen una
fuerte relacién negativa con la PB. Soest (1998) indica que la celulosa y la lignina tienden a
aumentar conforme aumenta la temperatura y la luz solar, lo que provoca un descenso de la PB
debido a su relacion negativa con la FND vy sobre todo con la FB y LAD, con las que tiene una

relacién negativa altamente significativa (tabla 11).
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Tabla 5.Analisis del contenido de PB en funcion de la densidad de siembra, nimero de
aprovechamientos y dosis de abonado nitrogenado, por campafa y en la media de las dos camparias
PB (%)
Campafa
2009/2010 2010/2011 Media

Densidad (plantas m)

400 1573 a 2180 a 1877 a
500 1551 a 21.04 a 1827
600 16.37 a 2077 a 1857 a
Aprovechamiento
1 aprovechamiento 1858 a 2353 a 2105 a
2 aprovechamientos 13.16 b 1887 b 16.02
Nitrogeno (kg N ha?)
0 1356 b 19.77 b 16.67
75 1695 a 2178 a 1937 a
125 1710 a 22.05 a 1958 a
Media 1587 b 2120 a 1854
C.V. (%) 9.94 14.42 14.22
Significacion
Campainia ( C) Fex
Densidad (D) N.S N.S N.S
CxD N.S
Apovechamiento (A) falalel falaled falaled
CxA N.S
DxA N.S N.S N.S
CxDxA N.S
Nitrégeno (N) *x * ol
CxN N.S
DxN N.S N.S N.S
AxN N.S N.S N.S
CxDxN N.S
CxAXxN N.S
CxDxAxXN N.S
DxAxN N.S N.S N.S

*, **y **Ex gjgnificativo al 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente.
N.S: no significativo

La densidad de siembra no provoco diferencias significativas en el contenido de PB.
Autores como Elizondo y Boschini (2001) tampoco encontraron diferencias significativas en el
contenido de PB al variar las densidades de siembra en otros cultivos forrajeros. El hecho de
gue no se hayan producido diferencias significativas entre las tres densidades de siembra
ensayadas ha podido deberse a que las lluvias acaecidas en ambas camparias desde siembra
hasta el primer aprovechamiento no fueron limitantes (304 mm en 2009/2010 y 277 mm en

2010/2011), permitiendo un buen desarrollo foliar en la densidad de siembra méas baja. Hanbury
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y Siddique (1999) indican que las densidades de siembra mas bajas se pueden utilizar cuando
las condiciones son méas favorables (mayores precipitaciones), donde los entornos de las plantas
tienen una mejor oportunidad de expresar su potencial de rendimiento individual; Fagnano et al.
(1998) obtuvieron resultados muy similares. Otros autores como Regan et al. (2005) y Hanbury
et al. (2005) también aconsejan menores densidades de siembra en regiones donde las plantas
tienen mejor oportunidad de expresar su potencial productivo. En las mismas condiciones que
en las del ensayo, Llera et al. (2011%) no encontraron diferencias en el rebrote del triticale para
las distintas densidades utilizadas, quizas debido a las mismas causas.

El aprovechamiento afecté de forma altamente significativa al contenido de proteina
bruta. Del primer al segundo corte se produce una disminucion importante, pasando de 18.58 %
al 13.16 % en la campafia 2009/2010 y de 28.53 % al 18.87 % en la campafia 2010/2011. Estos
valores de proteina son superiores a los citados por Delogu et al. (2002), Rojas et al. (2004) y
Lithourgidis et al. (2006) y similares a los que indica Carrasco et al. (1999), Llera et al. (1999)
y Morales (2011), en unas condiciones climatoldgicas similares a las del ensayo.

Fernandez et al. (1991) estudiaron la influencia del nimero de aprovechamientos en la
calidad nutritiva del pasto, concluyendo que a medida que aumenta el ndmero de
aprovechamientos disminuye la calidad del forraje, como consecuencia de la disminucion del
contenido de proteina bruta y el aumento de la fibra neutro detergente, que provoca la
disminucion de la digestibilidad del forraje.

Flipot et al. (1984), Droushiotis (1985), Khorasani et al. (1997), Romero et al. (1999),
Rojas et al. (2004) y Hargreaves et al. (2009) observaron una disminucién de la proteina en la
biomasa del forraje a medida que avanzaba el ciclo del cultivo, debido probablemente a la
diferenciacion de sus 6rganos (hojas, tallo y espiga). Esta disminucién de la concentracion de
proteina con el tiempo (aumento de la biomasa) se atriibuye a una disminucion en la fraccion de
N total de la planta asociado con la fotosintesis (hojas) y con un aumento de la fraccion N de los
constituyentes estructurales y de almacenamiento (tallos) lo que provoca que la relacion
hoja/tallo disminuya con la edad de la planta (Caloiny Yu, 1984 y Lemaire et al., 1992).

Morales et al. (2010) comprobaron que el contenido en proteina de la biomasa en
triticales y avenas se vio influido por el nimero de cortes, encontrando siempre mayor
contenido en proteina cuanto mas temprano se efectuaban los cortes. Llera et al. (2012)
observaron que la produccién de proteina disminuia a medida que aumentaba el nimero de
cortes. También reconocieron la existencia de una relacion negativa entre el porcentaje de
proteina bruta y la produccién de biomasa del cultivo, es lo que se denomina curva de dilucién
de la proteina. Estas curvas de dilucion de la proteina se ven afectadas por las variaciones del
ambiente (localizacién, climatologia, etc) y las técnicas de cultivo (dosis de fertilizacion

nitrogenada, nimero de cortes, etc.). Anslow (1966) y Saroff et al. (2003) estudiaron la tasa de
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aparicion y elongacion de las hojas después del pastoreo y encontraron que éstas eran menores a
medida que se producian méas cortes. Esto lleva a pensar que en el segundo corte se puede
producir una disminucion del volumen de hojas y consecuentemente, una disminucion del
contenido de proteinas. Llera et al. (2011b) comprobaron que el nimero de hijos disminuia al
aumentar el nimero de cortes y con ello la superficie foliar, lo que unido al estado més
avanzado del cultivo provoca este descenso en el contenido de proteinas (Llera et al., 2013).
Como las hojas son los drganos con mayor contenido de proteinas, es posible que si se
aumentara el periodo entre cortes la relacion hoja/tallo podria aumentar, y con ello el contenido
de proteina, pero al ser un triticale de doble aptitud (forraje y grano) el pastoreo no debe
realizarse después del estado 30 de la escala de Zadoks et al. (1974) (final del ahijado), ya que
se veria comprometida la produccion de espigas y por tanto, el rendimiento en grano.

La dosis de abonado nitrogenado influyé positiva y significativamente sobre el
contenido de proteina bruta, pero sélo existieron diferencias entre la dosis testigo (0 kg N hal) y
las otras dos (75 y 125 kg N ha?), entre las que no se observaron diferencias significativas en
ambas campafias (2009/2010 y 2010/2011) y en la campafia media. Nufiez et al. (2005) también
encontraron una relacion directa entre la cantidad de abonado nitrogenado aplicado y el
contenido de proteina en el triticale para forraje. Llera et al. (20112) sefialan que para una rapida
regeneracion del area foliar y para que se produzca un buen rebrote es imprescindible la
aplicacion de nitrégeno después del corte.

Collins et al. (1981) indican que el nitrégeno aumenta la cantidad y calidad de la
materia seca del pasto como los carbohidratos no estructurales, fésforo, potasio y magnesio.
Wilman y Wright (1983) en Inglaterra, utilizando los valores medios de 32 ensayos,
comprobaron que al pasar de 0 a 100 kg N ha! se producia un aumento del porcentaje de
proteina y de 100 a 200 kg N ha’, el aumento fue mayor. En este trabajo de investigacion se
puede comprobar que por encima de 75 kg N hano se obtiene un aumento estadisticamente
significativo en el contenido de proteina bruta. Llera et al. (2011%) determinaron, en estas
mismas condiciones, que al incrementar la dosis de nitrégeno de 0 kg N ha'a 75 kg N ha'
aumentaba la capacidad de rebrote del cultivo, lo que mejoraba la relacion hoja/tallo y por tanto,
el contenido en PB del forraje, mientras que al pasar de 75 kg N ha?a 125 kg N ha! no
encontraron diferencias significativas en el rebrote.

Es un hecho repetidamente observado que en los cereales de invierno existe una
respuesta positiva a la aplicacion de nitrégeno hasta un cierto limite (Llera, 1998 y Mufioz-
Guerra et al., 2006), ya que en determinadas zonas por encima de éste no se consigue aumentar
el rendimiento, incluso disminuye en muchos de los casos (Gonzalez y Salas, 1993; Llera, 1998
y Pérez et al., 2008).
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Fibra

El contenido de FB, FND, FAD y LAD obtenidos son ligeramente inferiores a los
conseguidos por Bejar y Ammar (2007) o Morales (2011), pero préximos a los obtenidos por
Mergoum et al. (1999) y Llera et al. (2013).

Fibra Bruta

El porcentaje de FB de la primera campafia (2009/2010) no mostré diferencias
significativas para la densidad de siembra, n°® de aprovechamientos y dosis de nitrégeno, y
tampoco fueron significativas ninguna de las interacciones. Sin embargo, en la segunda
campafia (2010/2011), el andlisis es significativo para la densidad de siembra, el n° de
aprovechamientos y su interaccion. En la campafia media resultaron significativos la camparia,
la densidad, el aprovechamiento y la interaccion campafia por aprovechamiento. Hay que
destacar que la dosis de nitrdgeno no tuvo ninguna influencia en el porcentaje de FB en ninguna
de las campafias ni en la media (tabla 6).

El ambiente también resulté significativo para la FB. En la primera campafia se obtuvo
un valor de FB superior (26.61 %) al de la segunda camparia (24.48 %), justo lo contrario que
sucedid con la concentracion de proteina, con la que tiene una relacion negativa y altamente
significativa, como se puede observar el la figura 1 y tabla 11. Cuando se supera la temperatura
Optima de un cultivo, éste utiliza mecanismos estructurales para reducir los efectos del estrés
por altas temperaturas, aumentando el contenido de la pared celular, es decir la fibra y en
especial el contenido de lignina.

28 q
27 A
26 A
25 A

24

Fibra Bruta (%)

23 FB (%) = -0,4168 PB (%) + 33,273
R2 =0,74327"

22 A

21

12 14 18 18 20 22 24

Proteina Bruta (%)

Figura 1. Relacion entre la FB (%) y la PB (%) del forraje de triticale

Tanto en la campafia 2010/2011 como en la campafia media, el porcentaje de FB fue
inferior significativamente en las densidades menores (400 y 500 plantas m?) respecto al

obtenido con la densidad mayor (600 plantas m2). Esto pudo deberse a que en la densidades
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mas bajas (400 y 500 plantas m?) la relaciéon hoja/tallo fue mayor provocando un mayor

contenido en PB y en consecuencia, un menor porcentaje de FB. En densidades altas, cuando el

cultivo se cierra, la iluminacion de las hojas inferiores es menor y suele provocar caida de hojas,

modificando la relacién hoja/tallo en sentido negativo, es decir, disminuyéndola y en
consecuencia aumentando la cantidad de fibra del forraje.

Elizondo y Boschini (2001) no encontraron diferencias en el porcentaje de FB al variar
las densidades de siembra. Funaro y Paccapelo (2005) encontraron una mejor respuesta forrajera
en la densidad més baja, donde se obtuvo un mayor rendimiento de planta completa y de hojas.
Sin embargo, Cusicanqui y Lauer (1999) detectaron aumentos en el contenido de FB y
reducciones de la digestibilidad al aumentar la densidad de siembra en un forraje de maiz.

El nimero de aprovechamientos en la campafia 2010/2011 y en la campafia media
afecto significativamente al porcentaje de FB. Las parcelas que se aprovecharon una sola vez
tienen un porcentaje de FB inferior a las que se aprovecharon dos veces (tabla 6). Esto pudo ser
debido la influencia de la edad de la planta, pues en el primer aprovechamiento las plantas
apenas tienen tallos y la relacién hoja/tallo es mayor. A medida que avanza el desarrollo del
cultivo la planta comienza a desarrollar los tallos y la relacion hoja/tallo disminuye
favoreciendo el aumento de la FB, que se encuentra en mayor porcentaje en los tallos. Ademas,
después del primer aprovechamiento se produce el rebrote del cultivo y este rebrote esta
constituido por hojas y tallos, pero con mayor proporcion de tallos, ya que para que la planta
elabore nuevas hojas es necesario que estén formados los tallos, implicando que en el segundo
aprovechamiento la relacion hoja/tallo es menor, provocando un aumento de la FB.

En la figura 2 se muestra la interaccion campafia por aprovechamiento. Se observa que
en el primer aprovechamiento el valor de la FB de la campafia 2009/2010 es superior
significativamente al de la campafia 2010/2011. En el segundo aprovechamiento no parece tener
influencia la campafia, ya que los valores obtenidos son practicamente iguales. En las dos
campafias los valores del segundo aprovechamiento son superiores y significativamente

distintos de los del primer aprovechamiento.
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Tabla 6. Analisis del contenido de FB en funcién de la densidad de siembra, nimero de
aprovechamientos y dosis de abonado nitrogenado, por campafa y en la media de las dos campafias

FB (%)
Camparia
2009/2010 2010/2011 Media
Densidad (plantas m?)
400 26.70 a 23.71 b 2521
500 26.41 a 24.04 b 2523
600 26.70 a 25.69 a 26.20 a
Aprovechamiento
1 aprovechamiento 25.94 a 21.81 b 2387 b
2 aprovechamientos 27.27 a 27.15 a 27.21 a
Nitrogeno (kg N ha?)
0 26.82 a 24.65 a 25.74 a
75 26.62 a 24.46 a 2554 a
125 26.38 a 24.32 a 2535 a
Media 26.61 a 24.48 b 2554
C.V. (%) 7.27 6.84 8.92
Significacion
Campaiia ( C) il
Densidad (D) N.S Fxk *
CxD N.S
Apovechamiento (A) N.S Fxk Fhx
CxA faladed
DxA N.S *x N.S
CxDxA N.S
Nitrégeno (N) N.S N.S N.S
CxN N.S
DxN N.S N.S N.S
AXN N.S N.S N.S
CxDxN N.S
CxAxN N.S
CxDxAxN N.S
DxAxN N.S N.S N.S

*, ** y **x* gjgnificativo al 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente.
N.S: no significativo
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Figura 2. Influencia de la interaccion campafia por aprovechamiento en el contenido de FB (%6) del
forraje de triticale

En la figura 3 se observa que en el primer aprovechamiento no existen diferencias
significativas entre las tres densidades de plantas. En el segundo aprovechamiento, la densidad
de 600 plantas m? obtiene un valor superior a las otras dos densidades, entre las que no se
observaron diferencias significativas. Los valores de la FB del segundo aprovechamiento para
las tres densidades de plantas son superiores significativamente a los del primer
aprovechamiento. Esto pone de manifiesto que a medida que la planta se desarrolla la FB
aumenta, debido al crecimiento del tallo y a que la superficie foliar crece en menor cuantia,
como se ha indicado anteriormente. El hecho de que en el segundo aprovechamiento la densidad
mayor (600 plantas m) obtenga un valor de FB superior se debe, como ya se ha explicado, a
que la relacion hoja/tallo es inferior, debido a la caida de hojas producida por una iluminacién

deficiente de las hojas inferiores.

——+ - A00pm2 —® —s00pim2 A 2235@
29 A9 —— 600 plm-2
28 A
27 A
26,12 (b)
S _
[=a] 25,98 (b)
55
24 A
33
22 A
21 A
20 ,
1° Aprovechamiento 2° Aprovechamiento

Figura 3. Influencia de la interaccion densidad de plantas por aprovechamiento en el contenido de
FB (%) del forraje de triticale
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Fibra Neutro Detergente

Los resultados de la FND se muestran en la tabla 7. En la camparia 2009/2010 solo es
significativa la dosis de nitrdgeno, observandose que el tratamiento sin nitrégeno fue
significativamente inferior a los otros dos. En la campafia 2010/2011 no se observé ninguna
significacion. La campafia media mostr6 un efecto significativo del ambiente y del
aprovechamiento, obteniéndose un valor superior en la primera campafa y en el primer
aprovechamiento.

El efecto del ambiente influyé significativamente en el contenido de FND, siendo
superior en la primera camparfia (2009/2010), debido posiblemente a las mismas razones que se
han esgrimido para la FB.

La densidad de siembra no resulto significativa. Llera et al. (2013) tampoco encontraron
influencia significativa de la densidad de siembra en el contenido de FND en el triticale.

La dosis de nitrégeno provocé un aumento significativo al pasar de 0 a 75 kg N ha?,
para disminuir después en la dosis de 125 kg N ha*, aunque este descenso no fue significativo.
Algo similar le ocurrio a Wilman y Wright (1983) que observaron un ligero aumento en los
componentes de la fraccion fibra al pasar de 0 a 80 kg N ha* para posteriormente disminuir en
la dosis mas elevada de 120 kg N ha.

Caballero y Goicoechea (1980) en otros forrajes observaron que la fraccion fibra no
parece estar influida por la fertilizacién nitrogenada.

Sélo en la campafia media se observan diferencias significativas entre los dos
aprovechamientos, siendo el contenido de FND superior en el primero. Contrariamente a los
resultados obtenidos, Jung y Deetz (1993) comprobaron que la concentracion de FND aumenta
en forrajes obtenidos al final del ciclo del cultivo. Sanchez (2010) utilizando distintas fechas de
corte (febrero, abril y mayo) encontré diferencias significativas en el contenido de FND entre
los tres cortes, incrementandose de 38.70 % a 42.90 % y 48.80 %, respectivamente. Morales

(2011) con diferentes variedades de triticale forrajero observo esta misma tendencia.

114



Capitulo |
Calidad del forraje de triticale de doble aptitud en funcién de la densidad de siembra,
el nimero de aprovechamientos y la dosis de nitrégeno

Tabla 7. Analisis del contenido de FND en funcién de la densidad de siembra, nimero de
aprovechamientos y dosis de abonado nitrogenado, por campafa y en la media de las dos camparias
FND (%)
Campafa
2009/2010 2010/2011 Media

Densidad (plantas m?)

400 51.01 a 4890 a 4996 a
500 5145 a 4950 a 5045 a
600 5188 a 5020 a 51.04 a

Aprovechamiento
1 aprovechamiento 51.76 a 5060 a 51.17 a

2 aprovechamientos 5114 a 4850 a 4980 b
Nitrogeno (kg N ha?)
0 50.31 b 4930 a 4982 a
75 52.04 a 49.70 a 50.89 a
125 51.99 a 4950 a 5073 a
Media 5145 a 4952 b 50.48
C.V. (%) 3.40 5.10 5.63
Significacion
Campafia ( C) il
Densidad (D) N.S N.S N.S
CxD N.S
Aprovechamiento (A) N.S N.S *
CxA N.S
DxA N.S N.S N.S
CxDxA N.S
Nitrégeno (N) * N.S N.S
CxN N.S
DxN N.S N.S N.S
AXN N.S N.S N.S
CxDxN N.S
CxAxN N.S
CxDxAxN N.S
DxAXN N.S N.S N.S

* **y **k* significativo al 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente.
N.S: no significativo

Fibra Acido Detergente

En la tabla 8 se muestran los resultados para la FAD. El ensayo sélo fue significativo
para la dosis de nitrégeno en la primera campafia y en la media y para la interaccion nimero de
aprovechamiento por dosis de nitrdgeno en la primera campafa. La campafa, la densidad de
siembra y el n° de aprovechamientos no fueron significativos.

Tanto en la campafia 2009/2010 como en la camparia media, la influencia de la dosis de

nitrogeno sobre la concentracion de la FAD es positiva, es decir, aumenta al aumentar la dosis
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de nitrégeno y solo se observan diferencias significativas entre el tratamiento sin nitrégeno (0
kg N ha?) y la dosis mayor (125 kg N ha).

—k— 12 Aprovechamiento —l-2° Aprovechamiento

31,5 A

30,70 (ab)

=

30.12 (b) 30.13 (b)

31

30,5 -

30 -

FAD (%)

29,5 -
29
28.83 (¢)

28,5

28

27,5 T T
0kgN ha-1 75kgN ha-1 125kgN ha-1

Dosis de Nitrogeno

Figura 4. Influencia de la interaccion aprovechamiento por dosis de nitrégeno sobre el contenido de
FAD del forraje de triticale. Campafia 2009/2010

La figura 4 muestra la interaccion entre el n°® de aprovechamientos y la dosis de
nitrégeno. Se observa que en el primer aprovechamiento las dosis de nitrogeno superiores (75
kg N haly 125 kg N ha?l) muestran diferencias significativas respecto al tratamiento sin
abonado. En el segundo aprovechamiento no se observan diferencias entre las tres dosis de
nitrégeno aplicadas. Analizando las dosis de nitrégeno se aprecia que en la dosis sin abonado
nitrogenado, la FAD es significativamente mayor en el segundo aprovechamiento, mientras que
en las otras dos dosis de nitrégeno sucede lo contrario, aunque s6lo se muestran diferencias
significativas en la dosis mas alta (125 kg N ha?). El hecho de que en el segundo
aprovechamiento no se observen diferencias significativas entre las tres dosis de nitrégeno
puede ser debido a que la materia organica del suelo ha comenzado a mineralizarse y a liberar

nitrégeno y por tanto, la planta ya no se encuentra desabastecida de nitrogeno.
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Tabla 8. Analisis del contenido de FAD en funcién de la densidad de siembra, nimero de
aprovechamientos y dosis de abonado nitrogenado, por campafa y en la media de las dos campafias

FAD (%)
Camparia
2009/2010 2010/2011  Media

Densidad (plantas m?)

400 3001 a 29.78 a 29.89 a
500 3048 a 2974 a 3011 a
600 3034 a 2965 a 2999 a

Aprovechamiento

1 aprovechamiento 3031 a 3051 a 3041 a
2 aprovechamientos 3025 a 2893 a 2959 a
Nitrogeno (kg N ha?)

0 2947 b 2969 a 2958 b

75 3041 ab 29.34 a 29.87 ab

125 3095 a 3014 a 3054 a
Media 30.28 29.72 29.99
C.V. (%) 6.40 6.75 7.91

Significacion

Campaiia ( C) N.S
Densidad (D) N.S N.S N.S
CxD N.S
Aprovechamiento (A) N.S N.S N.S
CxA N.S
DxA N.S N.S N.S
CxDxA N.S
Nitrégeno (N) * N.S *
CxN N.S
DxN N.S N.S N.S
AxN ** N.S N.S
CxDxN N.S
CxAXxN N.S
CxDxAxN N.S
DxAXN N.S N.S N.S

*, **y *** gignificativo al 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente.
N.S: no significativo

Lignina Acido detergente

En la tabla 9 se muestran los resultados obtenidos para LAD. En la segunda campafia
muestra significacion el nimero de aprovechamientos y la interaccion densidad de plantas por
nimero de aprovechamientos. En la campafia media resulta significativa la campafa y las
interacciones campafia por aprovechamiento y densidad de plantas por aprovechamiento,

aunque esta ultima interaccion no muestra diferencias significativas entre sus medias.
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Tabla 9. Analisis del contenido de LAD en funcién de la densidad de siembra, niimero de
aprovechamientos y dosis de abonado nitrogenado, por campafia y en la media de las dos campafias
LAD
Camparia
2009/2010 2010/2011 Media

Densidad (plantas m2)

400 939 a 724 a 832 a
500 967 a 778 a 873
600 964 a 759 a 861

Aprovechamiento
1 aprovechamiento 973 a 641 b 807 a

2 aprovechamientos 940 a 867 a 903 a
Nitrogeno (kg N ha?)
0 1007 a 732 a 870
75 920 a 730 a 825 a
125 943 a 799 a 871 a
Media 956 a 754 b 855
C.V. (%) 28.71 15.66 25.98
Significacion
Campaiia ( C) Fhx
Densidad (D) N.S N.S N.S
CxD N.S
Aprovechamiento (A) N.S ** N.S
CxA faleied
DxA N.S Fkk *
CxDxA N.S
Nitrégeno (N) N.S N.S N.S
CxN N.S
DxN N.S N.S N.S
AXN N.S N.S N.S
CxDxN N.S
CxAXxN N.S
CxDxAxN N.S
DxAXN N.S N.S N.S

*, **y *** gignificativo al 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente.
N.S: no significativo

Como ya ha ocurrido al estudiar la FB y FND, el efecto del ambiente es significativo
también para la LAD y en el mismo sentido que en los casos anteriores, es decir la campafia
2009/2010 alcanza un valor superior a la campafia 2010/2011.

El aprovechamiento muestra diferencias significativas al pasar de uno a dos
aprovechamientos, aumentando el contenido de LAD de 6.41 % a 8.67 % en la segunda
campafia. Este incremento podria ser debido a que uno de los mecanismos de defensa a las
agresiones fisicas en los vegetales, como el aprovechamiento del forraje por herbivoros, es la

produccion y deposicion de sustancias que actlan como barreras fisicas, como indica Madriz
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(2002), y una de estas sustancias puede ser la lignina que se acumula en grandes cantidades y
de forma localizada en los tejidos atacados.

En la figura 5 se muestra la interaccion campafia por aprovechamiento. En el primer
aprovechamiento la diferencia entre las dos camparia es significativa siendo superior el valor de
la campafia 2009/2010, sin embargo en el segundo aprovechamiento, ain siendo superior el
valor de LAD en la campafia 2009/2010, no se observan estas diferencias. Analizando el
contenido de LAD por campafias se aprecia que en la camparia 2009/2010 no existen diferencias
significativas, Sanchez (2010) obtuvo resultados préximos a los obtenidos en este estudio entre
los valores de los dos aprovechamientos, no observando un incremento significativo en el
contenido de LAD, concluyendo que el hecho de realizar mas de un aprovechamiento no afecta
a los niveles de lignina de la planta. Sin embargo, en la campafia 2010/2011 el contenido de
LAD es superior en el segundo aprovechamiento, siendo esta diferencia significativa. Este
aumento del contenido de lignina concuerda con lo explicado por Sinclair y Senligman (1995),
quienes indican que a menor cantidad de lluvia en el periodo de desarrollo se acelera el ciclo y

la relacion hoja/tallo disminuye, aumentando por tanto la lignificacion del cultivo.

0.73(a) fgee—

9.40(a)

8,67 (a)

LAD (%)

641 (b) —&—2009/2010 =M=2010/2011

1° Aprovechamiento 2° Aprovechamiento

Figura 5. Influencia de la interaccion campafia por aprovechamiento en el contenido de LAD del
forraje de triticale. Campafa media

En la figura 6 se muestra la interaccion densidad de planta por aprovechamiento. Se
observa que en el segundo aprovechamiento los valores de la LAD son superiores a los del
primer aprovechamiento aunque solo se advierten diferencias significativas en las densidades de
400 y 500 plantas m2. Se observa que con la densidad de 500 plantas m se obtiene el menor
valor de la LAD en el primer aprovechamiento y el mayor, en el segundo aprovechamiento.
Entre las densidades de 400 y 600 plantas m no se aprecian diferencias significativas ni en el

primer ni en el segundo aprovechamiento.
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Figura 6. Influencia de la interaccion densidad de plantas por aprovechamiento, en el contenido de
LAD del forraje de triticale. Campafia 2010/2011

Valor Relativo del Forraje

En la tabla 10 se muestran los valores del VRF obtenidos en este trabajo. En la campafia
2009/2010 solamente la dosis de nitrdgeno es significativa. En la campafia 2010/2011 se
observa significacion en la interaccién densidad de plantas por aprovechamiento, pero no se
observan diferencias significativas entre sus valores medios. En la campafia media es
significativo el ambiente y el nimero de aprovechamientos.

El VRF es una estimacién relativa de la calidad nutritiva de los alimentos y forrajes:
valores iguales o mayores a 100 indican buena calidad nutritiva. Los valores obtenidos en este
trabajo de investigacion estan en consonancia con los de Béjar y Ammar (2007) y Lozano et al.
(2002) y son ligeramente superiores a los de Polo (2010), lo que significa que la calidad
forrajera del triticale esta dentro de los rangos de forrajes de calidad, como el de la alfalfa.

En ambas campafias y en la campafia media, pero especial y significativamente en la
campafia 2009/2010, al aumentar la dosis de abonado nitrogenado disminuye el VRF. Esto
puede tener una explicacion en la influencia positiva, aunque no siempre significativa, del
nitrogeno sobre la FND y FAD que son los dos tipos de fibra que intervienen en el célculo del
VRF.

El segundo aprovechamiento muestra valores de VRF (123.30) superiores a los del
primer aprovechamiento (119.20), contrariamente a lo descrito por Lozano et al. (2002) que
encontraron una disminucién del VRF al aumentar el nimero de cortes. Este aumento del VRF
puede ser debido, probablemente, a que la FND y FAD disminuyen al pasar del primero al
segundo aprovechamiento.

El efecto del ambiente sobre el VRF viene condicionado igualmente por la influencia de
las precipitaciones y temperaturas sobre la FND y FAD, que al ser menores en la camparfia
2010/2011, provocan un aumento del VRF.
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Tabla 10. Andlisis del VRF en funcion de la densidad de siembra, niimero de aprovechamientos y
dosis de abonado nitrogenado, por campafia y en la media de las dos campafias
VRF
Camparia
2009/2010 2010/2011  Media

Densidad (plantas m)

400 119.73 a 12574 a 12273 a
500 118.02 a 12425 a 12113 a
600 117.26 a 12252 a 11989 a

Aprovechamiento
1 aprovechamiento 11765 a 120.76 a 119.20 b

2 aprovechamientos 119.02 a 127.76 a 12330 a
Nitrogeno (kg N ha?)
0 122,19 a 12478 a 12348 a
75 116.76 b 12392 a 120.34
125 116.06 b 123.81 a 11993 a
Media 11834 b 12417 a 121.25
C.V. (%) 5.35 5.65 7.68
Significacion
Campairia ( C) ekl
Densidad (D) N.S N.S N.S
CxD N.S
Aprovechamiento (A) N.S N.S *
CxA N.S
DxA N.S * N.S
CxDxA N.S
Nitrogeno (N) * N.S N.S
CxN N.S
DxN N.S N.S N.S
AxN N.S N.S N.S
CxDxN N.S
CxAXxN N.S
CxDxAXxN N.S
DxAXN N.S N.S N.S

*, ** y *** gjgnificativo al 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente.
N.S: no significativo

121



Capitulo |
Calidad del forraje de triticale de doble aptitud en funcién de la densidad de siembra,
el nimero de aprovechamientos y la dosis de nitrégeno

Relaciones entre variables
En la tabla 11 se muestran los coeficientes de correlacién entre las distintas variables
estudiadas.

Tabla 11. Coeficientes de correlacién entre la PB, FB, FND, FAD, LAD y VRF (n = 16)

PB FB FND FAD LAD
FB -0.86***
FND -0.55* 0.41Ns
FAD -0.19Ms -0.01Ns 0.80***
LAD -0.89*** 0.87*** 0.63** 0.28Ns
VRF 0.53* -0.38NS -0.99*** -0.85*** -0.61**

*, **y *** significativo al 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente. N.S: no significativo

Se puede observar que la PB tiene una relacion negativa y significativa con la FB, FND
y LAD, pero no con la FAD. A medida que aumenta la PB disminuyen todos los tipos de fibra'y
especial y significativamente la LAD (R? = 0.7946***). Esta relacion confirma los resultados
obtenidos por Gonzélez et al. (2007) que, en las gramineas forrajeras maralfalfa y elefante
enano, al aumentar la PB disminuye la FND y la FAD. Para Correa (2006) mientras disminuyen
las concentraciones de PB, extracto etéreo y carbohidratos no estructurales, aumenta la FND y
se mantienen sin cambios las concentraciones de lignina y cenizas.

La FB también se relaciona con la LAD y esta relacion es positiva y altamente
significativa (R = 0.7574***), ya que la lignina forma parte de la FB.

La FND esté relacionada positiva y significativamente con la FAD y LAD, pero es con
la FAD con la que se alcanza un mayor coeficiente de determinacion (R? = 0.6434***). Esto se
debe a que la FND est4 formada por la FAD y la LAD, aunque en mayor medida por FAD
(celulosa y cutina principalmente).

Entre las relaciones observadas del VRF, destaca el que mantiene con la FND (R? =
0.9829***). El VRF esté relacionado positiva y significativamente con la PB. Con la FAD y
LAD tiene una relacion negativa y significativa también, mientras que con la FB la relacion

aunque negativa no es significativa.
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CAPITULO II
USO POTENCIAL DE LA TECNOLOGIA NIRs PARA LA CUANTIFICACION DE
PARAMETROS QUIMICOS DE CALIDAD DEL FORRAJE DE TRITICALE DE

DOBLE APTITUD

RESUMEN

La utilizacion simultanea del triticale para forraje y grano tiene gran interés para el
sector ganadero, ya que su modelo de aprovechamiento encaja con la curva de produccion de
pastos de secano. Conocer su valor nutritivo, principalmente el contenido en proteina bruta
(PB), fibra bruta (FB), fibra neutro detergente (FND), fibra acido detergente (FAD) y lignina
acido detergente (LAD), requiere numerosas analiticas en laboratorio, lo que ralentiza y
encarece el proceso. Asi, el objetivo de este estudio fue la obtencién de un modelo predictivo
fiable, mediante tecnologia NIRs, para cuantificar el contenido en PB, FB, FND, FAD y LAD
del forraje de triticale de doble aptitud a lo largo su ciclo de desarrollo. Para ello, se tomaron los
datos espectrales NIR (1000 a 2500 nm) de cada muestra y se relacionaron con los valores
quimicos de referencia para cada propiedad mediante el programa Unscrambler®. Asi, se
seleccionaron las mejores ecuaciones de prediccion, considerando como criterios discriminantes
el coeficiente de determinacion de validacion cruzada (1-VR), error estdndar de validacion
cruzada (EEvc) y el ratio performance deviation (RPD). Los resultados revelaron que el
pretratamiento espectral con mayor capacidad predictiva para el contenido en PB fue el EMSC
(Extended Multiplicative Scatter Correction) sobre los datos de absorbancia, mostrando un
RPD=7.71; 1-VR=0.98 y EEvc = 0.79. Sin embargo, para la FB el mejor pretratamiento fue el
1,10,15 con un valor RPD= 1.52; 1-VR= 0.69 y EEvc=1.61. En el caso de la FND, fue el
2,10,15, con RPD=5.99; 1-VR= 0.78 y EEvc=1.46. Para la FAD, fue el 1,10,15+SNV que
mostré un RPD=1.85; 1-VR= 0.76 y EEvc=1.11 y para la LAD el 2,10,15 con RPD=1.68; 1-
VR= 0.72 y EEvc= 1.17. Tras la validacién externa de estos modelos, se observa que los
mejores estadisticos predictivos corresponden al contenido en PB, FND y FAD, por lo que la
tecnologia NIRs podria ser usada como técnica de analisis alternativa a los métodos de
referencia. Sin embargo, los modelos obtenidos para FB y LAD no fueron tan exactos y fiables

para el analisis del triticale de doble aptitud.

Palabras clave: X Triticosecale Wittmack, proteina, fibras, NIRs cuantitativo.
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INTRODUCCION

La dehesa ha basado su gestion, tradicionalmente, en la autosuficiencia del sistema, con
aportes minimos de energia del exterior, principalmente para el ganado que pastaba en ella (Gil
et al., 2009). De hecho, estudios realizados en Extremadura (Llera et al., 1997; Llera y Cruz,
2012) ponen de manifiesto el uso del cultivo de triticale (X Triticosecale Wittmack) de doble
aptitud (forraje y grano) cv "Verato” como alternativa de gran interés para la optimizacion del
rendimiento de estos agrosistemas, ya que permite paliar la escasez de forraje verde en la época
invernal y proporcionan una cosecha aprovechable al final de su ciclo. El principal valor
nutritivo del triticale en alimentacién animal, tanto de monogastricos como de poligastricos, es
su aporte proteico (Royo, 1992). Para el ganadero, un elevado nivel de proteinas en los
productos para alimentacion animal es de gran importancia para el desarrollo, engorde y
rendimiento del animal y asi evitar la suplementacién externa (Martinez, 2002).

Como para cualquier producto destinado a alimentacion, es necesario realizar una serie
de controles de calidad y caracterizacion de su composicion nutritiva. Asi, en los ultimos afios,
el sector ha optado por el uso de nuevas metodologias que economicen estos procesos analiticos
y permitan ofrecer una informacién fiable a tiempo real de la calidad del producto. Estudios
previos han demostrado que la tecnologia NIRS ha sido ampliamente utilizada en diversos
productos como forrajes (Garcia et al., 1977; 1978 y Gallego et al., 2013), maiz forrajero
(Campo et al., 2007), asi como en carne y productos carnicos (Tejerina et al., 2009), ya que
permite obtener resultados de forma rapida, econdmica, no destructiva y respetuosa con el
medio ambiente. Sélo requiere de una serie de tratamientos quimiométricos para su calibracion,
con el fin de obtener las mejores ecuaciones de prediccion, con el minimo error y que aseguren
la repetibilidad, precision y exactitud de los resultados (Deaville y Flinn, 2000). De hecho son
numerosos los trabajos en los que se hace referencia a la prediccion del contenido en nutrientes
mediante NIRS (De Boever et al., 2004; Garcia et al., 1988).

Se trata de una técnica espectrofotométrica, en la region del infrarrojo cercano (1000-
2500 nm) (Murray, 1993; Deaville y Flinn, 2000), donde la absorcién de energia por la muestra
provoca que los enlaces C-H, O-H y N-H vibren en distintas formas (Givens y Deaville, 1999),
con mayor o menor intensidad de sefial. Asi, las regiones del espectro mas relacionadas con el
contenido de PB son, entre otras: 1000-1100 nm, 1420-1620 nm y 1800-2200 nm (Miller, 2001;
Shenk et al., 1992). Para el contenido de fibras, la longitud de onda mas relacionada es 1666 nm
para la lignina (Bran+Luebbe, 1989, Russel et al., 1989) y para la digestibilidad de los forrajes
lignocelulésicos (Guzman et al., 1996), o los 2270 nm y 2358 nm vinculadas a la celulosa
(Bran+Luebbe, 1989, Williams y Norris, 1987).
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Por tanto, el objetivo del presente trabajo fue la creacion de modelos de prediccion para

el contenido de PB, FB, FND, FAD y LAD del forraje de triticale de doble aptitud cv "Verato

sometido a diferentes tratamientos agronémicos, mediante la utilizacion de la tecnologia NIRS.

MATERIALES Y METODOS
Técnicas de Cultivo

El ensayo se llevé a cabo durante las campafias agricola 2009-2010 y 2010-2011, en una
parcela de la fina “La Orden”, perteneciente al CICYTEX (Gobierno de Extremadura) en el
término municipal de Guadajira (Badajoz), en condiciones de secano.

El material vegetal utilizado fue el triticale de doble aptitud cv "Verato”. No se realiz6
ningln tipo de tratamiento fitosanitario. Los distintos abonados realizados se resumen en la
tabla 1.

Tabla 1.Fertilizantes y dosis utilizados en el abonado de fondo y coberteras (kgha?)

Abonado de Fondo 12 Cobertera 22 Cobertera
N P20s K20 N N
Tratamiento Sulfato Superfosfato Cloruro Nitrato Nitrato
amonico calcico del potésico del Amonico Amonico
Calcico del Calcico del
0, 0, 0,
del 21% 18% 60% 27% 27%
125 kg N ha! 50 42 90 50 25
75 kg N ha'? 25 42 90 50 0
0 kg N ha 0 42 90 0 0

Se realizaron dos pastoreos simulados con una segadora manual de peine frontal con
cuchillas alternativas, con una altura de 2-3 cm para el primer corte y de 6-7 cm para el

segundo.

Disefio experimental

El disefio estadistico fue un split split plot con cuatro repeticiones, siendo la parcela
principal la densidad de siembra (400 plantas m?, 500 plantas m? y 600 plantas m?), la
subparcela el nimero de cortes (sin cortar, un corte y dos cortes) y la sub-subparcela las dosis
de nitrégeno aplicadas antes de la siembra, después del primer corte y después del segundo corte
(SIN nitrégeno (0-0-0), 75 kg N ha?! (25-50-0) y 125 kg N ha?' (50-50-25)). La unidad
experimental estaba constituida por dos parcelas de 1,5 m de ancho y 10 m de longitud,

utilizando una de ellas para los muestreos destructivos (0.25 m?).

Muestreos. Conjunto de muestras de calibracion y validacion

El nimero de muestras recogidas a los tiempos previstos en cada uno de los afios se
observan en las tablas 2 y 3.
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Tabla 2. Distribucion de los muestreos en las diferentes fechas de cada campafia de estudio para las variables quimicas estudiadas

12 Campafia

22 Campafa

18/1/2010 25/2/2010 10/3/2010 12/4/2010 10/5/2010 21/6/2010

17/1/2011 3/3/2011

Variables n por fecha de : tOtEiI
n (n° muestras) por fecha de cortes total cortes total campafias
PB 108 108 108 108 108 108 648 36 36 72 720
FB 108 - 108 - - - 216 36 36 72 216
FND 108 - 108 - - - 216 36 36 72 216
FAD 108 - 108 - - - 216 36 36 72 216
LAD 108 - 108 - - - 216 36 36 72 216
Tabla 3. Distribucién de muestras en calibracién y validacion externa en cada variable quimica de estudio
Calibracién Validacion externa
Variables n Origen de las muestras n Origen de las muestras
12 Campafia 22 Campafa 12 Campafia 2% Campafa
PB 648 648 - 30 - 30
FB 258 216 42 30 - 30
FND 258 216 42 30 - 30
FAD 258 216 42 30 - 30
LAD 258 216 42 30 - 30
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En la primera y segunda camparfia sélo se determiné el contenido de FB, FND, FAD y

LAD en los cortes correspondientes a la simulacion del pastoreo, mientras que la PB se analiz6
en todos los cortes de ambas camparias. De las muestras tomadas en la segunda campafia, se
separaron 30 muestras del grupo de calibracién para realizar la validacion externa de todas las

variables.

Procesado de las muestras y andlisis quimicos de referencia

Las muestras fueron secadas en estufa a 105 °C durante 48 horas para eliminar el
contenido de humedad, molidas, tamizadas (1 mm de poro) y conservadas en oscuridad hasta su
andlisis en el Laboratorio de Nutricion del CICYTEX- La Orden.

El contenido en PB fue realizado por el método LECO®/DUMAS AOAC 9689.06
(AOAC, 1969). Para la determinacién del contenido en FB, FND, FAD y LAD se utiliz6 un
analizador de fibora ANKOM A 2000 I, cuyo procedimiento consta en el método oficial AOCS
Ba (2003) para la determinacion de compuestos fibrosos.

En cada uno de los métodos de referencia utilizados se calcul6 el error estdndar de
laboratorio (EEL), que de acuerdo con Osborne et al. (1993) tiene una gran influencia en la
precision de la ecuacion NIRS.

donde y: e y2son el primer y segundo duplicado del valor de la propiedad a determinar para un
misma muestra, y n es el nimero de muestras. En este trabajo el EEL (% PB) = 0.36; EEL (%
FB) = 0.15; EEL (% FND) = 0.58; EEL (% FAD) = 0.71y EEL (% LAD) = 0.77.

El analisis estadistico de los resultados analiticos fue realizado mediante el programa SPSS-
PC+ (2005).

Obtencién de datos espectrales

Previamente a la determinacion de los pardmetros quimicos, se procedi6 a la obtencion de
la informacidn espectral del conjunto de muestras, mediante el uso de un equipo LabSpec 2500
(ASD inc.®) con un sensor UNIT5065, que realiza lecturas con una resolucién espectral de 2
nm en un rango de 1000 a 2500 nm. Cada una de las muestras fue expuesta al infrarrojo cercano
a través de la sonda ASD Turntable, giradisco de 150 mm de diametro, con una velocidad de
giro de 22 rpm y fuente de luz halégena. El software utilizado para la obtencion de los datos
espectrales fue el IndicoPro® (Spectral Adquisition Software). El espectro final utilizado es el
resultado del promedio de 20 lecturas y dos repeticiones para cada muestra, expresado en
unidades absorbancia (log 1/R) (R=reflectancia), ya que segun Birth y Hecht (1987) reproduce

una respuesta mas lineal en funcion de la concentracion del analito.
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Calibracion de la composicion quimica y espectros NIR

En primer lugar se eliminaron los outliers o muestras aberrantes. Para ello se definié un
protocolo de deteccion y eliminacion de muestras aberrantes, tanto de caracter espectral (H)
como respecto de la magnitud de su desviacion entre el valor predicho por NIRS y el valor de
referencia (T), utilizando el programa Unscrambler VV.10.2 de CAMO®. El valor critico para
muestras aberrantes de tipo H se fijo en 3, mientras que el valor critico para eliminar muestras
por diferencia residual de valores analiticos (T) se fijo en 2.5.

El analisis quimiométrico de los datos espectrales y quimicos se realiz6 mediante el
método de regresién multivariante por minimos cuadrados parciales (PLS), usando el software
Unscrambler de CAMO® (2013), por el cual se obtuvieron las ecuaciones de prediccion para el
andlisis cuantitativo del contenido en PB, FB, FND, FAD Y LAD de las muestras.

Con el fin de obtener modelos predictivos fiables se evalué el comportamiento de
diferentes pretratamientos espectrales a partir de los datos de origen (log 1/R): 12 y 22 derivada
(con varios intervalo de sustraccion o GAP y segmento de suavizado), correccion multiplicativa
de la sefial extendido (EMSC), correccidn dispersiva desviacion estandar normalizada (SNV) y
combinacion de derivadas con EMSC y SNV (Tabla 5, 8, 11, 14 y 17).

La eleccion del numero de componentes principales (CP) o nimero de términos de la
ecuacion se realiz6 basandose en el error cuadratico medio (RMSE= Root Mean Square Error).
La determinaciéon del nimero de factores o componentes se llevd a cabo utilizando como
criterios de decision el andlisis de la ganancia en varianza explicada al afiadir un nuevo
componente al modelo y a través de la comparacion de la representacion grafica del RMSE
frente al nimero de componentes, tanto para calibracion (RMSEC) como para validacion
(RMSEP), tratando de obtener el modelo mas simple con la mejor capacidad predictiva.

La validacion del modelo predictivo se realizd, inicialmente, mediante validacién
cruzada seleccionando aleatoriamente muestras del conjunto de calibracidn, con un nimero de
segmento de 25 y un namero de variables por segmento de 26 para la PB y de 16 segmentos con
16 muestras por segmento para el resto de parametros (FB, FND, FAD y LAD).

La habilidad predictiva del modelo se analiz6 en base al mayor valor del coeficiente de
determinacion (1-VR), el menor error estandar de validacién cruzada (EEvc) (Osborne et al.,
1993) y la relacidon entre desviacion estandar y el error estdndar de la validacion cruzada
(DE/EEvc), conocido como indice RPD (Williams, 2001), ya que son considerados los

estadisticos de mayor peso en la precision de una ecuacion NIRS.
Validacion externa del modelo predictivo NIR

El pretratamiento con mejores estadisticos de prediccion NIRS fue seleccionado para la

validacién con las muestras externas de referencia, y asi evaluar su fiabilidad y solidez mediante
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el ajuste lineal entre el valor predicho frente al real. De este modo, si existe un elevado
coeficiente de determinacion (R?), un bajo error estandar de prediccion (EEP) y valor RPD>3
(Williams, 2001), se puede considerar como adecuado. Es importante que el EEP no sea muy

superior al EEL, para considerarlo como método alternativo de andlisis quimico.

Analisis Estadistico

El estudio estadistico de los pardmetros quimicos de referencia se basé en un analisis
descriptivo (media, minimo, méaximo, desviacion estandar y coeficiente de variacion), que fue
realizado mediante el programa SPSS-PC+ (2005), mientras que para el estudio quimiométrico
se utilizo el Unscrambler V.10.2 de CAMO®.

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacidn se presentan los resultados obtenidos en este estudio para la prediccion
cuantitativa NIRS de la PB, FB, FND, FAD y LAD.

Proteina bruta (PB)

En la tabla 4 se muestran los estadisticos descriptivos del conjunto de muestras de
calibracion de los valores quimicos de PB de las muestras de triticale, determinados por el
método de referencia.

Tabla 4. Estadisticos descriptivos del conjunto de calibracion del contenido en PB
Pardmetro (g 100g*MS) n  Minimo Maximo Media DE CV (%)
PB 648 2.69 27.38 15.03 6.18 0.41

Asi, se puede observar el amplio rango existente entre el conjunto de muestras (2.69-
27.38 g 100g* MS), que podria ser debido a la variabilidad del contenido proteico en las
diferentes fases del ciclo vegetativo del cultivo. Esto estd en concordancia con lo observado por
Llera et al. (2012) en estudios previos sobre forrajes de triticale en las dehesas de Extremadura.
Esta variabilidad es una caracteristica deseable en el desarrollo de ecuaciones de prediccién, ya
que representa una distribucion més uniforme a lo largo de todo el rango de la propiedad, por lo
que el modelo predictivo resultante permitird una mayor reproducibilidad de las condiciones
reales (Murray, 1988).

En la figura 1 se observa el conjunto de espectros de calibracion (n= 648), en el cual

existe una clara similitud entre las muestras, lo cual podria ser debido, a que al tratarse de
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muestras secas y molidas, aumenta su uniformidad y permite una sefial mas homogénea en la

region del infrarrojo cercano, al igual que ocurre para la FB, FND, FAD y LAD.

1000 1500 2000 2500
DCN3. 1008 as DCN3. 1016 a5 DCN3. 1028 a5 DCN3 1046 as DCN3 1066 a5 SCN3 10885 a5 DONG 108 as DCNG 118 a5 DON3 12E

Figura 1. Conjunto de espectros en absorbancia de las 648 muestras de PB

Tras la valoracién de los datos espectrales y de referencia, se ha observado la ausencia
de posibles muestras aberrantes (outliers), lo cual contribuye a aumentar la solidez del modelo.

Los estadisticos correspondientes a los modelos de prediccion del contenido en PB de
las muestras de triticale, para cada pretratamiento espectral realizado, se muestran en la tabla 5,
donde se ha resaltado el modelo que presenta los mejores estadisticos de prediccion (1, 10,
15+SNV); con un EEvc mas bajo y un 1-VR y RPD mas alto que el resto (0.7965; 0.9835; 7.71,
respectivamente). Aunque cabe destacar el buen comportamiento de la mayoria de los modelos.
Esto pone de manifiesto la calidad de la calibracion, apreciandose que supera ampliamente el
criterio propuesto por Kennedy et al. (1995) y WIlliams (2001), quienes sefialan que una
ecuacion de calibracion apropiada sera aquella donde el EEyc sea inferior o igual a un tercio de
la desviacion estandar, es decir, valores de RPD superiores a 3. Igualmente, Saeys et al. (2004)
afirmaron que para valores de RPD menores que 1.5, el incremento en la precisién es minimo
comparado con la utilizacion de la medida de los resultados y la calibracién no seria dtil. Si
estan comprendidos entre 1.5 y 1.75 s6lo existe la posibilidad de distinguir entre valores altos y
bajos, entre 1.75 y 2.0 pueden hacerse predicciones cuantitativas aproximadas. La prediccién
cuantitativa que puede realizarse cuando RPD estd comprendida entre 2.0 y 3.0 es buena,
porque el error de prediccion es reducido a menos de la mitad del error cometido cuando
utilizamos el valor medio de la composicion, y por encima de 3.0, el error de prediccion es

reducido por un factor mayor que tres y las calibraciones son aceptables.
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Tabla 5. Estadisticos del conjunto de muestras para la calibracion de PB

B VALIDACION

PLS W cp  CALIBRACION CRUZADA (DIER/EE |

Tratamiento R2 EEC 1-VR EEvc DE Ve
Absorbancia 648 3 0.9672 1.1202 0.9668 1.1296 6.0944 5.47
EMSC 648 3 0.9807 0.8580 0.9801 0.8720 6.1892 7.09
1,10,5+EMSC 648 3 0.9810 0.8336 0.9808 0.8586 6.1310 7.14
1,10,104EMSC 648 3 0.9813 0.8451 0.9806 0.8634 6.1310 7.10
1,10,154EMSC 648 3 0.9813  0.8449 0.9809 0.8572  6.1360 7.15
1,15,5+EMSC 648 3 0.9816  0.8380 0.9808 0.8575 6.1305 7.14
1,15,104EMSC 648 3 0.9813  0.8458 0.9807 0.8593  6.1350 7.13
1,15,154EMSC 648 3 0.9814  0.8437 0.9808 0.8580 6.1366 7.15
SNV 648 3 0.9706  1.0606 0.9704 1.0669 6.1045 5.72
1,10,5+SNV 648 3 0.9837 0.7891 0.9827 0.8131 6.1395 7.55
1,10,10+SNV 648 3 0.9837 0.7904 0.9831 0.8046 6.1382 7.62
1,10,15+SNV 648 3 0.9839  0.7839 0.9835 07965 6.1432 7.71
1,15,5+SNV 648 3 0.9838  0.7881 0.9831 0.8048 6.1388 7.62
1,15,10+SNV 648 3 0.9838 0.7875 0.9833 0.8012 6.1437 7.66
1,15,15+SNV 648 3 0.9841 0.7805 0.9826 0.7997 6.1433 7.63
1,105 648 3 0.9733 1.0105 0.9713 1.0313 6.1090 6.00
1,10,10 648 3 0.9732 1.0120 0.9726 1.0260 6.1124 5.95
1,10,15 648 3 0.9736  1.0055 0.9730 1.0179 6.1115 6.00
1,155 648 3 0.9733  1.0110 0.9722 1.0318 6.1089 5.92
1,15,10 648 3 0.9735 1.0071 0.9728 1.0220 6.1106 5.97
1,15,15 648 3 0.9738  1.0023 09731 1.0180 6.1117 6.00
2,55 648 3 0.9265 1.6783 0.9200 1.7549 5.9671 3.40
2,5,10 648 3 0.9539 1.3294 0.9515 1.3642 6.0439 4.43
2,5,15 648 3 0.9578  1.2720 0.9563 1.2951  6.0587 4.67
2,10,5 648 3 0.9550 1.3131 0.9514 1.3655 6.0375 4.42
2,10,10 648 3 0.9575  1.2759 0.9559 1.3020 6.0579 4.65
2,10,15 648 3 0.9625 1.1979 0.9615 1.2168 6.0676 4.98

EMSC: correccién multiplicativa extensivas de la sefial; SNV: correccion dispersiva desviacion estandar
normalizada; (1,10,5) y (2,10,5): donde el primer término es el orden de la derivada aplicada, el segundo
hace referencia al intervalo de sustraccién o GAP y el tercero a la longitud del segmento de suavizado; n:
ndmero de muestras; P: nimero de términos en la ecuacion; R?: coeficiente de determinacion en
calibracién; EEC: error estandar de calibracion; 1-VR: coeficiente de determinacion en validacién
cruzada; EEvc: error estandar de validacion cruzada; DE: desviacién estandar; RPD: cociente entre la DE
del grupo de validacion y el EEyc.

Estos resultados estan en concordancia que lo observado en estudios previos por
Cuevas (2005), quién afirmé que la combinacion de SNV y derivacion de los espectros de orden
1 mostraba buenos estadisticos de prediccion de PB en muestras de praderas. Asi, encontraron
los mejores resultados realizando un pretratamiento 1,12,12+SNV (R? > 0.98, un EEvc=0.785y
un RPD= 8.651). Sin embargo, Pasini (2009) afirmé que un pretratamiento que combinaba la
primera derivada con MSC se obtenian los mejores resultados de prediccién (R? > 0.94 y un
EEvc=0.47) en muestras de triticale. En praderas multivarietales Castro et al. (2010) obtuvieron
un R? > 0.96, EEvc=0.88 y RPD= 5.02; Garcia et al. (1988) consiguieron un R?> 0.98 y un
EEvc=0.45, sin utilizar pretratamientos.

Por otra parte, en la figura 2, se puede observar el conjunto de datos espectrales
aplicando el pretratamiento con mejor comportamiento predictivo (1,10,15+SNV), donde queda

de manifiesto la simplificacion espectral que supone el tratamiento.
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Figura 2. Conjunto de los espectros con tratamiento 1,10,15,SNV de las 648 muestras de PB

Por otra parte, la figura 3 muestra graficamente el excelente ajuste lineal entre los datos
predichos NIRS y los valores reales del método de referencia. Se observa ademas una
distribucion homogénea a lo largo de todo el rango de la propiedad.
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Figura 3.Relacion entre el valor real del laboratorio y el valor predicho en NIRS para la PB, con
pretratamiento 1,10,15+SNV en validacién cruzada

En la figura 4 se observan las zonas espectrales mas importantes segun su coeficiente de
regresion en la cuantificacion del contenido de PB. Cabe destacar, desde nuestro conocimiento,
la ausencia de informacion cientifica en la interpretacion de las longitudes de onda implicadas
en las determinaciones quimicas para el triticale. Asi, se estableceran comparaciones con otro
tipo de productos agroalimentarios, que en mayor o menor medida, deben guardar similitud

espectral con el triticale.
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Figura 4. Coeficientes de regresion para la determinacion de PB con correccién 1,10,15+SNV, altos
valores absolutos = zonas espectralmente relevantes en la ecuacion de prediccion

Los mayores valores de coeficiente de regresién aparecen a los 2150 nm, que estan
claramente asociados a la presencia de nitrégeno organico en la muestra (funcién amida 22 6 3%),
al igual que los 2190 nm (Bran+Lebbe, 1989, Williams y Norris, 1987). A su vez, se distingue
un elevado valor de coeficiente de regresion en los 1738 nm, asociado al 12 sobretono del enlace
S-H, caracteristicos de aminoécidos azufrados (Bran+Luebbe, 1989) y, por lo tanto, de la
presencia de proteina (Williams y Norris, 1987). Estos datos estan en concordancia con los
observados por otros autores en trabajos previos de determinacion de proteina bruta en forrajes
(Lippke y Barton 1, 1988) o en la medida de degradabilidad del nitrogeno de hierba (Waters y
Givens, 1992). Por otra parte, Garcia et al. (1988) encontraron que los 2476 nm fue la longitud
de onda mas estrechamente correlacionada con la prediccién de proteina en pastos
polivarietales, seguida de las 1252, 2324, 1676, 2060 y 1812 nm, en orden decreciente de
importancia relativa. Norris et al. (1976), para forrajes de Cynodon Dactylon, proponen una
combinacion de longitudes de onda en las que, entre otras, incluyen como mas préximas a las de
este estudio, las siguientes: 2084, 1610 y 1818 nm. Otros como Marten et al. (1983), en forrajes
de avena, trigo v triticale y O"Keffe et al. (1987), en ensilados, destacan las longitudes 1680,
1822 y 2490 nm. Esto indica que las longitudes de onda més influyentes en la prediccion de la
PB en forrajes y pastos coinciden con las observadas en nuestro estudio, y por tanto, tienen
importancia en las ecuaciones de prediccion seleccionadas.

Para asegurar la fiabilidad y robustez del modelo seleccionado, se realizé una validacion
con muestras externas (conjunto de muestras de validacion; n=30) de caracteristicas similares a
las utilizadas en calibracion.

En la tabla 6 se pueden observar los estadisticos descriptivos del valor quimico de
referencia (PB) del conjunto de muestras de validacion externa, asi como los valores de R%ve,

EEP y RPDve, obtenidos tras la prediccion de las muestras con el modelo seleccionado
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(1,10,15+SNV). Se utilizo el valor “y” de referencia para estudiar la relacion entre el valor

predicho y el real (figura 5).

Tabla 6. Estadisticos de prediccion de la validacion externa del modelo para PB
Parédmetro (g 100g* MS) n Minimo Méaximo Media DE R?%e EEP RPD (DE/EEP)

PB 30 1731 31.56 2444 3.28 0.898 1.042 3.150
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Figura 5.Relacion entre el valor real del laboratorio y el valor predicho de la PB, con
pretratamiento 1,10,15+SNV en validacion externa

Se observa un buen comportamiento en la prediccion del contenido en PB en las
muestras externas, ya que el coeficiente de determinacion fue elevado (R?= 0.898), el error
estandar de validacién externa (EEP= 1.042) fue aceptable, aunque superior al EEL, y el indice
RPD fue superior a 3. Castro et al. (2010) obtuvieron valores similares en estudios en praderas,
con R?>0.96, un EEP=0.80 y un RPD=5.17. Estudios previos en triticale y especies forrajeras
(Calder6n et al., 2009), pastos polivarietales (Garcia et al., 1988) y muestras de forrajes
monoespecificas (Shenk et al., 1981; Templeton et al., 1983 y Marten et al., 1983), también
mostraron buenos estadisticos de prediccién para el contenido en PB.

Ademas, el nimero de términos de la ecuacion es reducido (p= 3), lo cual da robustez al

modelo, ya que, otros autores, como Cuevas (2005) obtienen ecuaciones con 11 términos.

Fibra bruta (FB)

En la tabla 7 se pueden observar los valores de los estadisticos descriptivos del conjunto
de muestras de calibracion del contenido en FB, obtenidos por el método de referencia. El rango
de distribucion de concentracion del analito (36.50-18.60 g 100 g** MS), aunque es amplio, no lo
es tanto como en el caso de la PB. En cualquier caso representa valores tipicos de forrajes de

triticale para las dehesas de Extremadura en épocas de aprovechamiento animal (Polo, 2010).
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Tabla 7. Estadisticos descriptivos del conjunto de calibracién del contenido en FB
Pardmetro (g 100g2MS) n  Minimo Maximo Media DE CV (%)
FB 248  18.60 36.50 2755 3.09 011

En la figura 6 se puede observar el conjunto de espectros de calibracion (n= 258),
utilizados en la construccion de los modelos para determinar FB, FND, FAD y LAD. lgual que
en el caso del conjunto de calibracion utilizado para PB, existe una similitud espectral entre las

muestras que es indicativo de la homogeneidad inicial de las mismas.
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Figura 6. Conjunto de espectros en absorbancia de las 258 muestras de FB, FND, FAD Y LAD
iniciales

Tras una primera evaluacion de los modelos de prediccién, se procedio a la eliminacion
de las muestras con comportamiento anémalo (outliers), para asi mejorar la fiabilidad de los
modelos.

Los estadisticos correspondientes a los modelos de prediccion para el contenido en FB
de las muestras de triticale, en cada pretratamiento espectral realizado, para calibracion y
validacion cruzada, se muestran en la tabla 8. En ellos se puede observar un ajuste razonable, a
pesar de que el parametro FB es muy genérico y estd mas sujeto al error analitico, permitiendo
una tolerancia superior al resto de parametros.

Los estadisticos predictivos en validacion cruzada (tabla 8) més satisfactorios se
obtuvieron con el pretratamiento de derivacion de orden 1 (1, 10, 15), que mostro un valor de 1-
VR= 0.6949, un EEvc= 1.6181 y un RPD = 1.516. Por tanto, s6lo podrian hacerse predicciones
cuantitativas aproximadas, ya que la ecuacion no es aceptable para fines de prediccion
(Williams 2001).
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Tabla 8. Estadisticos del conjunto de muestras para la calibracion de FB

B VALIDACION

PLS W cp  CALIBRACION CRUZADA (DIER/EE |

Tratamiento R2 EEC 1-VR EEvc DE Ve
Absorbancia 255 6 0.6255 1.8888 05724 2.0220 2.3946 1.184
EMSC 255 5 0.6671 1.7810 05851 1.9936 2.4664 1.237
1,10,5+EMSC 255 4 0.6658  1.7845 0.6056 1.9500 2.4984 1.281
1,10,104EMSC 255 4 0.6472 1.8333 0.6037 1.9480 2.4807 1.273
1,10,154EMSC 255 4 0.6387 1.8350 0.6062 1.9211  2.5020 1.302
1,15,5+EMSC 255 4 0.6550 1.8129 0.6000 1.9581  2.4790 1.266
1,15,104EMSC 255 4 0.6438  1.8422 0.6065 1.9459  2.4760 1.272
1,15,154EMSC 255 4 0.6352 1.8644 0.6020 1.9584  2.4601 1.256
SNV 255 5 0.6258 1.8882 0.5839 1.9974 2.4392 1.221
1,10,5+SNV 255 4 0.6655 1.7851 0.5873  1.9900 2.4922 1.252
1,10,10+SNV 255 4 0.6468 1.8343 0.6039 1.9493 2.4688 1.266
1,10,15+SNV 255 4 0.6386  1.8351 0.6072 1.9187 2.5089 1.307
1,15,5+SNV 255 4 0.6550 1.8129 0.6002 1.9637 2.4918 1.268
1,15,10+SNV 255 4 0.6429  1.8446 0.5931 1.9762 2.4658 1.247
1,15,15+SNV 255 4 0.6353  1.8640 0.6016 1.9588  2.4545 1.253
1,105 255 5 0.6566 1.8087 05992 19612 25115 1.280
1,10,10 255 5 0.6362 1.8618 05932 19737 2.4487 1.241
1,10,15 245 5 0.7264  1.5246 0.6949 16181 2.4535 1.516
1,155 255 5 0.5923  1.9708 0.5920 1.9756  2.3609 1.195
1,15,10 255 5 0.5983  1.9563 0.5827 1.9986  2.2998 1.150
1,15,15 255 5 0.6511 1.8231 0.6078  1.9467 2.4729 1.270
2,55 255 6 0.6573  1.8069 05113 21635 2.4495 1.132
2,5,10 255 4 0.6320 1.8725 0.5590 2.0546  2.4459 1.190
2,5,15 255 4 0.6327 1.8706 0.5803 2.0101 2.4426 1.215
2,10,5 255 4 0.6405  1.8507 0.5498 2.0769  2.4220 1.166
2,10,10 255 4 0.6314 1.8739 0.5807 2.0066 2.4311 1.211
2,10,15 255 4 0.6253  1.8894 0.5805 2.0085 2.4416 1.215

EMSC: correccién multiplicativa extensivas de la sefial; SNV: correccion dispersiva desviacion estandar
normalizada; (1,10,5) y (2,10,5): donde el primer término es el orden de la derivada aplicada, el segundo
hace referencia al intervalo de sustraccién o GAP y el tercero a la longitud del segmento de suavizado; n:
nimero de muestras; CP: nimero de términos en la ecuacion; R?: coeficiente de determinacion de la
calibracién; EEC: error estdndar de calibracion; 1-VR: coeficiente de determinacion de la validacion
cruzada; EEvc: error estandar de validacion cruzada; DE: desviacién estandar; RPD: cociente entre la DE
del grupo de validacion y el EEyc.

Ibafiez y Alomar (2007), en ensilajes de pradera, con un pretratamiento que consistio en
derivadas de orden 2 (2,4,4) obtuvieron datos ligeramente mejores para 1-VR > 0.99 y RPD=
3.94, aunque con un error superior (EEvc= 9.96). Villamarin et al. (2002) consiguieron un
superior RPD= 4.5 también en muestras de praderas. Otros autores obtienen resultados
ligeramente inferiores, como Lopez (1997) en piensos, con 1-VR= 0.914 y EEvc= 1.568.
Igualmente ocurre a los datos de Harmanescu et al. (2010) en forrajes, con 1-VR =0.7355 y
EEvc= 3.2764.

En la figura 7 se muestra la simplificacion espectral que supone este tratamiento y en la

figura 8, el ajuste lineal obtenido entre el valor real y el predicho con el modelo seleccionado.
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Figura 7. Conjunto de los espectros con tratamiento 1,10,15 de las 245 muestras de FB
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Figura 8.Relacion entre el valor real del laboratorio y el valor predicho en NIRS para la FB, con
pretratamiento 1,10,15 en validacién cruzada

En la figura 9 se aprecia la gran variabilidad de longitudes de onda con influencia en las
ecuaciones de prediccién. Asi, los altos coeficientes de regresion a los 1153 y 1335 nm se
relacionan con el mayor nivel de absorbancia en forrajes con alto nivel de fibra (Norris et al.,
1976). Valores préximos a los 1700 nm, se asocian a estructuras de tipo aromatico, entre las que
puede incluirse la lignina (Bran+Luebbe, 1989, Russel et al., 1989) y las cargas negativas estan
asociadas al almidén (1448 nm, Bran+Luebbe, 1989). Se observa ademas que a 1732 nm se
produce el estiramiento y primer sobretono del enlace C-H, que al igual que a los 1744 nm
parecen relacionarse con la presencia de otros componentes en la muestra (Williams y Norris,
1987); habiéndose identificado previamente esta Gltima como asociada a la medicion de fibra
bruta (Lépez, 1997). Entre los 2200 y 2300 nm se encuentran zonas espectrales con peso la
determinacion de celulosa (Bran+Luebbe, 1989, Williams y Norris, 1987). De hecho, Givens et
al. (1992), encuentran importante los 2236 nm en pruebas para determinar el contenido en

energia metabolizable de distintos pastos, siendo bien conocido que es el contenido en fibra el
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factor que mas afecta el nivel energético de alimento (McDonald et al., 2002). Los 2298 nm se
encuentran centrados en una sefial asociada al almidon (2280nm) (Bran+Luebbe, 1989,
Williams y Norris, 1987). De esta manera puede comprobarse cdmo todas las cargas positivas
se asocian directa o indirectamente a la presencia de material fibroso en el triticale.

A pesar de la complejidad de las cargas espectrales, la modelizacion de la fibra bruta se
encuentra asentada sobre bandas directamente relacionadas con estructuras de pared celular,

junto con otras zonas espectrales indirectamente relacionadas con las propiedades de la muestra.
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Figura 9. Coeficientes de regresién de las longitudes de onda para la determinacién de la FB, con el
pretramiento 1, 10, 15

Los estadisticos descriptivos del conjunto de muestras de validacion externa y los
relacionados con la habilidad predictiva del modelo, se muestran en la tabla 9. No se observa un
buen comportamiento en la prediccion del contenido en FB en muestras externas, ya que el
coeficiente de determinacion (R?e =0.6689) y el RPD fueron bajos, aunque el error estandar de
prediccion en validacion externa (EEP= 1.574) fue aceptable. Otros estudios anteriores (Castro
et al., 2010; Dale et al., 2013; Maslovaric et al., 2011) obtuvieron valores superiores en
muestras de praderas (R%/e > 0.96; EEvc=0.80 y RPD=5.17), alfalfa (R%e > 0.96; EEP=1.058 y
RPD= 3.97) y piensos (Rae > 0.93, EEP=0.043 y RPD= 7.44). Es por esto que es necesario

mejorar el modelo.

Tabla 9. Estadisticos de prediccion de la validacion externa del modelo para FB
Parametro (g 100g* MS) n Minimo Méaximo Media DE R*»e EEP RPD (DE/EEP)

FB 30 21.10 3239 26.75 2.75 0.6689 1.554 1.749

La correlacion entre el valor real y el predicho de las muestras externas, con el modelo

seleccionado, asi como los estadisticos del ajuste, se muestran en la figura 10:
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Figura 10.Relacién entre el valor real del laboratorio y el valor predicho en NIRS para la FB, con
pretratamiento 1+10+15 en validacién externa

Fibra Neutro Detergente (FND)

El protocolo de andlisis para la determinacion del contenido en FND fue similar al de la
FB y PB. Los resultados estadisticos descriptivos del valor de la propiedad se muestran en la
tabla 10; donde se observa el rango de distribucién tras la eliminacion de muestras aberrantes,
gue coincide con el rango tipico de forrajes de triticale en época de pastoreo para las dehesas de
Extremadura (Polo, 2010, Sanchez, 2010; Fulkerson et al., 2007).

Tabla 10. Estadisticos descriptivos del conjunto de calibracién del contenido en FND
Parametro (g 100g*MS) n  Minimo Maximo Media DE CV (%)
FND 249  40.00 61.55 50.78 3.35 0.07

Tras evaluar las capacidades predictivas (tabla 11) de los diferentes pretratamientos
utilizados, se observa que el mejor comportamiento coincide con la aplicacion de la 22 derivada
(2, 10, 15) (Figura 11); ya que en validacion cruzada se obtiene un 1-VR=0.7842, EEyc=1.4573
y un RPD=5.994 (Figura 12). Por lo que, al estar el RPD por encima de 4, la calibracion es
excelente segun Saeys et al. (2004).
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Tabla 11. Estadisticos del conjunto de muestras para la calibracion de FND

B VALIDACION
PLS . cp  CALIBRACION CRUZADA (DIER/EE |
Tratamiento R2 EEC 1-VR  EEwc DE Ve

Absorbancia 249 10 0.8614 1.1775 0.7724 15191 7.9331 5.222
EMSC 249 8 0.7584  1.5324 0.7269 1.6338 2.7101 1.658
1,10,5+EMSC 249 5 0.8062 1.3724 0.7401 15950 2.7777 1.741
1,10,10+EMSC 249 5 0.7972  1.4042 0.7602 15324 2.7810 1.814
1,10,15+EMSC 249 5 0.7914  1.4238 0.7567 15460 2.7757 1.795
1,15,5+EMSC 249 5 0.7788  1.4663 0.7485 15707 2.7298 1.737
1,15,10+EMSC 249 5 0.7939  1.4156 0.7562 15454  2.7847 1.801
1,15,15+EMSC 249 5 0.7888  1.4339 0.7654 15185 2.7807 1.831
SNV 249 8 0.7909 1.4256 0.7457 15775 2.7810 1.762
1,10,5+SNV 249 5 0.7809  1.4595 0.7391 1.6022 2.7618 1.723
1,10,10+SNV 249 5 0.7786  1.4670 0.7473 15738 2.7627 1.755
1,10,15+SNV 249 5 0.7787  1.4666 0.7494 15657 2.7822 1.776
1,15,5+SNV 249 5 0.7803  1.4612 0.7388 15999  2.7537 1.721
1,15,10+SNV 249 5 0.7784  1.4675 0.7564 15446 2.7725 1.794
1,15,15+SNV 249 5 0.7773 14713 0.7556 15439 2.7819 1.801
1,10,5 249 5 0.8064 1.3718 0.7567 15460 2.7869 1.802
1,10,10 249 5 0.8072  1.3690 0.7770  1.4826  2.8077 1.893
1,10,15 249 5 0.8035 1.3819 0.7741 1.4802  2.8053 1.895
1,15,5 249 5 0.8088  1.3633 0.7514 15557  2.8043 1.802
1,15,10 249 5 0.8056  1.3746 0.7713  1.4936 2.8065 1.879
1,15,15 249 5 0.8006  1.3923 0.7709  1.4992 2.7738 1.853
2,55 249 6 0.7422 15830 0.6483 1.8658 2.6017 1.394
2,510 249 8 0.8412 1.2422 0.7765 1.4855 8.7922 5.918
2,515 249 8 0.8297 1.2867 0.7655 15200 8.7832 5.778
2,105 249 8 0.8450 1.2276 0.7347 1.6155 8.7890 5.440
2,10,10 249 8 0.8292  1.2885 0.7761 1.4810 8.7954 5.938
2,10,15 249 8 0.8187 1.3275 0.7842 1.4573 8.7910 5.994

EMSC: correccién multiplicativa extensivas de la sefial; SNV: correccion dispersiva desviacion estandar
normalizada; (1,10,5) y (2,10,5): donde el primer término es el orden de la derivada aplicada, el segundo
hace referencia al intervalo de sustraccién o GAP y el tercero a la longitud del segmento de suavizado; n:
ndmero de muestras; P: nimero de términos en la ecuacion; R coeficiente de determinacion de la
calibracién; EEC: error estdndar de calibracion; 1-VR: coeficiente de determinacion de la validacién
cruzada; EEvc: error estandar de validacion cruzada; DE: desviacién estandar; RPD: cociente entre la DE
del grupo de validacion y el EEyc.
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Figura 11. Conjunto de los espectros con tratamiento 2,10,15 de las 249 muestras de FND
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Figura 12. Relacion entre el valor real del laboratorio y el valor predicho en NIRS para la FND, con
pretratamiento 2,10,15 en validacién cruzada

Por otra parte, en la figura 13 se representan las longitudes de onda con mayor
influencia en la ecuacién de calibracidn seleccionada. En este caso se corresponden con los
1100 nm, 1190 nm, 1450 nm, 1792 nm, 1900 nm, 2210 nm y 2366 nm, entre otras. Estudios
previos realizados por Norris et al. (1976) consideran las longitudes de onda 1586 nm, 1702 nm,
1850 nm, 1902 nm, 2204 nm y 2294 nm, para la calibracion de FND en forraje seco de alfalfa.
Osborne y Fearn (1986) hacen referencia a las longitudes de onda, 2328 nm y 2080 nm como
bandas absorcion de celulosa y 2264 nm, 2316 nm y 2320 nm para hemicelulosa, ambas
componentes de la FND; probandose asi que las longitudes de onda utilizadas estan
relacionadas con la FND.

Regression Coefficients (8B)
10000 —
o —]
0000 — - - s s s e e e e e o e e e oo -
X-Variables
T T T T
1000 1500 2000 2500

RESULTS, (¥-var, PC): (FND.5) BO — 37 838306

Figura 13 Coeficientes de regresion para la proteina con correccion 2,10,15, altos valores absolutos
= zonas espectralmente relevantes para la determinacion de la FND
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La validacion del modelo seleccionado, realizada con el conjunto de muestras externas,
nos mostrod los estadisticos descriptivos y de prediccion que aparecen en la tabla 12. La
habilidad predictiva del contenido en FND (figura 14) de las mismas, no fue el esperado ya que
los valores de los principales indicadores son mejorables (R%e = 0.5660; EEP= 1.976; RPD<

3). Segln Saeys et al. (2004) valores de RPD<3 corresponden a calibraciones poco fiables.

Tabla 12. Estadisticos de prediccion de la validacion externa del modelo para FND
Parametro (g 100g* MS) n Minimo Maximo Media DE R?»E EEP RPD (DE/EEP)
FND 30 44.90 59.27 52.09 2.953 0.5660 1.976 1.42

Predicted Y

. Elements: 30
4 Slope: 0.695506
7 Offset: 16.27405
7 Correlation: 0.792672
"] R-Square:  0.566007
| RMSEP:  2.080267
J SEP: 1.976852

- Bias: 0.741506 ; i g
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Figura 14. Relacion entre el valor real del laboratorio y el valor predicho en NIRS para la FND, con
pretratamiento 2,10,15 en validacion externa.

Fibra Acido Detergente (FAD)

Los resultados del conjunto de muestras de calibracién para FAD (tabla 13) indican que
se han tenido que eliminar algunas muestras con comportamientos anémalos para la elaboracion
de los modelos de prediccién. El rango de la propiedad, sin embargo, no es muy amplio, pero
similar al observado por Polo (2010), Sanchez (2010) y Fulkerson et al. (2007) en estudios con

triticale para aprovechamiento animal.

Tabla 13. Estadisticos descriptivos del conjunto de calibracién del contenido en FAD
Pardmetro (g 100g2MS) n  Minimo Maximo Media DE CV (%)

FAD 240 23.50 37.20 30.35 252 0.08

A continuacion, se muestran los valores de los modelos predictivos en cada
pretratamiento utilizado (tabla 14); donde se observa que el mejor comportamiento corresponde
con la combinacién de aplicar la derivada de orden 1 (1, 10, 15)+SNV. Pero en cualquier caso

los resultados no fueron satisfactorios, ya que a pesar de que el valor 1-VR fue superior al 70%
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y el EEvc fue relativamente bajo (=1.2909), el indice RPD fue inferior a 2. Otros autores han
reportado mejores resultados para FAD en estudios con especies forrajeras (Norris et al., 1976),
ensilajes de pradera (Ibafiez y Alomar, 2007) aplicando la 22 derivada o Stubbs et al. (2010) en
estudios con paja de cereales de invierno, aplicando un pretratamiento SNV-D junto a 1°

derivada (1, 4, 2).

Tabla 14. Estadisticos del conjunto de muestras para la calibracion de FAD

VALIDACION

PLS W cp  CALIBRACION CRUZADA (DIER/EE |
Tratamiento R2 EEC 1-VR EEvc DE Ve
Absorbancia 245 6 0.7030  1.2909 0.6658 1.3763 1.9810 1.439

EMSC 240 7 0.7717 1.1373 0.6856 1.3418 2.0542 1.531
1,10,5+EMSC 240 6 0.7267 1.2382 0.6364 14329 2.0083 1.401
1,10,104EMSC 240 6 0.7403  1.2072 0.6691 13724 2.0136 1.472
1,10,154EMSC 240 6 0.7443  1.1977 0.6873 13275  2.0442 1.539
1,15,5+EMSC 240 6 0.7200 1.2533 0.6451 14165 1.9988 1.411
1,15,104EMSC 240 6 0.7475  1.1902 0.6783 13498 2.0113 1.490
1,15,154EMSC 240 6 0.7436  1.1993 0.6945 1.3170 2.0308 1.541

SNV 240 7 0.7024  1.2986 0.6601 1.3905 1.9951 1.434
1,10,5+SNV 240 6 0.7685 1.1397 0.6703 1.3628  2.0496 1.503
1,10,10+SNV 240 6 0.7308  1.2289 0.6751 1.3559  2.0043 1.478
1,10,15+SNV 240 6 0.8099  0.9965 0.7649 1.1119 2.0596 1.852
1,15,5+SNV 240 6 0.7358 1.2174 0.6667 1.3753 2.0186 1.467
1,15,10+SNV 240 6 0.7574  1.1666 0.6966 1.3078 2.0425 1.568
1,15,15+SNV 240 6 0.7543  1.1740 0.7008 1.3005 2.0435 1.571

1,105 240 7 0.7392 1.2157 0.6613 1.3923 2.0520 1.473
1,10,10 240 6 0.7360 1.2169 0.6851 1.3308 2.0254 1.521
1,10,15 240 6 0.7313  1.2279 0.6949 1.3162 2.0081 1.525

1,155 240 6 0.7416  1.2041 0.6822 13411 2.0206 1.506
1,15,10 240 6 0.7521 1.1794 0.7004 13022 2.0508 1.574
1,15,15 240 6 0.7320  1.2263 0.7014 13031 2.0165 1.547

2,5,5 240 5 0.6156  1.4686 0.4585 1.7496  1.8081 1.031

2,5,10 240 10 0.7845  1.0994 0.6743 1.3559  2.0682 1.525

2,5,15 240 8 0.7649  1.1486 0.6864 1.3375 2.0368 1.522

2,10,5 240 10 0.8066 1.0416 0.6134 14767 2.0681 1.400
2,10,10 240 8 0.7679 1.1412 0.6654 1.3770  2.0647 1.499
2,10,15 240 8 0.7528 1.1778 0.6920 1.3195 2.0620 1.562

EMSC: correccién multiplicativa extensivas de la sefial; SNV: correccion dispersiva desviacién estandar
normalizada; (1,10,5) y (2,10,5): donde el primer término es el orden de la derivada aplicada, el segundo
hace referencia al intervalo de sustraccién o GAP y el tercero a la longitud del segmento de suavizado; n:
ndmero de muestras; P: nimero de términos en la ecuacion; R coeficiente de determinacion de la
calibracién; EEC: error estdndar de calibracion; 1-VR: coeficiente de determinacion de la validacién
cruzada; EEvc: error estandar de validacion cruzada; DE: desviacién estandar; RPD: cociente entre la DE
del grupo de validacion y el EEyc.

El pretramiento seleccionado (1,10,15+SNV) conlleva una simplificacion espectral que
puede examinarse en la figura 15, apreciandose las zonas espectrales que tienen mayor relacion

con la FAD, mencionadas en la figura 17.

149



Capitulo 11
Uso potencial de la tecnologia NIRs para la cuantificacion de parametros quimicos de calidad
del forraje de triticale de doble aptitud

iy Piot
5 ine o

|IHHIHl|IHIIIHI|IHII1HI|HHIHHIHIIIHIIIHIIIHIILHHHIJ

Variables

1000 1500 2000 2500
DCN1.101B.11.as DCN1.1028.11.as DCN1.168.11.as DCN1 258 11.as

Figura 15. Conjunto de los espectros con tratamiento 1,10,15+SNV de las 69 muestras de FAD

Gréficamente (figura 16) se muestra el ajuste lineal de los puntos del valor de la

propiedad predicho frente al real

A0 Predicted ¥
=1 Slope Offset RMSE R-Square -
— 0_809934 5. 747414 0.996500 0_809934 ___.;:-
1] 0_785809 6 _ 486513 1 111997 0._764957 E
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Figura 16. Relacion entre el valor real del laboratorio y el valor predicho en NIRS para la FAD, con
pretratamiento 1,10,15+SNV en validacién cruzada

Las longitudes de onda con mayor carga inicial en la ecuacién de prediccion (figura 17)
fueron 1136, 1411, 1890, 1911, 2195, 2249 y 2455 nm. Estas son proximas a las que indican
autores como Osborne y Fearn (1986), asociadas de la celulosa (2328, 2080 nm), 0 a los 1672,
1700, 1940, 2100, 2180 y 2336 nm que sefialan Norris et al. (1976).
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Figura 17. Coeficientes de regresion para la proteina con correccion 1,10,15+SNV, altos valores
absolutos = zonas espectralmente relevantes para la determinacion de la FAD

La prediccién del contenido en FAD de las muestras externas (tabla 15 y figura 18) con
la ecuacion seleccionada, no mostré un comportamiento satisfactorio; ya que aunque el EEP fue
bajo, los valores del coeficiente de determinacion (R%d&) y RPD (0.5703 y 1.31,

respectivamente) no alcanzaron los valores esperados.

Tabla 15. Estadisticos de prediccion de la validacion externa del modelo para FAD
Parametro (g 100g* MS) n Minimo Maximo Media DE R*»e EEP RPD (DE/EEP)

FAD 30 26.20 3529 30.75 1.81 0.5703 1.406 131

Otros estudios, sin embargo, si mostraron buenas ecuaciones de prediccion. Asi, Stubbs
et al. (2010), en trabajos con paja de cereales de invierno, reportaron unos valores de EEP=0.81
y R%= 0.92 con pretratamiento SNV-D junto a 2° derivada (2, 4, 4). Por su parte Roza et al.
(1991), en hierba de praderas naturales, obtuvieron un R?> 0.836 y un EEP= 3.24, utilizando
como pretratamiento la 3° derivada con gap 16 y segmento 2 6 Vasquez et al. (2004), en pasto
de Guinea, con la validacién externa alcanzan un R?= 0.737 con 2° derivada, (2, 4, 4, 1), aunque

un EEP mayor.
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Figura 18.Relacién entre el valor real del laboratorio y el valor predicho en NIRS para la FAD, con
pretratamiento 1,10,15+SNV en validacion externa

Lignina Acido Detergente (LAD)

Los estadisticos descriptivos del conjunto de muestras de calibracion para la
determinacion del contenido en LAD se muestran en la tabla 16. Estos resultados estan en
concordancia con los descritos por Polo (2010), Sanchez (2010) y Fulkerson et al. (2007) en
estudios con forraje triticale.

Tabla 16. Estadisticos descriptivos del conjunto de calibracién del contenido en LAD
Pardmetro (g 100g2MS) n  Minimo Maximo Media DE CV (%)
LAD 215 3.10 11.93 752 171 0.23

Las ecuaciones de prediccion para el contenido en LAD de las muestras de triticale, con
cada pretratamiento espectral realizado, se muestran en la tabla 17. Tras una primera evaluacion
de los resultados obtenidos, se puede afirmar que los mejores estadisticos predictivos
corresponde con el modelo (2, 10, 15), ya que mostré un 1-VR > 0.7 y un EEvc = 1.1721.
Aunque en estudios similares (Stubbs et al., 2010) con paja de cereales de invierno se observan
mejores resultados (EEvc= 0.039 y 1-VR= 0.85 y RPD= 2.51) aplicando como pretramiento un
SNV-D junto con la 12 derivada (1, 4, 4, 1).
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Tabla 17. Estadisticos del conjunto de muestras para la calibracion de LAD

B VALIDACION

PLS W cp  CALIBRACION CRUZADA (DIER/EE |

Tratamiento R2 EEC 1-VR EEvc DE Ve
Absorbancia 255 8 0.7037 1.1664 05981 1.3592 1.8127 1.333
EMSC 252 6 0.6512 1.3798 05510 15723 1.9302 1.227
1,10,5+EMSC 253 5 0.6199  1.4517 05282 16178 1.9015 1.174
1,10,104EMSC 253 6 0.6368  1.4189 05573 15731 2.0255 1.287
1,10,154EMSC 253 6 0.6248  1.4915 05636 16142 1.9717 1.221
1,15,5+EMSC 249 6 0.6726 1.3324 0.5680 1.5406 1.9318 1.253
1,15,104EMSC 241 6 0.6581 1.3114 0.5892 14413  1.8466 1.281
1,15,154EMSC 238 6 0.6615 1.3025 0.6146 1.3912 1.8462 1.327
SNV 252 7 0.6534  1.3862 0.5482 15854 1.9348 1.220
1,10,5+SNV 247 5 0.6161 1.4783 0.5000 1.6885 1.9114 1.132
1,10,10+SNV 253 6 0.6091 1.5224 0.5481 1.6430 1.9297 1.174
1,10,15+SNV 253 6 0.6256  1.4899 0.5705 1.6004 2.0277 1.266
1,15,5+SNV 247 6 0.6840 1.3101 0.5892 15001 1.9149 1.276
1,15,10+SNV 243 6 0.6564  1.3473 0.5944  1.4673 1.8942 1.290
1,15,15+SNV 239 6 0.6731 1.2935 0.6226 1.3906 1.8666 1.342
1,105 251 6 0.6559  1.4526 0.5406 1.6819 2.0141 1.197
1,10,10 251 6 0.6364 1.4113 0.5612 1.5598  2.0061 1.286
1,10,15 251 6 0.6026  1.4755 0.5563 15662 1.8524 1.182
1,155 247 6 0.6703  1.3257 0.5807 15043 1.8959 1.260
1,15,10 248 6 0.6292  1.3996 05776 15003 1.8423 1.227
1,15,15 239 6 0.6358  1.3417 0.5948 14210 1.8013 1.276
2,5,5 220 8 0.6828 1.1245 0.4528 14907 1.6029 1.075
2,5,10 236 8 0.6769 1.2770 0.5488 15148 1.8256 1.205
2,5,15 240 8 0.6827 1.2473 0.6022 14041 1.8320 1.304
2,10,5 253 8 0.6736  1.3452 0.4963 1.6792  1.9007 1.131
2,10,10 237 8 0.7054  1.1860 0.6268 1.3440 1.8297 1.361
2,10,15 215 8 0.7927 1.0196 0.7287 1.1721 1.9786 1.688

EMSC: correccién multiplicativa extensivas de la sefial; SNV: correccion dispersiva desviacion estandar
normalizada; (1,10,5) y (2,10,5): donde el primer término es el orden de la derivada aplicada, el segundo
hace referencia al intervalo de sustraccién o GAP y el tercero a la longitud del segmento de suavizado; n:
nimero de muestras; P: nimero de términos en la ecuacion; R coeficiente de determinacion de la
calibracién; EEC: error estdndar de calibracion; 1-VR: coeficiente de determinacion de la validacién
cruzada; EEvc: error estandar de validacion cruzada; DE: desviacién estandar; RPD: cociente entre la DE
del grupo de validacion y el EEyc.

En la figura 19 se representa la simplificacion espectral del conjunto de muestras de
calibracién aplicando el pretratamiento seleccionado (2, 10, 15) y en la figura 20, la correlacion
entre el valor real y el predicho aplicando dicha ecuacion. Por otra parte, los coeficientes de
regresion de las diferentes longitudes de onda implicadas (figura 21) muestran que los mayores
valores aparecen a los 1100, 1150, 1300, 1495, 1650, 1680, 1900, 2000, 2200 y 2300 nm. Para
Bran+Luebbe (1989) y Russel et al, (1989), los 1672 nm estan asociados a estructuras de tipo
aromatico, entre las que puede incluirse la lignina y que, ademas, ha sido reiteradamente
relacionada con la digestibilidd de forrajes ligninocelulésicos (Guzman et al., 1996). Via et al.
(2008) asocian los 1135, 1672, 1900 nm como longitudes de onda asociadas a la lignina. Como
puede observarse, las longitudes de onda utilizadas para la calibracion estan en consonancia con

las de estos autores.
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Figura 19. Conjunto de los espectros con tratamiento 2,10,15 de las 215 muestras de LAD
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Figura 20. Relacion entre el valor real del laboratorio y el valor predicho en NIRS para la LAD,

con pretratamiento 2,10,15 en validacion cruzada
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Figura 21. Coeficientes de regresion para la LAD con correccion 2,10,15, altos valores absolutos =

zonas espectralmente relevantes para la determinacion de la LAD

La prediccion del conjunto de muestras externas (tabla 18 y figura 22) nos report6 unos

resultados poco fiables, ya que el EEP= 2.51 y el indice RPD < 1.5. El error obtenido fue

similar al observado por Vasquez et al. (2004) en pasto de Guinea (EEP= 2.445), aplicando una

2° derivada (2, 4, 4). Por otra parte, Stubbs et al. (2010) en paja de cereales de invierno,
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obtuvieron un valor del EEP= 0.44 y R?>> 0.81 con pretratamiento SNV-D junto a 1° derivada,
gap 4 y suavizado 4. Es por esto que la habilidad predictiva obtenida con nuestras ecuaciones es

mejorable y se debe seguir trabajando en ello.

Tabla 18. Estadisticos de prediccion de la validacion externa del modelo para LAD
Parametro (g 100g* MS) n Minimo Maximo Media DE R»E EEP RPD (DE/EEP)

LAD 30 3.90 10.76 733 336 0.2019 251 1.339
Predcied . Relerence
_1 Elements: 30 *
Sl (%1802
11 st 11764489 [
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Figura 22. Relacién entre el valor real del laboratorio y el valor predicho en NIRS para la
LAD, con pretratamiento 2+10+15 en validacion externa

Tras evaluar la capacidad de prediccion de la tecnologia NIRS para los parametros de
este estudio (PB, FB, FNA, FAD y LAD) de muestras de triticale de doble aptitud cv. "Verato’,
se podria afirmar que puede ser usada para la cuantificacion del contenido en PB de una manera
fiable. Sin embargo, para la prediccion de la FB, los estadisticos obtenido son aceptables,
aungue se podria seguir trabajando para mejorar las ecuaciones de prediccion obtenidas al igual
que para el resto de parametros
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CAPITULO Il
CLASIFICACION DE TRITICALE DOBLE APTITUD SEGUN LA DENSIDAD DE
SIEMBRA, LA FECHA DE CORTE Y EL ABONADO NITROGENADO, MEDIANTE

TECNOLOGIA NIRs

RESUMEN

Los animales tienen unas necesidades nutricionales minimas que cubrir con los recursos
disponibles y considerando que en la dehesa extremefia éstos escasean, es importante tener en
cuenta la variabilidad de la calidad del forraje. Esta calidad es un reflejo de las diferencias
dadas, desde que se siembra hasta que se cosecha, por factores genéticos, de manejo y por otros
factores de tipo ambiental. EI objetivo de esta investigacién fue la obtencién de un modelo de
clasificacion de triticale de doble aptitud (forraje y grano) cv "Verato™. Para ello se tomaron los
datos espectrales NIRs (1000 a 2500 nm) de cada muestra y se realizaron modelos
guimiométricos de clasificacion, con muestras sin pretratamiento espectral, con pretratamiento
MSC (correccion multiplicativa de la sefial, Multiplicative Scatter Correction) y con EMSC
(correccion multiplicativa extendida de la sefial, Extended Multiplicative Scatter Correction).
Los modelos aplicados de clasificacion no supervisada fueron un PCA (anélisis de componentes
principales, Principal Component Analysis) y un andlisis cluster (analisis de conglomerados),
con varios métodos de agrupacion y medida de distancia euclidea al cuadrado. Los métodos de
clasificacion supervisada utilizados fueron un anélisis SIMCA (modelado independiente por
analogia de clases) y PLS-DA (analisis discriminante sobre minimos cuadrados parciales,
Partial Least Squares Discriminant Analysis). Las variables cualitativas que se utilizaron como
referencia fueron 3 densidades de siembra, 6 épocas de corte (periodo vegetativo) y 3 dosis de
abonado nitrogenado. Todo ello se realiz6 mediante el programa Unscrambler®. Los resultados
revelan que no se ha podido agrupar el triticale en funcién de su densidad de siembra ni dosis de
abonado nitrogenado. Sin embargo, la informacién espectral es adecuada para agrupar el
triticale segin su fecha de corte, pudiendo ser asociada con el ciclo vegetativo de la planta,
siendo los métodos supervisados SIMCA y el PLS-DA los que mejores resultados ofrecen. Por
tanto, la tecnologia NIRs podria ser usada para discriminar el forraje de triticale de doble aptitud
en funcion del periodo vegetativo en el que se corte, pero no en funcién de su densidad de

siembra ni dosis de abonado nitrogenado.

Palabras clave: X Triticosecale Wittmack, analisis NIRs cualitativo, forraje.
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INTRODUCCION

Los animales de la dehesa dependen de la disponibilidad de los recursos naturales y
tienen unas necesidades diarias que cubrir, como minimo de mantenimiento, pudiendo ser
mayores en funcién de su estado fisiologico: gestantes o paridas (Hassoun y Bocquier, 2010).
Sin embargo, los recursos naturales son limitados en estas zonas y ademas presentan una gran
dependencia de las condiciones climaticas, variables entre campafias.

Por lo tanto nos encontramos con una situacion conflictiva: enfrentar unos recursos
limitados y variables en su disponibilidad con unas necesidades obligadas y variables a lo largo
del ciclo productivo de las ovejas (O’Reagain y McMeniman, 2002).

Una manera de paliar este problema y aumentar los beneficios de agricultores y
ganaderos es la utilizacién de triticale, un cereal que con el paso de los afios y gracias a los
avances en mejora genética ha logrado ganar interés a nivel mundial. El triticale de doble
aptitud (forraje y grano) cv "Verato”, como indican Gil et al. (2009) estd adaptado a las
condiciones agroclimaticas de la region extremefia.

Debido a que una parte de la produccion de triticale estara destinada a alimentacion,
requiere una serie de controles de calidad y caracterizacion de su composicion nutritiva para
conocer las necesidades nutritivas que es capaz de cubrir. La tecnologia NIRS puede ser una
solucion a éstos requisitos. En el @ambito agroalimentario ha sido ampliamente utilizada tanto en
forrajes (Garcia et al., 1977 y 1978), maiz forrajero (Campo et al., 2007), asi como en carne y
productos carnicos (Tejerina et al., 2009). Permite obtener resultados de forma rapida,
econdmica, no destructiva y respetuosa con el medio ambiente. Requiere de una puesta a punto
tanto de las técnicas estadisticas utilizadas, denominadas genéricamente como quimiomeétricas,
asi como de la interpretacion de datos generados (Brereton, 2009), siendo éstas sus principales
desventajas.

En el analisis cualitativo, a diferencia del analisis cuantitativo, no es preciso disponer de
ningln dato quimico adicional al dato espectroscopico NIR, por lo que el conjunto de datos sélo
esta constituido por informacion espectral NIRs.

Hay dos métodos de clasificacion en el andlisis cualitativo, supervisados y no
supervisados. Los no supervisados son aquellos en los que no se dispone de ninguna o escasa
informacidn acerca de los grupos existentes en las muestras analizadas. El principal objetivo de
éstos métodos es poder identificar tendencias al agrupamiento de las muestras disponibles, sin
necesidad de disponer de ningun tipo de informacion adicional acerca de ellas, nada mas que sus
datos espectrales (Downey, 1996; Naes et al., 2002).

Los trabajos de Sokal y Sneath (1963), marcan el inicio de las técnicas de agrupamiento
(andlisis cluster), que poco a poco han ido extendiendo sus aplicaciones a todos los &mbitos

cientificos. Marin (2008) indica que es un método utilizado en zoogeografia, biologia y
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microbiologia, para la elaboracion de taxonomias y clasificaciones, las cuales son la base para

realizar procesos de analisis complejos, como pueden ser la determinacion de patrones de

evolucidn; el establecimiento y descubrimiento de mecanismos de diferenciacion genética, la

localizacion de procesos de especializacion, entre otros, que a su vez permite a los

investigadores establecer los desarrollos de linajes, los grados de biodiversidad, etc.; también se

ha utilizado con éxito para clasificar biodiesel (Veras et al., 2010) o establecer los niveles de
carbono organico en el suelo (Noticia et al., 2013).

A diferencia de los métodos no supervisados, en los supervisados si se dispone de
informacidn acerca de los grupos o categorias existentes en el conjunto de muestras y son los
utilizados normalmente en el analisis cualitativo. El principal objetivo de este tipo de método es
el de generar diferentes reglas o0 modelos de clasificacion para un nimero determinado de clases
0 grupos de muestras analizadas (Downey, 1996; Naes et al., 2002). Los métodos de mayor
aplicacién a datos espectrales NIR, entre otros, son el analisis SIMCA vy el analisis PLS-DA
(Martens y Nees, 1989; Mark, 1992; Downey 1996; Bertrand y Dufour, 2000; Nes et al., 2002;
Amigo et al., 2013). Asi, por ejemplo, se ha utilizado para clasificar diversos materiales
farmacéuticos utilizando PLS-DA (Cebeci et al., 2013).

De esta manera se pueden comparar espectros de muestras desconocidas con grupos de
espectros NIR de muestras con caracteristicas conocidas (Mark, 1992). Estas caracteristicas o
atributos, variables categoricas y no continuas, pueden ser por ejemplo, el origen geografico,
variedad, tipo de producto, dosis de abonado, etc.

Mediante el uso de un modelo SIMCA en muestras de una temporada, Turza et al.
(1998) fueron capaces de clasificar las muestras de semillas de soja de diferentes afios. Ootake y
Kokot (1998) diferenciaron entre el arroz glutinoso y no glutinoso. Posteriormente, Tsenkova y
Atanassova (2002) utilizaron modelos SIMCA basado en PCA para el diagndstico de la mastitis
de vaca, obteniendo los mejores resultados de calibracion con la transformacion de los espectros
de primera derivada. El éxito del NIRs en el diagnostico de mastitis se debié a los cambios
sufridos en los espectros debidos a la composicién diferente de la leche con mastitis (Ozaki et
al., 2007). Este mismo sistema mostré su utilidad en la deteccién de adulterantes en los
alimentos, por ejemplo, en el puré de fresas (Holland et al., 1998), chocolate (Che-Man et al.,
2005), tortas (Syahariza et al., 2005), miel de abejas (Gallardo-Velazquez et al., 2009), y el
aceite de oliva (Lai et al., 1995; Marcos et al., 2002; Tapp et al., 2003), entre otras aplicaciones.
Mas recientemente en la deteccion de residuos medicos veterinarios en alimentos (Meza et al.,
2011). Las principales ventajas de la técnica SIMCA, junto con el NIRs, son que requieren bajo
volumen de muestra y no empeoran el medio ambiente, con preparaciéon minima o sin
preparacion de la muestra, lo que acelera en gran medida el analisis de muestras (Edelmann et
al., 2001).
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Respecto al PLS-DA, Ozaki et al. (2007) sefialan que es muy util para los analisis
espectrales en la region NIR, siendo a menudo necesario tratar previamente los datos antes de
someterlos al andlisis multivariante. El analisis multivariante ha sido utilizado, por ejemplo,
para determinar la adulteracion del aceite de oliva con aceite de maiz, aceite de soja, aceite de
girasol, aceite de nuez y aceite de avellana (Ozaki et al., 2007), obteniendo buenos resultados.
Este método permite la determinacion de las propiedades fisicas y el contenido de varios
componentes quimicos. En los Gltimos afios, muchos estudios han tratado de realizar controles
de calidad en los medicamentos basados en hierbas utilizando NIRs, como Paeoniae Radix
(Xiaofang et al, 2008), Puerariae Radix (Ching-Ching et al., 2009) o Phellodendri corteza (Chi-
On et al., 2007).

Por tanto, en funcion del estado del arte hasta aqui indicado, el objetivo del presente
trabajo fue determinar la viabilidad de la técnica NIRs para obtener clasificaciones validas para
el forraje de triticale de doble aptitud cv "Verato’, en funcion de la densidad de siembra, fecha

de corte y dosis de abonado nitrogenado.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se llevo a cabo durante las campafias agricolas 2009-2010 y 2010-2011, en
una parcela de la finca La Orden perteneciente al CICYTEX del término municipal de Guadajira
(Badajoz), propiedad del Gobierno de Extremadura, en condiciones de secano. El material
vegetal utilizado fue un triticale de doble aptitud cv "Verato”. No se realizd ningun tipo de
tratamiento fitosanitario.

El disefio estadistico fue el de parcelas sub-subdivididas (split split-plot) con cuatro
repeticiones, siendo la parcela principal la densidad de siembra (400 plantas m2, 500 plantas m™
y 600 plantas m?) con 216 muestras para cada densidad, la subparcela, el nimero de cortes
(18/01/2010, 25/02/2010, 10/03/2010, 12/04/2010, 10/05/2010 y 21/06/2010) con 108 muestras
aleatorias por cada fecha (tabla 1) y la sub-subparcela, las dosis de nitrogeno aplicadas antes de
la siembra, después del corte tres (18/01/2010) y después del corte cinco (10/03/2010), (SIN
nitrégeno (0-0-0), 75 kg N ha?! (25-50-0) y 125 kg N ha? (50-50-25) (n=216 para cada dosis de
abonado) (tabla 2). En total se trabajo con 648 muestras. La unidad experimental estaba
constituida por dos parcelas de 1.5 m de ancho y 10 m de longitud, utilizando una de ellas para

los muestreos destructivos (0.25 m?).
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Tabla 1. Fechas en que se realizaron los cortes

Corte Fecha Tipo Z(fg%[()s Estado Fenoldgico PC
Sin Aprovechamiento 30 Encafiado
Corte 3 18/01/2010 1 Aprovechamiento 30 Encafiado
1 Aprovechamiento 30 Encafiado 9
Sin Aprovechamiento 35 5° Nudo Detectable [
Corte4 25/02/2010 1 Aprovechamiento 29 Final Ahijado |<£
1 Aprovechamiento 29 Final Ahijado ("'_rJ)
Sin Aprovechamiento 41 Vaina Engrosada S
Corte5 10/03/2010 1 Aprovechamiento 32 2° Nudo Detectable
1 Aprovechamiento © 32 2° Nudo Detectable
Sin Aprovechamiento «® 57 % Espiga Emergida
Corte 6 12/04/2010 1 Aprovechamiento 55 Y Espiga Emergida @)
2 Aprovechamiento 50 1° Espiguilla visible E
Sin Aprovechamiento 83 Grano Pastoso Temprano ®)
Corte 7 10/05/2010 1 Aprovechamiento 80 Grano Pastoso 8
2 Aprovechamiento 77 Grano Lechoso Tardio Q
Sin Aprovechamiento 90 Madurez Comercial &
Corte 8 21/06/2010 1 Aprovechamiento 90 Madurez Comercial o
2 Aprovechamiento 90 Madurez Comercial

N: nimero de muestras. PC: periodo del cultivo. V: vegetativo. R: reproductivo

Tabla 2. Fertilizantes y dosis utilizados en el abonado de fondo y en los dos abonados de cobertera
después de los dos aprovechamientos (corte 3y 5) (kg ha?)

12 Cobertera 22 Cobertera

Abonado de Fondo 1° aprovechamiento 2° aprovechamiento

(corte 3) (corte 5)
N P20s K20 N N
Tratamiento  del21%  18%  delg0% oo del27% - Calcico del 27%
125 kg N ha* 50 42 90 50 25
75 kg N ha't 25 42 90 50
0 kg N ha't 0 42 90 0

Las muestras fueron secadas en estufa a 105 °C (RD 2257/1994) durante 48 horas y
posteriormente, fueron molidas y pasadas por un tamiz de 1 mm. Se tomaron sus espectros
caracteristicos por duplicado, para realizar la media posteriormente, en la region del Infrarrojo
Cercano mediante un equipo NIRs Labspec 2500 (ASD Inc.®), que realiza una lectura continua
entre los 1000-2500 nm, obteniendo su media de absorbancia. La obtencion de los espectros se
llevé a cabo a través del software IndicoPro® y el analisis quimiométrico de los datos mediante
el software Unscrambler de CAMO®), con el cual se obtuvo el andlisis cualitativo para agrupar
las muestras segun densidad de siembra, fecha de corte y dosis de abonado nitrogenado.

Debido a la presencia de posibles efectos dispersivos en los espectros, ademas de
utilizar los espectros originales, se procedié a su tratamiento mediante MSC y EMSC. La

correccion MSC se centra en la eliminacion de los efectos debidos a la dispersion de la
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radiacion utilizando un espectro de referencia (Isaksson y Naes, 1988); la correccion EMSC,
propuesta por Martens y Stark (1991), ademas de minimizar los efectos aditivos y
multiplicativos, permite amortiguar respuestas dispersivas de naturaleza no lineal, se trata en
definitiva de uno de los métodos més eficaces, de los disponibles actualmente, para eliminar los
efectos dispersivos de la luz. De esta manera se ha trabajado con 3 tipos de espectros: originales,
MSC y EMSC, sin eliminacion de posibles muestras aberrantes.

El siguiente paso fue establecer un sistema de clasificacion basica mediante un analisis
de componentes principales para la interpretacién visual de la posible ordenacion de las
muestras forrajeras en el espacio definido por los componentes principales (Mark, 2008). Los
resultados comparados de este primer analisis determinaron cual era el mejor tratamiento
espectral con el que seguir trabajando (sin pretratamiento, con MSC o con EMSC) y ademas,
permitio saber la posible generacion de grupos en funcién de la densidad de siembra (3 grupos),
de la fecha de corte (6 grupos) y del abonado (3 grupos).

Posteriormente, se abordé el estudio de las muestras espectrales mediante sistemas de
clasificacion no supervisada, que consistieron en un andlisis de conglomerados (cluster)
combinando distintos métodos de agrupacion y midiendo la distancia entre individuos mediante
una distancia euclidea al cuadrado (tabla 3). Se decidio usar esta combinacién por ser con los
que Collado (2012) obtuvo mejores resultados en muestras de pastos.

Tabla 3. Combinacion de métodos de agrupacion y medidas de distancia utilizadas en el analisis de
conglomerados
Método de agrupacion Medida de distancia

K-means h
K-medians
Enlace jerarquico sencillo
Enlace jerarquico completo > Euclidea al cuadrado
Enlace jerarquico promedio
Enlace jerarquico por mediana
Enlace de Ward J

El andlisis cluster proporciona un dendrograma de distancias donde es facil apreciar
visualmente la proximidad real de las diferentes muestras y la formacion de aglomerados de
muestras con perfil semejante. La calidad de la agrupacién se evalué mediante la apreciacién de
los grupos finales creados, asi como por la complejidad del dendrograma generado. De esta
manera, dendrogramas que agrupaban las distintas muestras de forma clara antes de la distancia
relativa 4 se entenderdn como adecuados.

En los casos de agrupacién no supervisada se sugiri6 al software la presencia de varios
grupos: 3 grupos en funcién de la dosis de siembra, 6 grupos segun fechas de corte y 3 grupos

para la dosis de abonado.
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Para la confeccion de sistemas de clasificacion supervisados basados en el analisis
SIMCA primeramente se realiza un PCA para cada grupo, como sefialaron Ozaki et al. (2007) y
Brereton (2009), con las muestras del conjunto de calibracion, para situar cada grupo en una
region del espacio multivariante definido por los componentes principales. Seguidamente se
realiza el SIMCA propiamente dicho segun lo describen Sharaf et al. (1986), de manera que
cada nuevo caso se asigna a uno o varios de los grupos preestablecidos segun su cercania a
ellos. A veces se realiza un segundo paso consistente en la deteccion de muestras aberrantes
(outliers), en este trabajo no parece relevante realizarlo ya que se trata comprobar la posible
utilidad de este tipo de modelos y no tanto la deteccion de muestras extrafias. Dada la estructura
de las muestras disponibles, se utilizaron los mismos grupos que se sugirieron en la agrupacion
no supervisada. Una vez obtenido el modelo se realiz6 una validacion externa, para ello se
seleccionaron diez muestras aleatorias del grupo total de muestras (588 muestras para realizar la
calibracion y 60 para validacion) que permitian contrastar la habilidad predictiva de los
modelos.

El dltimo método de clasificacion utilizado fue el PLS-DA, descrito por Bjorsvik y
Martens (2008), en el que se asignan variables quimicas dummies de manera que los casos de
pertenencia al grupo tengan un valor de 1y el resto de 0 (los no pertenecientes). De esta manera
se realiza un modelo de regresion PLS convencional, de manera que los integrantes del grupo de
pertenencia den un valor predictivo cercano a 1 y el resto (no pertenecientes al grupo), un valor
cercano a 0. Se utilizaron los mismos grupos que en el método SIMCA y las mismas muestras
para la obtencién de la calibracion y para la validacion externa. A modo de resumen, en la tabla

4 se muestra la metodologia seguida en orden.

Tabla 4. Resumen de los métodos de clasificacién utilizados

Meétodo de clasificacion Tipos de espectros
Agrupacion Originales
visual de las PCA } MSC
muestras EMSC
Método de agrupacion Medida de distancia
K-means N N
K-medians Originales
No Enlace jerarquico sencillo Euclidea MSC
. Enlace jerarquico completo
supervisados Enlace jerarquico promedio al cuadrado ’
Enlace jerarquico por EMSC
mediana
Enlace de Ward 7 ’
Originales
SIMCA } MSC
Supervisados E.N.ISC
Originales
PLS-DA } MSC
EMSC
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Para medir la bondad del modelo, se tendra en cuenta su precision y fiabilidad en la
clasificacion. Como indican Garrido et al. (2000), éstos pardmetros son juzgados por diferentes
estadisticos, entre los que se encuentran como mas generalizado, el error de clasificacion que
corresponde al porcentaje de muestras incorrectamente clasificadas por el modelo y que sera el
utilizado en esta investigacion.

Todos los calculos se llevaron a cabo mediante el software Unscrambler 10.3 de

CAMO® (2013).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los espectros obtenidos de las diferentes muestras forrajeras se muestran en la figura 1.
En ellos se puede observar un fuerte efecto dispersivo de la luz infrarroja. Igualmente
observamos efectos multiplicativos en las zonas con mayores “picos” espectrales. Estos efectos
se manifiestan a pesar de haber utilizado un tamiz de un milimetro, para tratar de homogenizar

el tamafio de particula (Undersander et al., 1993).

Line Plot

Variables

1000 1500 2000 2500
DCN3.100B.as DCN3. 1018 as DCN3 1028 as DCN3 1048 a5 DCN3.106B.as DCN3 1075 a5 DCN3 1085 as DCN3.108 a5 DCN:

Figura 1. Espectros originales de las distintas muestras forrajeras utilizadas

Ante esta situacién, se optd por someter a los espectros a una transformacién MSC
(figura 2) y EMSC (figura 3) con la finalidad de eliminar o disminuir, en la medida de lo

posible, éstos efecto dispersivos.
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Figura 2. Aspecto de los espectros tras el tratamiento MSC
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Variables
1000 1500 2000 25‘00
DCN3.100B.as DCN3.101B.as DCN3.102B.as DCN3.104B.as DCN3.106B.as DCN3.107B.as DCN3.108B.as DCN3.10B.as DCN:

Figura 3. Aspecto de los espectros tras el tratamiento EMSC

Como se puede comprobar, los tratamientos han resultado efectivos, habiendo unificado
el comportamiento de los espectros que presentan un aspecto visual mas homogéneo, tal y como

cabe esperar de la técnica aplicada (Kramer y Ebel, 2000; Ottestad et al., 2010).

Componentes principales y muestras originales

El analisis de componentes principales permite reducir el elevado nimero de variables
espectrales originales en un nimero mucho menor denominadas componentes principales. Cada
muestra puede ser representado como un punto con respecto a éstos nuevos ejes o componentes
(Downey, 1999), tal y como vemos en la figura 7, en la que aparecen las muestras en el espacio

definido por los tres primeros componentes.
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La figura 4 recoge el grafico de puntuacion de los espectros originales de las muestras
de forraje utilizadas en funcion de las densidades de siembra. No es un resultado satisfactorio ya
que el cédigo de formas/colores utilizado no permite apreciar visualmente ningn agrupamiento

claro.

Scores

1.5 1

o
o
1

PC-2 (12%)

o

-0.5 1

PC-1 (85%)

H 1 e 2 A 3

Figura 4. Situacion de las muestras en el espacio definido por los 2 primeros componentes
principales (espectros originales)
1: densidad 400 plantas m. 2: densidad 500 plantas m. 3: densidad 600 plantas m

La Unica variable en la que se pueden apreciar ciertos agrupamientos es la fecha de
corte (figuras 5 y 6), por lo que el resto del trabajo se realizé sélo en funcién de esta variable,
descartando las variables de agrupacién densidad de siembra y dosis de abonado nitrogenado, ya
gue no se ha podido realizar una discriminacién de éstos grupos con los espectros recogidos.

Si nos fijamos en la figura 6, en el cuadrante inferior izquierdo de color azul, se
aprecian las muestras procedentes del primer corte (corte 3). Las muestras del siguiente corte
(rojas), aunque se entremezclan con las del corte anterior, puede apreciarse una ligera evolucion
desplazandose hacia el eje de ordenadas, aun en el cuadrante inferior. Siguiendo con la
evolucion de los cortes, las muestras de color verde (corte 5) se sitian en el cuadrante inferior
derecho, el corte 6 (azul claro) se encuentra en el cuadrante superior derecho, adyacentes al eje
de abscisas, mientras que las del corte 7 (marrdn) se encuentran en el mismo cuadrante pero en
una zona superior y con algunas muestras ya situadas en el cuadrante superior izquierdo. Por
altimo, el corte 8 (gris) se sitGa en su totalidad en el cuadrante superior izquierdo, terminando de
esta manera la evolucion temporal en la posicion de las distintas muestras que sintetiza la flecha
naranja (figura 6). En la figura 7 se observa lo descrito anteriormente, localizando las muestras
respecto a los tres primeros componentes principales, 1o que permite establecer su diferente

ubicacion espacial.
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Figura 5. Situacion de las muestras en el espacio definido por los 2 primeros componentes
principales (espectros originales) para la fecha de corte
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Figura 6. Situacion de las muestras en el espacio definido por los componentes principales 1y 3
(espectros originales) para la fecha de corte
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Scores

Figura 7. Situacion de las muestras en el espacio definido por todos los componentes principales (1,
2y 3) (espectros originales) para la fecha de corte

Componentes principales y muestras pretratadas con MSC y EMSC
En la figura 8 y 9 se muestra el grafico de puntuacion para los espectros corregidos

mediante MSC y EMSC, respectivamente.
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Figura 8. Situacion de las muestras en el espacio definido por los componentes principales 1y 2
(espectros corregido MSC) para la fecha de corte

En las muestras pretratadas mediante MSC (figura 8), con la representacién de los dos
primeros componentes principales que explican mas del 95 % de la variacion, se distinguen los
cortes 3 y 5, mientras que el corte 4 se entremezcla con ellos dos. Los tres Gltimos cortes se

distinguen bien entre ellos y ademas, se puede apreciar la separacion entre los tres primeros
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cortes y los tres ultimos. En todo caso, la flecha naranja muestra claramente la progresion
temporal de los cortes.

En cuanto al resultado del pretratamiento EMSC (figura 9), puede observarse que el

componente 3 separa los distintos cortes. Los mas tempranos estan en la parte inferior y los

tardios en la superior.
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W CORTE3 @ CORTE4 4 CORTES CORTE6 w CORTE7 CORTE8

Figura 9. Situacion de las muestras en el espacio definido por los componentes principales 2 y 3
(espectros corregidos EMSC) para la fecha de corte

El conjunto de éstos resultados indica que, a efectos de distinguir los diferentes cortes,
resultan mas importantes componentes de segundo o tercer orden. Esto estadisticamente es
razonable, ya que los primeros componentes acumulan la mayor parte de la informacién comun
mientras que los siguientes componentes explican en mayor medida variaciones particulares, en
nuestro caso asociable al momento de corte.

En la practica, la proyeccion de espectros de nuevas muestras sobre el espacio definido
por los componentes principales permitiria ubicar dichas muestras en el entorno de alguno de
los grupos formados y estimar su época de corte o su periodo vegetativo en ese momento.

Agrondmicamente, esto podria ser debido a las caracteristicas de las muestras,
principalmente a su composicion quimica, que varia en funcién de la edad de la planta, de hecho
podria relacionarse con los estadios fenoldgicos del triticale segin la escala de Zadoks et al.
(1974). Aproximadamente, en la fecha que se tomaron las muestras del corte 3, el triticale se
encontraba en el inicio de encafiado, mientras que en el corte 4 habia 36 muestras en el 5° nudo
detectable y 72 muestras al final del ahijado. En el corte 5, 36 muestras estaban en el estado de
vaina engrosada y 72 en el 2° nudo detectable, por lo que éstos cortes se realizaron en el periodo
vegetativo de la planta, con un mayor contenido en proteinas y menor en compuéstos fibrosos.
En el corte 6 hay muestras entre el estado fenoldgico 1° espiguilla visible y ¥ espiga emergida,

correspondientes al periodo de reproduccion, disminuyendo el contenido en proteina mientras
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que aumentaba el fibroso, variando la informacién contenida en los espectros. Por altimo, el
corte 7 se realiz6 con muestras que se encontraban en el estado de grano pastoso temprano,
grano pastoso y grano lechoso tardio y en el corte 8, todas las muestras se encuentran en el
estado de madurez comercial (tabla 1) (éstos datos pueden consultarse en el Capitulo I).

La discusion de éstos resultados es dificultosa por la escasez de trabajos publicados al
respecto. Rodriguez (2009) ya sefiala la posibilidad de que para trabajos de clasificacién, los
espectros originales pueden contener mas informacion que los corregidos mediante
MSC/EMSC, a pesar de que éstos Ultimos resulten mas adecuados para hacer modelos de
prediccién de la composicion quimica. Tampoco Indhal et al. (1999) utilizan correccion
espectral alguna en sus trabajos de clasificacion de mayonesas. Esta misma situacion se
comprueba en otras publicaciones: Cocchi et al. (2005), Galtier et al. (2007) y Said et al.
(2011). Sin embargo, como se ha podido ver en las figuras anteriores, en el caso de este estudio
con forraje de ftriticale, los pretratamientos no han tenido una repercusion negativa en la
clasificacion, por lo que el resto de métodos de agrupacion que se estudian a continuacion se

realizaran sobre los tres tipos de muestras, sin pretratar, con pretratamiento MSC y con EMSC.

Andlisis de grupos

Método k-means
Las tablas que a continuacion se muestran representan los resultados proporcionadas por
el software. La numeracion utilizada (grupo 0, 1,...) no tiene porqué coincidir con el corte,
siendo una propuesta arbitraria realizada por el programa informatico, de manera que lo
relevante es como se clasifican los cortes en los grupos y no la denominacion de un grupo.
Mediante la agrupacién con el procedimiento K-means, para las muestras sin pretratar

se obtienen los resultados de la tabla 4.
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Tabla 4. Resultado de agrupamiento con muestras originales, procedimiento K-means, distancia
euclidea al cuadrado

GRUPOS K-MEANS

0 1 2 3 4 5  Total
77 0 0 29 0 7
Corte3 712090  (0%) (0%)  (26.85%)  (0%)  (1L85%) 08
40 0 2 51 Z 11
Corted  37030)  (0%)  (185%) (47.22)  (370%) (10.18%) 08
cortes 3 0 4 22 17 2 105
OrteS> 2. 779%) (0%) (3.70%)  (38.88%) (15.74%) (38.88%)
7 0 57 8 36 0
Corte6 g 1806)  (0%)  (52.77%) (7.40%) (33.33%)  (0%) 08
corte 7 8 0 14 23 52 11 105
Ore7  (74006)  (0%)  (12.96%) (21.29%) (48.14%) (10.18%)
0 102 0 6 0 0
Corted  nyy  (94.44%)  (0%)  (555%)  (0%) o%) 108
Total 135 102 77 159 109 66 648

De los 6 cortes sélo las muestras procedentes del corte 8 han sido clasificadas en su
mayoria en un grupo creado por k-means, el grupo 1. El resto de grupos (0, 2, 3, 4, 5) se
reparten las muestras segun cortes, sin realizar un buen agrupamiento. Por ejemplo, las muestras
del corte 7 se dividen entre los grupos 2, 3, 4 y 5, principalmente.

Los resultados obtenidos con la agrupacién mediante el procedimiento K-means, para

las muestras con tratamiento MSC, se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Resultado de agrupamiento con muestras con pretratamiento MSC, procedimiento K-
means, distancia euclidea al cuadrado

GRUPOS K-MEANS

0 1 2 3 4 5 Total

Corte 3 (9,%2% ) (OE’)/o) (0&)) (oEJ)/O) (OE))/O) (90.9784%) 108
Corte 4 (225;,) (0&,) (0&)) (1.825%) (0.912%) (72.7282%) 108
Corte 5 (80275%) (1_825%) (0.912%) (2.737%) (2.737%) (11.1121%) 108
Corte 6 (0.912%) (76233%%) (0&)) (22-2242%) (OE’%) (02/0) -
Corte 7 (0&)) (6.478%) (0&)) (641301%) (28.3710%) (og/o) 108
Corte 8 (0&)) (oEJ)/o) (89%71%) (OE))/o) (10.1 118%) (02/0) 108
Total 125 92 98 99 46 188 648

Con las muestras pretratadas MSC, los resultados mejoran respecto a las muestras
originales, siendo mas coherente con los resultados obtenidos en los componentes principales y
con la estructura real de los datos, aunque siguen sin ser dptimos. EI grupo 0 agrupa el 80.55 %
de las muestras procedentes del corte 5, el resto de muestras de este corte, como sucede con el

resto de cortes, se reparte de forma desigual en los otros grupos creados por el método K-means.
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El 76.85 % de las muestras del corte 6 estan situadas en el grupo 1. En el caso del grupo 2
mejoran los resultados, ya que practicamente sélo separa el corte 8 con un 89.81 % de las
muestras de este corte. El grupo 3 y 4 empeoran los resultados debido a que se reparten entre los
dos las muestras del corte 7, un 64.81 % y 28.70 %, respectivamente. El 90.74 % de las
muestras del corte 3y el 72.22 % del corte 4, procedentes ambos del periodo de vegetacion del
cultivo, se agrupan en el grupo 5, resultando un grupo razonable, aunque sélo incluye el 11.11
% de las muestras del corte 5, también perteneciente al periodo vegetativo.

Utilizando las muestras con pretratamiento EMSC, los resultados obtenidos con la

agrupacion mediante el procedimiento K-means, se representan en la tabla 6

Tabla 6. Resultado de agrupamiento con muestras con pretratamiento EMSC, procedimiento K-
means, distancia euclidea al cuadrado

GRUPOS K-MEANS

0 1 2 3 4 5 Total
Corte 3 (22.2242%) (1.825%) (08/0) (0%/0) (Og/o) (75%22%) 108
Corte 4 (542392%) (18.2501%) (1.825%) (o%/o) (Og/o) (2§Z/O) 108
Corte 5 (15.1774%) (80.8575%) (1.825%) (o%/o) (Og/o) (1-825%) 1
Corte 6 (0(3/0) (Og/o) (80%75%) (19.%1%) (Og)/o) (0?/0) 108
Corte 7 (0(3/0) (og/o) (0(3/0) ( 1%30) (02/0) (05’)/0) 108
Corte 8 (0(3/0) . 480%) (0(3/0) (O%/o) (92%5?8%) (05’)/0) 108
Total 100 117 91 129 100 111 | 648

Con el pretratamiento EMSC los resultados mejoran aun mas. En concordancia con lo
visto en el analisis de los componentes principales, se pueden distinguir 4 grupos perfectamente
diferenciados. El primero (sombreado) corresponde a los grupos 0, 1 y 5, que agrupan las
muestras procedentes de los cortes (3, 4 y 5), los correspondientes al periodo vegetativo de la
planta y a estados fenolégicos varios, con muestras desde final del ahijado hasta vaina
engrosada. El segundo (cursiva) formado por el grupo 2 que compila casi todas las muestras
(80.55 %) del corte 6 (periodo de reproduccion, floracién). El tercero (subrayado) con el grupo
3 tiene el 100 % de las muestras del corte 7 (periodo de maduracion, inicio de grano pastoso),
aungue con el 19.44 % de las muestras del grupo 6. Y por altimo, el cuarto (negrita) que
contiene el 92.59 % de las muestras del corte 8 (estado de madurez comercial) y ninguna
muestra de otros cortes. Por tanto, este método serviria para distinguir entre distintos estados
fenologicos segun la escala de Zadoks et al. (1974). Respecto a la agrupacién segun cortes, sélo
se podria diferenciar el corte 7 y 8, al tener sus muestras en uno sélo de los grupos creado por el

k-means.
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Método K-medians
En la tabla 7 se recogen los resultados obtenidos con este método utilizando las

muestras sin pretratar.

Tabla 7. Resultado de agrupamiento con muestras originales, procedimiento K-medians, distancia
euclidea al cuadrado

GRUPO K-MEDIANS

0 1 2 3 4 5 Total
0 68 38 0 0 2

Corte 3 (0%) (62.96%)  (35.18) (0%) (0%) (1.85%) 108
0 34 54 1 8 11

Corted  ow)  (3148%)  (50%)  (0.92%)  (7.40%) (10.18%) %8
0 2 36 4 25 41

CoreS  (ook)  (1.85%)  (33.33%)  (3.70%)  (23.14%) (37.96%) 8
0 6 6 74 22 0

Corte6  op) (5.55%)  (5.55%) (68.51%) (20.37%)  (0%) -

Corte 7 L ° o s P g 108

(0.92%)  (4.62%) (17.59%) (27.77%) (38.88%) (10.18%)

102 0 6 0 0 0

Corted  (gaaa%k)  (0%)  (555%)  (0%) (0%) %) 1

Total 103 115 159 109 97 65 | 648

Como se observa en la tabla, los resultados no son satisfactorios, ya que a excepcion del
grupo 0 con el 94.44% de las muestras del Corte 8, practicamente s6lo agrupa muestras de este
grupo, el resto de grupos divide las muestras de forma aleatoria.

En la tabla 8 se recogen los resultados obtenidos con este método y las muestras
pretratadas con MSC.

Tabla 8. Resultado de agrupamiento con muestras pretratadas mediante MSC, procedimiento K-
medians, distancia euclidea al cuadrado

GRUPO K-MEDIANS

0 1 2 3 4 5 Total
3 83 0 0 0 22
Corte3  »7706)  (76.85%)  (0%) (0%) %)  (0379%) 198
22 54 0 0 0 22
Corted  2037%)  (50%) (0%) (0%) %)  (2962%) 198
Corte 5 [ v ! ! ! 2 108
(12.20%) (4.62%)  (0.92%)  (0.92%)  (0.92%) (20.37%)
7 0 93 8 0 0
Corte6 g 4800)  (0%)  (86.119%) (7.40%)  (0%) (0% 108
0 0 23 84 1 0
Corte 7 oz %)  (2129%) @7.77%) (0.92%)  (0%) 108
0 0 0 7 101 0
Corte8 gy (0%) 0%)  (6.48%) (9351%) (0%) 108
Total 110 142 117 100 103 76 | 648

Los resultados obtenidos con las muestras pretratadas con MSC mejoran notablemente

respecto a los resultados con muestras originales. El grupo 0 agrupa el 72.22% de las muestras
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del Corte 5 (el 20.37% se encuentran en el grupo 5) y el 20.37% de las muestras del Corte 4,
cuyo resto de muestras se encuentran entre el grupo 1 (50% de muestras) y el grupo 5 (29.62%
de sus muestras). El Corte 3 tiene la mayoria de sus muestras congregadas en el grupo 1y el
resto (20.37%) en el grupo 5. Por tanto, las muestras pertenecientes al periodo vegetativo se
encuentran repartidas entre los grupos 0, 1 y 5, separandose del resto de muestras.

El grupo 2 recoge la mayoria (86.11%) de las muestras del Corte 6 y el 21.29% de las
muestras del Corte 7, casi la totalidad del resto de muestras de este corte (77.77%) se encuentran
asociadas al grupo 3.

Por ltimo, el grupo 4 compila practicamente sélo muestras del Corte 8 (93.51% de las
muestras de este Corte).

Por tanto, este método es capaz de agrupar las muestras como mostraba el analisis de
componentes principales (figura 8), entremezclando los tres primeros cortes (correspondientes
al periodo vegetativo de la planta) y separando éstos de los tres siguientes cortes. Respecto a
éstos tres ultimos cortes, realiza una buena separacion entre ellos, destacando el Corte 8 sobre el
6y7.

Los resultados obtenidos con este método utilizando muestras con pretratamiento

EMSC estan recogidos en la siguiente tabla (tabla 9).

Tabla 9. Resultado de agrupamiento con muestras pretratadas mediante EMSC, procedimiento K-
medians, distancia euclidea al cuadrado

GRUPO K-MEDIANS

0 1 2 3 4 5 Total
Corte 3 (79.%62%) (0.912%) (OgA)) (OE’)A)) (02/0) (19-2;‘14%) 1
Corte 4 (23.2154%) (18.2501%) (1.82:6%) (OE’)A)) (02@ (56318%) 1
Corte 5 (1.825%) (80%75%) (1.82:6%) (OE’)A)) (02@ (15-1774%) 8
Cortes (ouo o) (1810%) @Loow) (0% (v '8
COteT ouy oy o) (00w % (%) '
Corte 8 (0&)) (7.4%%) (ogm) (ogm) (921.?8%) (09/0) -
Total 113 116 89 131 100 99 | 648

Estos resultados podrian considerarse muy semejantes que los obtenidos con las
muestras pretratadas con MSC, variando ligeramente algunos porcentajes de agrupamiento
segun el grupo. Principalmente, las muestras de los Corte 6 y 7 invierten su resultado respecto al

k-medians con muestras MSC. Por lo tanto, las conclusiones son extrapolables.

178



Capitulo 111

Clasificacion de triticale forrajero segln la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenado, mediante

tecnologia NIRs

Abordar una discusion de los resultados con otros autores se hace complicada, al ser

muy escasos los trabajos que aborden este tipo de clasificacion no supervisada utilizando datos

reales.

Andlisis de conglomerados (cluster) con enlace simple

La figura 10 representa el dendrograma obtenido mediante el enlace simple y distancia
euclidea al cuadrado.

El resultado no es satisfactorio ya que en la distancia relativa 4 hay un nimero superior
de grupos formados que los seis cortes y, por lo tanto, no se agrupan adecuadamente las
muestras segun fecha de corte. Ademas, la propuesta de colores sugerida por el programa

demuestra la insuficiencia del método.

Single linkage clustering using Squared Euclidean distance

—

5
Relative distance

Figura 10. Dendrograma de distancias de enlace simple con distancia euclidea al cuadrado, con
muestras sin pretratar

Esta conclusién queda afianzada si se observa la tabla 10, en la que el grupo 3 creado
por el método cluster con enlace simple, utilizando muestras originales, agrupa el 98.91% de las

muestras utilizadas.
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Tabla 10. Resultado de agrupamiento con muestras originales, procedimiento Cluster con enlace
simple, distancia euclidea al cuadrado
GRUPOS CLUSTER CON ENLACE SIMPLE, DISTANCIA
EUCLIDEA AL CUADRADO

0 1 2 3 4 5 Total
Corte 3 (02/0) (0&]) (OEJ)/O) (1%)(()3/0) (OgAJ) (0(3@) 108
Corte 4 (0‘3@ (0&)) (OEJ)/O) (1%)%3/0) (ogm) (OgAn) 108
Corte 5 (02/0) (0&]) (OEJ)/O) (1%)(()3/0) (OgAJ) (0(3@) 108
Corte 6 (0.912%) (o&)) (0.912%) (gel.gg%) (1.825%) (Og@) 08
Corte 7 (0‘3@ (0&)) (OEJ)/O) (1%)%3/0) (ogm) (OgAn) 108
Corte 8 (02/0) (08/0) (og)/o) (971,22%) (Og/o) (2.737%) 108

Total 1 0 1 641 2 3 | 048

La figura 11 representa el dendrograma obtenido mediante el enlace simple con

muestras pretratadas con MSC. Esto ocurre como en el caso anterior (figura 10).

Single linkage clustering using Squared Euclidean distance

H

5
Relative distance

Figura 11. Dendrograma de distancias de enlace simple con distancia euclidea al cuadrado
y muestras con pretratamiento MSC

En la tabla 11 se muestra como se agrupan las muestras en los cinco grupos sugeridos al
programa quimiométrico. El resultado, con respecto a las muestras originales, mejora
ligeramente, aunque sigue sin ser Gtil para distinguir en qué fecha se ha realizado el corte, al
menos el ultimo corte que se realizd (Corte 8) tiene un 87.96% de las muestras agrupadas en el

grupo 5.
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Tabla 11. Resultado de agrupamiento con muestras con pretratamiento MSC, procedimiento
Cluster con enlace simple, distancia euclidea al cuadrado
GRUPOS CLUSTER CON ENLACE SIMPLE, DISTANCIA
EUCLIDEA AL CUADRADO

0 1 2 3 4 5 Total
Corte 3 (02/0) (OE’)/o) (ogﬁ)) (991.8;%) (0&)) (0(34’) 108
Corted o owy  (o%) (@804 (%) o 1
Corte 5 (0‘3/0) (OE’)/o) (o(gﬁ)) (981.(1)2%) (O&)) (0(3@ 108
Corte 6 (02/0) (OE’)/o) (0(34)) (1%)(())3/0) (0&)) (0(3@ 108
Corte 7 (Og/o) (OE’)/o) (0(34)) (1%)(())3/0) (OE’;)) (024)) 108
Corte 8 (02/0) (OE’)/o) (0(34)) (0&)) (11_1 121%) (87.%56%) 108

Total 0 2 2 536 12 95 | 648

Estudiando el dendrograma obtenido con distancias de enlace simple, muestras con
pretratamiento EMSC (figura 12), se observa que este pretratamiento en las muestras no mejora
los resultados.

Single linkage clustering using Squared Euclidean distance

W

5
Relative distance

Figura 12. Dendrograma de distancias de enlace simple con distancia euclidea al cuadrado
y muestras con pretratamiento EMSC

Ocurre lo mismo que en el caso anterior (tabla 12), diferenciandose sélo el Corte 8 (con

sus muestras agrupadas en el grupo 2) y el resto de cortes en el grupo 4 (tabla 12).
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Tabla 12. Resultado de agrupamiento con muestras con pretratamiento EMSC, procedimiento
Cluster con enlace simple, distancia euclidea al cuadrado
GRUPOS CLUSTER CON ENLACE SIMPLE, DISTANCIA
EUCLIDEA AL CUADRADO

0 1 2 3 4 5 Total
1 1 0 3 101 2
Corted  (092) (092%)  (0%)  (277%) (9851%) (185%) '*°
cortet 1 1 0 3 101 2 108
orte (0.92%)  (0.92%)  (0%)  (2.77%)  (93.51%)  (1.85%)
0 0 108 0 0 0
Corte8 (o) 0%)  (100%)  (0%) (0%) M
Total > 2 108 6 526 4 | o8

Analisis de conglomerados (cluster) con enlace completo

El enlace completo con distancia euclidea al cuadrado con las muestras originales
(figura 13), aunque sigue sin proporcionar resultados satisfactorios (tabla 13), comienzan a
distribuirse las muestras de los distintos cortes de manera adecuada en los grupos que se le
sugirieron al programa y, a la distancia relativa de referencia, muestra una situacion menos
compleja que en los enlaces anteriores, con tres grupos, teniendo que adelantar (linea roja
discontinua figura 13) la distancia relativa aproximadamente a 1,8 para poder encontrar 6
grupos formados. La propuesta de inclusién en grupos (tabla 13) no es aceptable, el grupo 5
solo clasifica un 2,77 % de las muestras de los cortes, mientras que por ejemplo, en el grupo 1

congrega un nimero variado de muestras procedente de todos los cortes.

Complete linkage clustering using Squared Euclidean distance

0 1 2 3 4 6 7 8 9 10

5
Relative distance

Figura 13. Dendrograma de distancias de enlace completo con distancia euclidea al cuadrado, con
muestras sin pretratar
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Tabla 13. Resultado de agrupamiento con muestras originales, procedimiento Cluster con enlace
completo, distancia euclidea al cuadrado
GRUPOS CLUSTER CON ENLACE COMPLETO, DISTANCIA
EUCLIDEA AL CUADRADO

0 1 2 3 4 5 Total
76 30 0 2 0 0

Cones  7037%)  (27.77%)  (0%)  (1.85%)  (0%) on 1%
39 62 0 4 3 0

Corted  361106)  (57.40%) (0%) (3.70%)  (2.77%) (0% 108
39 61 0 5 3 0

Corted  361106)  (56.48%)  (0%) @62%)  (271%)  (0%) ‘08
9 45 0 1 56 3

Corteb  o77w)  (4166%)  (0%)  (0.92%)  (51.85%) (2.77%) 8

Corte 7 ! ® : > I ) 108

OMe T’ (6.48%)  (60.18%)  (0.92%) (21.29%) (11.11%)  (0%)
27 2 79 0 0 0

Corte8 oy (185%)  (73.14%)  (0%) (0%) (%) %

Total 191 265 80 35 74 3 | 648

Utilizando las muestras con pretratamiento MSC los resultados vuelven a mejorar. En el
dendrograma (figura 14) se aprecia algo similar que en el dendrograma de la figura 13, sin
embargo la propuesta de grupos (colores), aunque sigue sin ser adecuada para cualificar las
muestras (tabla 14), mejora, ya que pueden distinguirse los seis grupos propuéstos. Con los tres
primeros cortes agrupados en el grupo 0y 2, mas del 85 % del corte 6 en el grupo 5, el corte 7
repartido entre los grupos 2, 3y 5, entremezclandose por lo tanto con los cuatro primeros cortes,
y el corte 8 con, practicamente, la mitad de sus muestras en el grupo 1 y la otra mitad en el

grupo 4.

Complete linkage clustering using Squared Euclidean distance

5
Relative distance

Figura 14. Dendrograma de distancias de enlace completo con distancia euclidea al
cuadrado y muestras con pretratamiento MSC
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Tabla 14. Resultado de agrupamiento con muestras con pretratamiento MSC, procedimiento
Cluster con enlace completo, distancia euclidea al cuadrado
GRUPOS CLUSTER CON ENLACE COMPLETO, DISTANCIA
EUCLIDEA AL CUADRADO

0 1 2 3 4 5 Total
Corte 3 (991.8;%) (O(O)A)) (O(O)A)) (og/o) (024) (o(o)A)) 108
Corte 4 (84.9215%) (o(o)m) (15.1774%) (08/0) (Ogﬁ)) (0(")%)) 1
Corte 5 (84.9215%) (o(o)m) (15.1774%) (08/0) (Ogﬁ)) (0(")%)) 1
Corte 6 (0.912%) (ogm) (13.18?3%) (08/0) (03%’) (85?1%%) 1
Corte 7 (02@ (0,912%) (63%98%) (16.1686%) (02@ (18.2501%) 108
Corte8 oo usaw) o) (e  (sLgew) (0529 108

Total 290 50 118 20 56 113 | 648

El dendrograma generado con las muestras pretratadas con EMSC (figura 15) mejoran
nuevamente los resultados, aunque siguen sin ser suficientemente buenos para distinguir entre
cortes. La distancia de corte 4 no es suficiente, creandose los 6 grupos a una distancia de corte
préxima a 3.5. Aunque no quedan correctamente agrupados los cortes (tabla 15), si se observa
una separacion entre los tres primeros (grupo 0), pertenecientes al periodo vegetativo, los cortes
6 (floracion) y 7 (grano pastoso) (grupo 1y 2) y el corte 8 (madurez comercial) (grupo 4).

Complete linkage clustering using Squared Euclidean distance
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-
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Figura 15. Dendrograma de distancias de enlace completo con distancia euclidea al cuadrado y
muestras con pretratamiento EMSC
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Tabla 15. Resultado de agrupamiento con muestras con pretratamiento EMSC, procedimiento
Cluster con enlace completo, distancia euclidea al cuadrado.
GRUPOS CLUSTER CON ENLACE COMPLETO, DISTANCIA
EUCLIDEA AL CUADRADO

0 1 2 3 4 5 Total
108 0 0 0 0 0
88 2 9 6 0 3

Corted  (g148%)  (185%)  (8.33%)  (555%)  (0%)  (277%) %8

Corte 5 B ’ . ; ; ; 108

(81.50%)  (1.85%)  (9.25%)  (5.55%) (0%) (2.77%)

0 101 7 0 0 0

Corte 6 (0%) (93.51%)  (6.48%) (0%) (0%) (0%) 108
0 71 37 0 0 0

Corte 7 (0%) (65.74%)  (34.25%) (0%) (0%) (0%) 108
0 0 12 0 96 0

Corte8 o) (0%) (1L11%) (%) (88.88%)  (0%) %8

Total 283 176 75 12 96 6 | 648

Analisis de conglomerados (cluster) con enlace promedio

En la figura 16 y tabla 16 se representa el dendrograma y los resultados de las muestras
originales, en la figura 17 y tabla 17, los resultados con muestras pretratadas mediante MSC y
en la figura 18 y tabla 18, los resultados utilizando las muestras EMSC. Todos ellos con enlace

promedio y distancia euclidea al cuadrado.

Average linkage clustering using Squared Euclidean distance

5
Relative distance

Figura 16. Dendrograma de distancias de enlace promedio con distancia euclidea al cuadrado, con
muestras sin pretratar
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Tabla 16. Resultado de agrupamiento con muestras originales, procedimiento Cluster con enlace
promedio, distancia euclidea al cuadrado
GRUPOS CLUSTER CON ENLACE PROMEDIO, DISTANCIA
EUCLIDEA AL CUADRADO

0 1 2 3 4 5  Total

Corte 3 (951.3:73% ) (2_737%) (08/0) (OE))A,) (44?44) (ogﬁ,) 108
Corte 4 (36.9111%) (11.1 121%) (08/0) (Ogﬁ)) (2-737%) (44?44) 108
Corte’5 (36.9101%) (12.1095%) (08/0) (Ogﬁ)) (2-737%) (44?44) 108
Corte 6 (2.59%) (62.%73%) (19.2414%) (OE’)A)) (0(0)%)) (02%)) 1
Corte 7 (6.33%) (52.5777%) (08/0) (0.912%) (0.912%) (0-912%) 108
Corte 8 (44?44) (o&)) (o&)) (8833%%) (9.;g%) (Og/o) 108
Total 354 152 21 97 19 5 | 648

Average linkage clustering using Squared Euclidean distance
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Figura 17. Dendrograma de distancias de enlace promedio con distancia euclidea al cuadrado y
muestras con pretratamiento MSC
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Tabla 17. Resultado de agrupamiento con muestras con pretratamiento MSC, procedimiento
Cluster con enlace promedio, distancia euclidea al cuadrado

GRUPOS CLUSTER CON ENLACE PROMEDIO, DISTANCIA
EUCLIDEA AL CUADRADO

0 1 2 3 4 5 Total
Corte 3 (991_83%) (L. 825%) (OE’)/o) (0&,) (OgA)) (0&)) 108
Corte 4 (84.8275%) (16.1686%) (og/o) (0-912%) (0(3@ (1-825%) 8
Corte 5 (84.8275%) (16.1686%) (og/o) (0-912%) (0(3@ (1-825%) 8
Corte 6 (0.912%) (991.8;%) (OE’)/O) (0&)) (O(SA)) (0&)) -
Corte 7 (o&)) (981.22%) (Og/o) (1.825%) (ogA)) (0&)) 108
Corte 8 (0&)) (0_912%) (11_1121%) (0&)) (51%%%) (0&)) 108

Total 280 252 12 4 95 3 | 64

}%

Relative distance

Figura 18. Dendrograma de distancias de enlace promedio con distancia euclidea al cuadrado y
muestras con pretratamiento EMSC
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Tabla 18. Resultado de agrupamiento con muestras con pretratamiento EMSC, procedimiento
Cluster con enlace promedio, distancia euclidea al cuadrado
GRUPOS CLUSTER CON ENLACE PROMEDIO, DISTANCIA
EUCLIDEA AL CUADRADO

0 1 2 3 4 5 Total
7 106 0 0 0 0

Corted  gmopy  (98.14%)  (0%) (0%) (0%) ow) 108
27 74 0 2 3 2

Corted  (25.00%)  (6851%)  (0%)  (1.85%)  (277%)  (185%) %8

Corte 5 o 5 ; : ; o) 108

OMe>  (25.92%)  (67.59%) (0%)  (1.85%) (2.77%)  (1.85%)
108 0 0 0 0 0
107 0 L 0 0 0

Corte 7 (99.07%) (0%) (0.92%) (0%) (0%) (0%) 108
12 0 96 0 0 0

cored  (11.110) %) @886 %) ()  (©w ‘*

Total 284 253 97 4 6 4 [ o

En ninguno de los tres casos los resultados son satisfactorios, ya que no proporcionan
un patrén de agrupamiento adecuado. Los grupos propuéstos (colores) tampoco son acertados
con las fechas de corte, ni siquiera se agrupan las muestras segun la escala de Zadoks et al.
(1974), como si ocurria con el enlace completo y las muestras EMSC.

Andlisis de conglomerados (cluster) con enlace mediana

Los resultados del enlace mediana y distancia euclidea al cuadrado utilizando las
muestras sin pretratar (figura y tabla 19), con muestras pretratadas con MSC (figura y tabla 20)
y con las muestras pretratadas segin EMSC (figura y tabla 21) muestran una pauta de
agrupacion compleja, aln asi no proporcionan una agrupacion valida en la distancia 4. La
propuesta de grupos (colores) tampoco es satisfactoria al no agrupar los forrajes segin la fecha
de corte.

Tan sélo el andlisis realizado con las muestras pretratadas con MSC agrupa la mayoria
de las muestras pertenecientes al periodo vegetativo (cortes 3, 4 y 5) en el grupo 1, las muestras

de los corte 6 y 7 en el grupo 3y el corte 8 (madurez comercial) en el grupo 4.
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Median linkage clustering using Squared Euclidean distance

Relative distance

Figura 19. Dendrograma de distancias de enlace mediana con distancia euclidea al cuadrado, con
muestras sin pretratar

Tabla 19. Resultado de agrupamiento con muestras originales, procedimiento Cluster con enlace
mediana, distancia euclidea al cuadrado
GRUPOS CLUSTER CON ENLACE MEDIANA, DISTANCIA
EUCLIDEA AL CUADRADO

0 1 2 3 4 5 Total
Corte 3 (OE’)A)) (o&)) (971.22%) (1.825%) (Ogﬂ)) (02@) 108
Corted o0 e (eroew) (018 (%)  (Lasw) 108
CorteS o0 e (o) (it (%) (e 108
Corte 6 (0(34,) (16.16%%) (o.sg%) (62.%73%) (2.737%) (OE’)A)) 108
Corte 7 (1.825%) (0.912%) (412%%) (55-65%%) (08@) (0-912%) 1
Corte 8 (981.(1)2%) (ogA)) (1.82:5%) (OE’)/O) (08@ (08@ -

Total 108 23 361 152 3 10 | 648
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Median linkage clustering using Squared Euclidean distance
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Figura 20. Dendrograma de distancias de enlace mediana con distancia euclidea al cuadrado y

muestras con pretratamiento MSC

Tabla 20. Resultado de agrupamiento con muestras con pretratamiento MSC, procedimiento
Cluster con enlace mediana, distancia euclidea al cuadrado

GRUPOS CLUSTER CON ENLACE MEDIANA, DISTANCIA

EUCLIDEA AL CUADRADO
0 1 2 3 4 5 Total

Corte 0 107 0 0 0 0 108
3 (0%) (99.07%) (0%) (0%) (0%) (0%)

Corte 0 106 0 2 0 0 108
4 (0%) (98.14%) (0%) (1.85%) (0%) (0%)

Corte 0 106 0 2 0 0 108
5 (0%) (98.14%) (0%) (1.85%) (0%) (0%)

Corte 0 1 0 107 0 0 108
6 (0%) (0.92%) (0%) (99.07%) (0%) (0%)

Corte 0 0 0 106 0 2 108
7 (0%) (0%) (0%) (98.14%) (0%) (1.85%)

Corte 0 0 12 1 94 1 108
8 (0%) (0%) (11.11%) (0.92%) (87.96%) (0.92%)

Total 0 320 12 218 94 3 648
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Figura 21. Dendrograma de distancias de enlace mediana con distancia euclidea al cuadrado y
muestras con pretratamiento EMSC

Tabla 21. Resultado de agrupamiento con muestras con pretratamiento EMSC, procedimiento
Cluster con enlace mediana, distancia euclidea al cuadrado
GRUPOS CLUSTER CON ENLACE MEDIANA, DISTANCIA
EUCLIDEA AL CUADRADO

0 1 2 3 4 5 Total
2 0 106 0 0 0
Corte3  (18s%)  (0%)  (98.14%)  (0%) (0%) ow 1%
28 6 69 2 0 3
Corted  (osoo6)  (5.55%)  (63.88%)  (185%)  (0%)  (2.77%) %8
Corte 5 29 ° Py : ; ; 108
(26.85%)  (5.55%)  (62.96%)  (1.85%) (0%) (2.77%)
108 0 0 0 0 0
108 0 0 0 0 0
12 0 0 0 96 0
Total 287 12 243 4 96 6 | 648

Anadlisis de conglomerados (cluster) con enlace Ward

Por altimo, la agrupacién de Ward con la Gnica distancia que mide (figuras 22, 23 y 24)
muestra una pauta de agrupacion mas sencilla que en los enlaces anteriores. En cuanto a los
grupos propuéstos (colores), en el caso de las muestras originales, la propuesta no es semejante
a la obtenida al inicio con el analisis de componentes principales (tabla 22), sin embargo, con
las muestras pretratadas, tanto con MSC (tabla 23) como con EMSC (tabla 24), la propuesta
mostrada si es semejante a la obtenida al inicio, agrupandose los cortes segun el ciclo vegetativo

de la planta, como en casos anteriores.
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Ward's method using Squared Euclidean distance

Relative distance

Figura 22. Dendrograma de distancias de enlace Ward, con muestras sin pretratar

Tabla 22. Resultado de agrupamiento con muestras originales, procedimiento Cluster con enlace

Ward
GRUPOS CLUSTER CON ENLACE WARD
0 1 2 3 4 5 Total
0 0 3 39 0 66
Corte3 gy O%)  (71%) (36.11%)  (0%)  (6111%) %8
0 4 13 58 0 33
Corte 4 (0%) (3.70%)  (12.03%) (53.70%) (0%) (30.55%) 108
0 4 14 57 0 33
Corte 5 (0%) (3.70%)  (12.96%) (52.77%) (0%) (30.55%) 108
0 48 1 8 48 3
Corteb  (ow)  (44.44)  (0.92%)  (7.40%) (44.44%) (.77%) %8
Corte 7 2 0 p - 5 : 108
(1.85%)  (55.55%) (12.03%) (18.51%) (11.11%)  (0.92%)
106 0 0 2 0 0
Corte 8 (98.14%) (0%) (0%) (1.85%) (0%) (0%) 108
Total 108 116 44 184 60 136 | 648
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Figura 23. Dendrograma de distancias de enlace Ward y muestras con pretratamiento MSC

Tabla 23. Resultado de agrupamiento con muestras con pretratamiento MSC, procedimiento
Cluster con enlace Ward

GRUPOS CLUSTER CON ENLACE WARD

0 1 2 3 4 5 Total
Corte 3 (OE,)/O ) (0&)) (og/o) (91%%%) (0(0)/0) (7.480%) 108
Corte 4 (02/0) (o&)) (ogm) (51?8%%) (13.1858%) (34.322%) 108
Corte 5 (02/0) (o&)) (ogm) (50?952%) (13.1858%) (35.3188%) 108
Corte 6 (991_8;%) (OE))A)) (0(3/0) (OE))A)) (0(0)/0) (0.912%) 108
Corte 7 (50.5952%) (49.?7%) (0(3/0) (OE’)A)) (02/0) (02@ 2
Corte 8 (0_912% ) (O.ég%) (87.9956%) (08@) (08/0) (02/0) 108

Total 163 65 95 210 30 84 648

Los tres primeros cortes (3, 4 y 5) se entremezclan en los grupos 3, 4y 5 en el caso de
las muestras con pretratamiento MSC y grupos 0, 1 y 3 para muestras pretratadas con EMSC.
Que no se agrupen bien éstos cortes puede ser debido a que estan proximos al mismo periodo
vegetativo.

Esto mismo ocurre con los cortes 6 y 7 (grupos 0 y 1 con las muestras MSC y grupos 2
y 5 con muestras EMSC). En algunos casos las plantas podian encontrarse en periodo
reproductivo y en otros en el periodo de maduracién. Sin embargo, el corte 8 se agrupa casi en
su totalidad en el grupo 2 con muestras MSC y en el 4 con muestras EMSC, posiblemente

debido a que la mayoria de las muestras de este corte estaban en el periodo de maduracion.
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Figura 24. Dendrograma de distancias de enlace Ward y muestras con pretratamiento EMSC

Tabla 24. Resultado de agrupamiento con muestras con pretratamiento EMSC, procedimiento
Cluster con enlace Ward

GRUPOS CLUSTER CON ENLACE WARD

0 1 2 3 4 5 Total
5 > 0 82 0 0

COMeS ezow) s 0w @ew) 0w o P
79 27 0 2 0 0

Corted @14%) (@500%) (0%  (1.85%)  (0%) ()
78 28 0 2 0 0

Corte> (m2.22%) (2592%)  (0%)  (1.85%)  (0%) ()
0 0 24 0 0 84

Corte6 (oo %)  (22.220%)  (0%) o%)  (@rrw) 108
0 0 108 0 0 0

Corte 7 o) (0%) (100%) (0%) (0%) (0%) 108
0 12 0 0 96 0

Corte 8 (0%) (11.11%) (0%) (0%) (88.88%) (0%) 108

Total 181 69 132 86 96 84 648

La discusion de éstos resultados, utilizando el enlace Ward, es dificil por la poca
informacién existente sobre todo si s6lo se consideran forrajes. Ferreira y Hitchcock (2009)
mencionan que el método Ward era, en general, mejor que otros métodos jerarquicos,
especialmente cuando las proporciones de grupo eran aproximadamente iguales, como ocurre
con las muestras de triticale. Blashfield (1976) cuando compard cuatro métodos de enlace
(enlace jerarquico sencillo, enlace jerarquico completo, enlace jerarquico por mediana y enlace
de Ward), también con el método de Ward tuvo mejores resultados que con los otros
procedimientos. Por lo tanto, nuestros resultados resultan ser acordes con lo indicado por éstos

autores.
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Clasificacion SIMCA

En este apartado se muestran los resultados obtenidos mediante el anélisis SIMCA. Los
resultados que se muestran son los obtenidos con la validacion externa, de manera que se hace
una evaluacion efectiva de la capacidad de agrupamiento.

Los resultados de la clasificacion SIMCA, aplicada sobre las propias muestras de
calibracién, con las muestras sin pretratar se muestran en la tabla 25, con las muestras
pretratadas MSC en la tabla 26 y con muestras pretratadas EMSC en la tabla 27. Todos los
casos son clasificados adecuadamente dentro de su grupo de pertenencia, pero los tres primeros
cortes, como sucedia en los modelos anteriores, se incluyen errbneamente en otros grupos. Los
pretratamientos mejoran la clasificacidn, el tratamiento EMSC respecto al MSC y éste a su vez

respecto a las muestras originales sin pretratar.

Tabla 25. Resultados de la clasificacion SIMCA con muestras de validacién externa sin pretratar
GRUPOS SIMCA

3 4 5 6 7 8 TOTAL
9 8 8 0 0 0
Corte3  (goo6)  (80%) (80%)  (0%) (0%) (0%) 25
Corte 4 0 o : 0 0 0 18
(0%)  (100%)  (80%) (0%) (0%) (0%)
Corte 5 1 : o 1 0 0 20
(10%)  (80%)  (100%)  (10%) (0%) (0%)
Corte 6 0 0 3 0 1 0 14
(0%) (0%) (30%)  (100%)  (10%) (0%)
Corte 7 0 0 0 3 i 0 13
(0%) (0%) (0%) (30%)  (100%)  (0%)
Corte 8 0 0 0 0 0 o 10
(0%) (0%) (0%) (0%) (0%)  (100%)
TOTAL 10 26 29 15 11 10 100

Tabla 26. Resultados de la clasificacion SIMCA con muestras de validacién externa con
pretratamiento MSC

GRUPOS SIMCA

3 4 5 6 7 8 TOTAL
9 8 8 0 0 0
Corte3 (906 (80%) (80%) (0%)  (0%)  (0%) 25
Corte 4 0 19 g 0 0 0 18
(0%) (100%) (80%) (0%) (0%)  (0%)
Corte 5 1 B o 1 0 0 20
(10%) (80%) (100%) (10%)  (0%)  (0%)
Corte 6 0 0 3 ) 2 0 15
0%)  (0%)  (30%) [(100%) (20%)  (0%)
Corte 7 0 0 0 S | 0 15
0%) (%)  (0%)  (50%) (100%)  (0%)
0 0 0 0 0 10
Corte8  goe)  (0w)  (0%)  (0%)  (0%) (100%) 10
TOTAL 10 26 26 16 12 10 100
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Tabla 27. Resultados de la clasificacion SIMCA con muestras de validacion con pretratamiento

EMSC
GRUPOS SIMCA
3 4 5 6 7 8 TOTAL
9 8 8 0 0 0
Corte3  (gom) (80%) (80%)  (0%)  (0%) (0%) 25
Corte 4 0 o i 0 0 0 18
(0%) (100%) (80%) (0%) (0%) (0%)
Corte 5 1 i o 1 0 0 20
(10%) (80%) (100%) (10%) (0%) (0%)
Corte 6 0 0 3 o 1 0 14
(0%) (0%) (30%) (100%) (10%) (0%)
Corte 7 0 0 0 3 e 0 13
(0%) (0%) (0%) (30%) (100%) (0%)
Corte 8 0 0 0 0 0 i 10
(0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (100%)
TOTAL 10 26 26 14 11 10 100

Puede observarse que la situacién descrita es similar a la obtenida con el anélisis de
componentes principales que se muestra al inicio del capitulo, de manera que los tres primeros
cortes, en los tres modelos SIMCA realizados, se entremezclan en los grupos 3, 4 y 5. Esto
podria ser debido, como ya se ha comentado, a que las muestras se encuentran préximas en el
ciclo vegetativo. Sin embargo, los tres Gltimos cortes (6, 7 y 8) quedan, casi en su totalidad,
correctamente clasificados cada uno dentro de un grupo definido por el modelo SIMCA. Por
tanto, este modelo podria ser utilizado para distinguir el forraje de triticale en funcién del
periodo vegetativo en el que se realice el corte.

Ha habido autores como Meza et al. (2010) que han obtenido buenos resultados con el
método SIMCA vy espectros infrarrojos, en este caso en concreto este modelo clasificd
correctamente el 100% de muestras de carne adulteradas respecto a las no adulteradas,
obteniendo éstos buenos resultados con espectros sin pretratamientos. Mas recientemente,
Gomez et al. (2012), utilizando FTIR junto al SIMCA, detectaron y clasificaron correctamente
carne de cerdo sana y carne de cerdo infectada con Trichinella.

Estos resultados son alentadores y permiten mantener el objetivo de que esta técnica
podria optimizarse para el triticale, mejorandose los rendimientos obtenidos, siguiendo con el

desarrollo de este método para la identificacién del forraje en funcion de la fecha de corte.

Clasificacion segun modelos de regresion PLS-DA

Una vez realizados los modelos SIMCA a continuacion se realiza el modelo PLS-DA
con cada corte y con espectros originales, MSC y EMSC.

El modelo PLS-DA para las muestras sin pretratar y el grupo corte 3 (figura 25) resulta
aceptable con un R? = 0.861, con la linea de regresion (azul) y la linea de regresion ideal (negra)
préximas entre si. Ademas, se observa (linea roja) que sélo se superpone un valor previsto por

el modelo y el real.
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Predicted vs. Reference
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Figura 25. Resultado PLS-DA corte 3 con muestras sin pretratar

En validacion externa (figura 26 y tabla 28) este modelo tiene un buen comportamiento
en la clasificacion de las 10 muestras del corte 3. El porcentaje de clasificacion de las muestras
del corte 3 es del 80% (tabla 28).
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Figura 26. Representacion gréfica de la validacion externa para el PLS-DA del corte 3 con
muestras sin pretratar
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Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia

3 0.801 0.187 1 4 -0.005 0.180 0 5 0.052 0.217 0
3 0.866 0.104 1 4 0.166 0.167 0 5 0.241 0.205 0
3 0.847 0.116 1 4 0.027 0.176 0 5 0.104 0.220 0
3 0.742 0.113 1 4 -0.167 0.125 0 5 -0.015 0.209 0
3 0.811 0.134 1 4 -0.056 0.164 0 5 0.004 0.227 0
3 0.875 0.149 1 4 -0.091 0.160 0 5 0.328 0.232 0
3 0.447 0.156 1 4 0.078 0.206 0 5 0.250 0.239 0
3 0.474 0.128 1 4 0.040 0.216 0 5 -0.066 0.241 0
3 0.870 0.139 1 4 0.089 0.141 0 5 0.173 0.243 0
3 0.930 0.136 1 4 -0.057 0.223 0 5 0.045 0.171 0

Corte Previsto Desviaciéon Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia

6 0.093 0.145 0 7 0.071 0.155 0 8 -0.182 0.124 0
6 0.122 0.151 0 7 -0.005 0.138 0 8 -0.182 0.127 0
6 0.191 0.196 0 7 0.115 0.190 0 8 -0.191 0.129 0
6 0.046 0.128 0 7 0.065 0.151 0 8 -0.150 0.185 0
6 0.077 0.115 0 7 0.133 0.154 0 8 -0.144 0.213 0
6 -0.063 0.149 0 7 -0.043 0.108 0 8 -0.144 0.221 0
6 -0.052 0.168 0 7 -0.064 0.122 0 8 -0.142 0.164 0
6 -0.083 0.172 0 7 0.051 0.193 0 8 -0.083 0.126 0
6 -0.058 0.137 0 7 0.043 0.148 0 8 -0.095 0.148 0
6 -0.184 0.118 0 7 -0.118 0.138 0 8 -0.162 0.129 0

Tabla 28. Resultados de la validacion externa del PLS-DA del corte 3 con muestras sin pretratar. Referencia 1 = pertenencia al grupo; Referencia 0 =
excluido del grupo
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Para las muestras con pretratamiento MSC vy el grupo corte 3, el modelo PLS-DA
(figura 27) resulta aceptable con un R? = 0.868, con la linea de regresion (azul) y la linea de
regresion ideal (negra) proximas entre si. Ademas se observa (linea roja) que no llega a
superponerse ningun valor previsto entre el modelo y el real. Resultados muy parecidos a los

obtenidos con las muestras sin pretratar del mismo grupo.
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Figura 27. Resultado PLS-DA corte 3 con muestras pretratadas MSC.

En validacién externa (figura 28 y tabla 29), este modelo tiene un buen comportamiento
en la clasificacion de las 10 muestras con pretratamiento MSC del corte 3, sdlo solapandose 1
muestra con el resto del grupo. En este caso el porcentaje de clasificacion de las muestras del
corte 3 es del 90 % (tabla 29).
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Figura 28. Representacion gréfico de la validacion externa para el PLS-DA del corte 3 con
muestras pretratadas MSC
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Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia

3 0.93 0.20 1 4 0.00 0.21 0 5 0.03 0.23 0
3 0.88 0.12 1 4 0.18 0.18 0 5 0.21 0.20 0
3 0.83 0.12 1 4 0.05 0.17 0 5 0.08 0.22 0
3 0.75 0.14 1 4 -0.19 0.13 0 5 -0.03 0.18 0
3 0.79 0.14 1 4 -0.08 0.17 0 5 -0.01 0.22 0
3 0.93 0.17 1 4 -0.07 0.15 0 5 0.30 0.22 0
3 0.45 0.16 1 4 0.07 0.22 0 5 0.24 0.22 0
3 0.51 0.14 1 4 0.03 0.23 0 5 -0.07 0.23 0
3 0.97 0.14 1 4 0.09 0.15 0 5 0.14 0.24 0
3 0.95 0.13 1 4 -0.10 0.17 0 5 0.06 0.15 0
Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia
6 0.09 0.14 0 7 0.06 0.12 0 8 -0.23 0.15 0
6 0.12 0.13 0 7 0.01 0.12 0 8 -0.22 0.15 0
6 0.19 0.16 0 7 0.09 0.15 0 8 -0.25 0.15 0
6 0.04 0.11 0 7 0.04 0.14 0 8 -0.14 0.21 0
6 0.04 0.13 0 7 0.11 0.16 0 8 -0.09 0.29 0
6 -0.09 0.15 0 7 -0.02 0.10 0 8 -0.17 0.28 0
6 -0.05 0.13 0 7 -0.06 0.11 0 8 -0.14 0.20 0
6 -0.07 0.14 0 7 0.06 0.15 0 8 -0.10 0.13 0
6 -0.06 0.11 0 7 0.01 0.13 0 8 -0.08 0.15 0
6 -0.16 0.12 0 7 -0.12 0.12 0 8 -0.16 0.14 0

Tabla 29. Resultados de la validacion externa del PLS-DA del corte 3 con muestras pretratadas MSC. Referencia 1 = pertenencia al grupo; Referencia 0 =
excluido del grupo
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El modelo PLS-DA para las muestras con pretratamienro EMSC del grupo corte 3

(figura 29) resulta mejor que en los dos casos anteriores, con un R? = 0.890 y la linea de
regresion (azul) y la linea de regresion ideal (negra) proximas entre si. Ademas se observa (linea
roja) que no se superpone ningun previsto entre el modelo y el real, como si ocurria
anteriormente.
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Figura 29. Resultado PLS-DA corte 3 con muestras pretratadas EMSC

En validacién externa (figura 30 y tabla 30), este modelo tiene un buen comportamiento
en la clasificacion de las 10 muestras del corte 3. El porcentaje de clasificacion de las muestras
del corte 3 es del 90 % (tabla 30), confirmando que con el pretratamiento EMSC se obtienen los
mejores resultados.

Predicted with Deviation
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Figura 30. Representacion gréfico de la validacion externa para el PLS-DA del corte 3 con
muestras pretratadas EMSC
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Capitulo 111
Clasificacion de triticale forrajero segun la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenado, mediante tecnologia NIRS

Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia

3 0.95 0.21 1 4 0.03 0.20 0 5 0.01 0.25 0
3 0.91 0.13 1 4 0.18 0.18 0 5 0.18 0.21 0
3 0.84 0.12 1 4 0.04 0.18 0 5 0.04 0.23 0
3 0.76 0.14 1 4 -0.13 0.13 0 5 -0.01 0.17 0
3 0.81 0.15 1 4 -0.03 0.17 0 5 0.00 0.23 0
3 0.94 0.17 1 4 -0.04 0.15 0 5 0.29 0.21 0
3 0.45 0.13 1 4 0.06 0.21 0 5 0.22 0.21 0
3 0.52 0.13 1 4 0.02 0.21 0 5 -0.05 0.23 0
3 0.99 0.15 1 4 0.07 0.16 0 5 0.11 0.24 0
3 0.98 0.14 1 4 -0.08 0.17 0 5 0.09 0.14 0
Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia
6 0.08 0.13 0 7 0.03 0.11 0 8 -0.22 0.11 0
6 0.10 0.12 0 7 -0.01 0.12 0 8 -0.19 0.12 0
6 0.13 0.16 0 7 0.03 0.14 0 8 -0.21 0.11 0
6 0.05 0.11 0 7 0.05 0.13 0 8 -0.10 0.16 0
6 0.03 0.13 0 7 0.09 0.14 0 8 -0.07 0.23 0
6 -0.08 0.14 0 7 -0.03 0.10 0 8 -0.13 0.21 0
6 -0.04 0.12 0 7 -0.08 0.10 0 8 -0.14 0.15 0
6 -0.05 0.12 0 7 0.05 0.14 0 8 -0.05 0.10 0
6 -0.06 0.10 0 7 0.01 0.12 0 8 -0.08 0.11 0
6 -0.12 0.11 0 7 -0.12 0.10 0 8 -0.07 0.11 0

Tabla 30. Resultados de la validacion externa del PLS-DA del corte 3 con muestras pretratadas EMSC. Referencia 1 = pertenencia al grupo; Referencia 0 =
excluido del grupo

202



Capitulo 111
Clasificacion de triticale forrajero segin la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenado, mediante
tecnologia NIRs

Para el grupo corte 4, el modelo PLS-DA para las muestras se muestra en la figura 31.
El resultado es bueno, con un R? = 0.914, con la linea de regresion (azul) y la linea de regresion
ideal (negra) préximas entre si. Se observa (linea roja) que no se superpone ningun valor

previsto por el modelo y el real.

Predicted vs. Reference

14

Elements 588

134 Slope: 0.9149698
Offset: 0.0141721
124 Correlation: 0.9565405
R2(Pearson): 0.9149698
114 R-Square:  0.9149693
RMSEC: 0.1086727
14 SEC 0.1087652
Bias: 3.6295€-07|

Predicted Y (CORTE4, Factor-10)
o
by

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Reference Y (CORTEA, Factor-10)

Figura 31. Resultado PLS-DA corte 4 con muestras sin pretratar

En validacién externa (figura 32 y tabla 31), este modelo tiene un buen comportamiento
en la clasificacion de las 10 muestras del corte 4. El porcentaje de clasificacion de las muestras
del corte 4 es del 100 % (tabla 31), por lo que el resultado de este modelo para clasificar las

muestras del corte 4 es aceptable

Predicted with Deviation

Predicted Y

DCN3.100B. DCN3.104B. DCN3.108B. DCN4.102B. DCN4.106B. DCN5.100B. DCN5.104B. DCN5.1088. DCNG.102B. DCNG6.106B. DCN7.100B. DCN7.104B. DCN7.108B. DCN8.102B. DCN8.106B.

Figura 32. Representacion grafico de la validacion externa para el PLS-DA del corte 4 con
muestras sin pretratar.
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Capitulo 111
Clasificacion de triticale forrajero segun la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenado, mediante tecnologia NIRS

Corte Previsto Desviaciébn Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia
3 -0.07 0.14 0 4 0.92 0.14 1 5 0.06 0.13 0
3 0.05 0.09 0 4 1.14 0.10 1 5 0.05 0.11 0
3 0.06 0.10 0 4 1.02 0.11 1 5 -0.01 0.12 0
3 0.02 0.11 0 4 0.55 0.10 1 5 0.15 0.12 0
3 0.11 0.11 0 4 0.85 0.10 1 5 0.06 0.11 0
3 -0.17 0.14 0 4 0.75 0.12 1 5 0.00 0.15 0
3 0.04 0.12 0 4 0.75 0.16 1 5 0.00 0.17 0
3 0.12 0.11 0 4 0.88 0.17 1 5 0.06 0.15 0
3 -0.16 0.11 0 4 0.87 0.11 1 5 0.09 0.14 0
3 -0.08 0.11 0 4 0.82 0.13 1 5 0.17 0.17 0

Corte Previsto Desviaciébn Referencia Corte Previsto Desviaciébn Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia
6 0.03 0.12 0 7 -0.14 0.13 0 8 0.07 0.11 0
6 0.02 0.11 0 7 -0.07 0.14 0 8 0.08 0.11 0
6 -0.04 0.15 0 7 -0.14 0.17 0 8 0.12 0.10 0
6 -0.05 0.10 0 7 -0.07 0.13 0 8 -0.03 0.14 0
6 0.09 0.11 0 7 0.00 0.13 0 8 -0.07 0.14 0
6 0.14 0.11 0 7 -0.07 0.12 0 8 0.03 0.17 0
6 -0.11 0.14 0 7 -0.12 0.11 0 8 0.04 0.15 0
6 -0.09 0.14 0 7 -0.09 0.16 0 8 0.03 0.12 0
6 0.00 0.10 0 7 -0.01 0.13 0 8 0.06 0.11 0
6 0.11 0.11 0 7 -0.07 0.13 0 8 0.01 0.10 0

Tabla 31. Resultados de la validacion externa del PLS-DA del corte 4 con muestras sin pretratar. Referencia 1 = pertenencia al grupo; Referencia 0 =
excluido del grupo
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Capitulo 111
Clasificacion de triticale forrajero segun la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenado, mediante
tecnologia NIRs

El modelo PLS-DA para las muestras con pretratamiento MSC del grupo corte 4 (figura
33) resulta aceptable con un R? = 0.922, mejor resultado en el anterior modelo, con la linea de
regresion (azul) y la linea de regresion ideal (negra) proximas entre si. Sigue observandose

(linea roja) que no se superponen valores previstos por el modelo y reales.

Predicted vs. Reference

14

Elements 588

134 Slope: 0.9228085
Offset: 0.0128648
124 Correlation: 0.9606293
R2(Pearson): 0.9228086
114 R-Square:  0.9228081
RMSEC: 0.1035424
14 SEC 0.1036306
Bias: -4.1552e-07

Predicted Y (CORTE4, Factor-9)
o
by

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Reference Y (CORTE4, Factor-9)

Figura 33. Resultado PLS-DA corte 4 con muestras pretratadas MSC

En validacién externa (figura 34 y tabla 32), este modelo tiene un buen comportamiento
en la clasificacion de las 10 muestras del corte 4. El porcentaje de clasificacion de las muestras
del corte 4, en este caso, es del 100 % (tabla 32), muy préximo al obtenido con las muestras sin

pretratar, siendo un modelo aceptable para agrupar las muestras de este corte.

Predicted with Deviation

Predicted Y

DCN3.100B. DCN3.104B. DCN3.108B. DCN4.102B. DCN4.106B. DCN5.100B. DCN5.104B. DCN5.1088. DCNG.102B. DCNG6.106B. DCN7.100B. DCN7.104B. DCN7.108B. DCN8.102B. DCN8.106B.

Figura 34. Representacion grafico de la validacion externa para el PLS-DA del corte 4 con
muestras pretratadas MSC
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Capitulo 111
Clasificacion de triticale forrajero segln la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenado, mediante tecnologia NIRS

Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia
3 -0.14 0.16 0 4 0.99 0.10 1 5 0.05 0.17 0
3 0.08 0.09 0 4 1.11 0.12 1 5 0.00 0.10 0
3 0.04 0.10 0 4 1.01 0.10 1 5 -0.03 0.14 0
3 0.05 0.11 0 4 0.57 0.09 1 5 0.09 0.13 0
3 0.08 0.11 0 4 0.82 0.10 1 5 -0.02 0.15 0
3 -0.19 0.14 0 4 0.73 0.12 1 5 -0.01 0.14 0
3 0.02 0.13 0 4 0.78 0.13 1 5 -0.07 0.15 0
3 0.10 0.12 0 4 0.85 0.12 1 5 0.06 0.16 0
3 -0.20 0.10 0 4 0.90 0.10 1 5 0.06 0.13 0
3 -0.09 0.11 0 4 0.78 0.10 1 5 0.15 0.16 0

Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia
6 0.02 0.11 0 7 -0.09 0.09 0 8 0.10 0.13 0
6 0.01 0.10 0 7 -0.08 0.11 0 8 0.14 0.12 0
6 -0.03 0.13 0 7 -0.04 0.14 0 8 0.17 0.12 0
6 -0.03 0.08 0 7 -0.05 0.13 0 8 0.00 0.16 0
6 0.12 0.09 0 7 0.03 0.13 0 8 -0.05 0.17 0
6 0.11 0.12 0 7 -0.05 0.11 0 8 0.04 0.21 0
6 -0.04 0.10 0 7 -0.11 0.10 0 8 0.05 0.17 0
6 -0.01 0.11 0 7 -0.05 0.14 0 8 0.02 0.12 0
6 0.01 0.08 0 7 -0.02 0.12 0 8 0.05 0.13 0
6 0.06 0.09 0 7 -0.04 0.11 0 8 -0.05 0.15 0

Tabla 32. Resultados de la validacion externa del PLS-DA del corte 4 con muestras pretratadas MSC. Referencia 1 = pertenencia al grupo; Referencia 0 =
excluido del grupo
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Clasificacion de triticale forrajero segln la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenadgar‘::;ltjjligr:tl;

tecnologia NIRs

Para el grupo corte 4 y las muestras con pretratamiento EMSC, el modelo PLS-DA se
muestra en la figura 35. El resultado es bueno, con un R? = 0.907, un resultado superior al
obtenido con las muestras sin pretratar, pero inferior al de las muestras con pretratamiento MSC
con la linea de regresion (azul) y la linea de regresion ideal (negra) préximas entre si. Se

observa (linea roja) que no se superpone ningun valor previsto por el modelo y el real.

Predicted vs. Reference

15

Elements: 588
141 Slope: 0.9074079
Offset: 0.0154318
131 Correlation: 0.9525796
R2(Pearson): 0.9074079
121 R-square:  0.9074072
RMSEC: 0.113402

SEC: 0.1134985
Bias: -2.3663e-07

11

°
3

Predicted Y (CORTE4, Factor-8)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Reference Y (CORTE4, Factor-8)

Figura 35. Resultado PLS-DA corte 4 con muestras pretratadas EMSC

En validacion externa (figura 36 y tabla 33), este modelo sigue obteniendo un buen
comportamiento en la clasificacion de las 10 muestras del corte 4. El porcentaje de clasificacion
de las muestras del corte 4 es del 100 % (tabla 33), muy parecido a los dos obtenidos
anteriormente.

Al contrario que en el modelo realizado para el corte 3, los pretratamiento para las

muestras del corte 4 no mejora los resultados.

Predicted with Deviation
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Figura 36. Representacion gréafico de la validacion externa para el PLS-DA del corte 4 con
muestras pretratadas EMSC
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Capitulo 111
Clasificacion de triticale forrajero segun la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenado, mediante tecnologia NIRS

Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia

3 -0.10 0.19 0 4 0.92 0.17 1 5 0.04 0.15 0
3 0.06 0.11 0 4 1.16 0.13 1 5 0.03 0.11 0
3 0.09 0.11 0 4 0.98 0.11 1 5 0.03 0.13 0
3 0.04 0.13 0 4 0.52 0.10 1 5 0.14 0.11 0
3 0.16 0.13 0 4 0.83 0.12 1 5 0.05 0.12 0
3 -0.21 0.17 0 4 0.72 0.14 1 5 -0.03 0.16 0
3 0.10 0.14 0 4 0.74 0.17 1 5 0.01 0.16 0
3 0.11 0.13 0 4 0.87 0.17 1 5 0.04 0.14 0
3 -0.21 0.13 0 4 0.90 0.13 1 5 0.10 0.14 0
3 -0.07 0.13 0 4 0.79 0.12 1 5 0.13 0.14 0
Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia
6 0.02 0.13 0 7 -0.12 0.11 0 8 0.11 0.12 0
6 -0.01 0.11 0 7 -0.08 0.12 0 8 0.08 0.11 0
6 -0.01 0.14 0 7 -0.10 0.14 0 8 0.17 0.11 0
6 -0.05 0.10 0 7 -0.05 0.13 0 8 -0.05 0.15 0
6 0.10 0.12 0 7 0.01 0.14 0 8 -0.12 0.17 0
6 0.11 0.14 0 7 -0.06 0.10 0 8 0.01 0.19 0
6 -0.08 0.12 0 7 -0.07 0.10 0 8 0.06 0.16 0
6 -0.10 0.13 0 7 -0.12 0.14 0 8 0.06 0.10 0
6 -0.01 0.10 0 7 0.00 0.11 0 8 0.07 0.11 0
6 0.06 0.09 0 7 -0.03 0.11 0 8 -0.03 0.10 0

Tabla 33. Resultados de la validacion externa del PLS-DA del corte 4 con muestras pretratadas EMSC. Referencia 1 = pertenencia al grupo; Referencia 0 =
excluido del grupo

208



Clasificacion de triticale forrajero segln la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenadgar‘::;ltjjligr:tl;

tecnologia NIRs

El modelo PLS-DA para las muestras sin pretratamiento del grupo corte 5 (figura 37)

resulta aceptable con un R? = 0.642, no siendo un buen resultado, con la linea de regresion del
modelo (azul) y la linea de regresion ideal (negra) menos proximas entre si que en los grupos de
los cortes anteriores. Se observa (linea roja) que se superponen numerosos valores previstos por

el modelo y los reales.

Predicted vs. Reference

Elements: 588

1] slope: 0.6422164
Offset: 0.05963
Correlation:  0.801384
R2(Pearson): 0.6422164
R-Square:  0.6422134
081 RMSEC: 0.2229174
SEC: 0.2231072
07 Bias: -6.0995e-07

Predicted Y (CORTES, Factor-10)
o
w

[ 0.1 0.2 0.3 04 0.6 0.7 0.8 0.9 1

05
Reference Y (CORTES, Factor-10)

Figura 37. Resultado PLS-DA corte 5 con muestras sin pretratar

En validacion externa (figura 38 y tabla 34), a pesar de la que la R? anterior sea baja, se
comprueba que este modelo tiene buen comportamiento en la clasificacion de las 10 muestras
del corte 5. El porcentaje de clasificacion de las muestras del corte 5 es del 100 % (tabla 34), a
pesar de ello, el resultado no es 6ptimo porque la incertidumbre es elevada, provocando que las
muestras no acaben de ser agrupadas con plena seguridad (linea horizontal roja discontinua
figura 38).

Predicted with Deviation
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DCN3.100B. DCN3.104B. DCN3.108B. DCN4.102B. DCN4.106B. DCN5.100B. DCN5.104B. DCN5.1088. DCNG.102B. DCNG6.106B. DCN7.100B. DCN7.104B. DCN7.108B. DCNB8.102B. DCN8.106B.
Samples

Figura 38. Representacion gréfico de la validacion externa para el PLS-DA del corte 5 con
muestras sin pretratar
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Capitulo 111
Clasificacion de triticale forrajero segln la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenado, mediante tecnologia NIRS

Corte Previsto Desviaciéon Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia

3 0.24 0.32 0 4 0.15 0.24 0 5 0.94 0.39 1
3 0.28 0.21 0 4 -0.38 0.21 0 5 0.63 0.35 1
3 0.17 0.22 0 4 0.05 0.24 0 5 0.89 0.39 1
3 0.35 0.26 0 4 0.57 0.20 0 5 0.80 0.39 1
3 0.08 0.25 0 4 0.32 0.29 0 5 0.91 0.40 1
3 0.35 0.28 0 4 0.18 0.28 0 5 0.59 0.36 1
3 0.70 0.28 0 4 0.07 0.34 0 5 0.80 0.42 1
3 0.55 0.24 0 4 -0.03 0.28 0 5 0.69 0.46 1
3 0.44 0.25 0 4 0.12 0.23 0 5 0.62 0.45 1
3 0.09 0.24 0 4 0.21 0.36 0 5 0.75 0.31 1
Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia
6 -0.04 0.25 0 7 0.03 0.27 0 8 0.14 0.22 0
6 -0.36 0.25 0 7 -0.14 0.25 0 8 0.19 0.22 0
6 -0.17 0.31 0 7 -0.08 0.36 0 8 0.13 0.22 0
6 0.14 0.22 0 7 -0.09 0.30 0 8 0.11 0.32 0
6 -0.07 0.20 0 7 0.04 0.29 0 8 -0.02 0.35 0
6 -0.08 0.27 0 7 0.08 0.23 0 8 0.04 0.40 0
6 0.03 0.32 0 7 0.07 0.22 0 8 0.03 0.30 0
6 -0.16 0.31 0 7 -0.07 0.35 0 8 -0.03 0.22 0
6 0.00 0.24 0 7 -0.18 0.27 0 8 -0.14 0.24 0
6 0.13 0.24 0 7 0.20 0.26 0 8 0.21 0.20 0

Tabla 34. Resultados de la validacion externa del PLS-DA del corte 5 con muestras sin pretratar. Referencia 1 = pertenencia al grupo; Referencia 0 =
excluido del grupo
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Clasificacion de triticale forrajero segln la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenadgar‘::;ltjjligr:tl;

tecnologia NIRs

El modelo PLS-DA para las muestras con pretratamiento MSC del grupo corte 5 (figura

39) resulta mejor que el anterior, con un R? = 0.711, con la linea de regresion (azul) y la linea de
regresion ideal (negra) mas proximas entre si. Aunque sigue observandose (linea roja) que se

superponen valores previstos por el modelo y reales.

Predicted vs. Reference

Elements: 588
119 Slope: 0.7114822
Offset: 0.0480866
Correlation:  0.8434941
0.0 R2(Pearson): 0.7114822
R-Square:  0.7114797
08] RMsEC: 0.2001797
SEC: 0.2003501
074 Bias: 3.0603e-07

°
>

Predicted Y (CORTES, Factor-10)
R °
N

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Reference Y (CORTES, Factor-10)

Figura 39. Resultado PLS-DA corte 5 y muestras con pretratamiento MSC

En validacién externa (figura 40 y tabla 35), al igual que ha ocurrido anteriormente, este modelo
tiene un buen comportamiento en la clasificacion de las 10 muestras del corte 5. El porcentaje
de clasificaciéon de las muestras del corte 5 es del 100 % (tabla 35), aunque si se observa los
resultados, es inferior al obtenido con las muestras sin pretratar y ocurre como en las muestras
originales, la desviacion es elevada.

Predicted with Deviation
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Figura 40. Representacion gréafico de la validacion externa para el PLS-DA del corte 5 y muestras
con pretratamiento MSC
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Capitulo 3
Clasificacion de triticale forrajero segun la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenado, mediante tecnologia NIRs

Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia

3 0.28 0.36 0 4 0.01 0.22 0 5 0.82 0.26 1
3 0.14 0.22 0 4 -0.37 0.19 0 5 0.76 0.24 1
3 0.14 0.22 0 4 -0.03 0.22 0 5 0.84 0.30 1
3 0.25 0.26 0 4 0.51 0.21 0 5 0.73 0.20 1
3 0.11 0.24 0 4 0.33 0.25 0 5 1.01 0.25 1
3 0.38 0.30 0 4 0.17 0.29 0 5 0.70 0.27 1
3 0.55 0.31 0 4 0.01 0.33 0 5 0.84 0.26 1
3 0.44 0.26 0 4 -0.12 0.25 0 5 0.52 0.29 1
3 0.42 0.26 0 4 -0.01 0.23 0 5 0.56 0.26 1
3 0.20 0.25 0 4 0.02 0.25 0 5 0.61 0.27 1
Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia
6 -0.02 0.22 0 7 -0.04 0.22 0 8 0.10 0.28 0
6 -0.22 0.22 0 7 -0.08 0.22 0 8 0.19 0.28 0
6 0.02 0.27 0 7 -0.29 0.25 0 8 0.04 0.26 0
6 0.08 0.19 0 7 -0.15 0.29 0 8 0.03 0.33 0
6 -0.06 0.23 0 7 -0.17 0.29 0 8 -0.19 0.38 0
6 0.10 0.28 0 7 0.00 0.22 0 8 0.00 0.46 0
6 -0.18 0.20 0 7 -0.02 0.21 0 8 0.04 0.38 0
6 -0.23 0.25 0 7 -0.17 0.29 0 8 0.13 0.24 0
6 0.08 0.21 0 7 -0.09 0.24 0 8 0.04 0.25 0
6 0.18 0.21 0 7 0.15 0.23 0 8 0.25 0.24 0

Tabla 35. Resultados de la validacion externa del PLS-DA del corte 5 con muestras pretratadas MSC. Referencia 1 = pertenencia al grupo; Referencia 0 =
excluido del grupo.
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Capitulo 111
Clasificacion de triticale forrajero segtn la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenado, mediante

tecnologia NIRs

El modelo PLS-DA para las muestras con pretratamiento EMSC y grupo corte 5 (figura
41) resulta aceptable con un R? = 0.739, con la linea de regresion (azul) y la linea de regresion
ideal (negra) més proximas entre si que en el modelo con muestras sin pretratar y con MSC,
observandose (linea roja) que se superponen un menor nimero de valores previsto por el
modelo y el real.

Predicted vs. Reference

Elements: 588
121 siope: 0.7396183
11] offset: 0.0433986
Correlation: 08600106
1] Rre(Pearson): 0.7396183
R-Square:  0.7396162

091 RMSEC:  0.1901686
0s] SEC 0.1903306
Bias: 1.69026-06]
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Figura 41. Resultado PLS-DA corte 5y muestras con pretratamiento EMSC

En validacion externa (figura 42 y tabla 36), este modelo sigue mostrando un mejor
comportamiento en la clasificacion de las 10 muestras del corte 5 que en los dos casos
anteriores, como demuestra el porcentaje de clasificacion de las muestras del corte 4, en este
caso es del 100 % (tabla 36) y niveles de desviacion inferiores. Por lo tanto, como ocurri6 con
los modelos probados para agrupar las muestras del corte 3, los pretratamientos mejoran los
resultados, siendo el EMSC el que mejor resultados obtiene.
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Figura 42. Representacién gréfico de la validacién externa para el PLS-DA del corte 5 y muestras
con pretratamiento EMSC
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Capitulo 111
Clasificacion de triticale forrajero segln la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenado, mediante tecnologia NIRS

Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia

3 0.23 0.38 0 4 -0.01 0.27 0 5 0.83 0.27 1
3 0.07 0.23 0 4 -0.41 0.24 0 5 0.93 0.22 1
3 0.14 0.23 0 4 -0.01 0.26 0 5 0.92 0.26 1
3 0.26 0.27 0 4 0.46 0.21 0 5 0.71 0.20 1
3 0.05 0.25 0 4 0.34 0.24 0 5 1.08 0.21 1
3 0.42 0.31 0 4 0.12 0.27 0 5 0.80 0.28 1
3 0.44 0.27 0 4 0.07 0.37 0 5 0.87 0.29 1
3 0.41 0.27 0 4 -0.15 0.23 0 5 0.55 0.28 1
3 0.41 0.28 0 4 -0.01 0.27 0 5 0.64 0.27 1
3 0.22 0.26 0 4 0.02 0.23 0 5 0.51 0.24 1
Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia
6 -0.05 0.22 0 7 -0.02 0.22 0 8 0.10 0.24 0
6 -0.20 0.22 0 7 -0.09 0.20 0 8 0.22 0.25 0
6 0.03 0.27 0 7 -0.25 0.27 0 8 0.08 0.21 0
6 0.06 0.19 0 7 -0.17 0.26 0 8 0.04 0.29 0
6 -0.05 0.23 0 7 -0.17 0.26 0 8 -0.10 0.27 0
6 0.12 0.21 0 7 0.01 0.21 0 8 0.06 0.39 0
6 -0.16 0.22 0 7 -0.05 0.19 0 8 0.06 0.30 0
6 -0.25 0.24 0 7 -0.18 0.26 0 8 0.07 0.20 0
6 0.13 0.20 0 7 -0.08 0.22 0 8 0.06 0.20 0
6 0.16 0.19 0 7 0.10 0.20 0 8 0.19 0.20 0

Tabla 36. Resultados de la validacion externa del PLS-DA del corte 5 con muestras pretratadas EMSC. Referencia 1 = pertenencia al grupo; Referencia 0 =
excluido del grupo
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Capitulo 111

Clasificacion de triticale forrajero segln la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenado, mediante

tecnologia NIRs

El modelo PLS-DA para las muestras sin pretratar y el grupo corte 6 (figura 43) resulta

aceptable con un R? = 0.844, con la linea de regresion (azul) y la linea de regresion ideal (negra)

préximas entre si. Ademas se observa (linea roja) que so6lo se superpone un valor previsto por el

modelo y el real.

Predicted vs. Reference

Elements: 588
12 Slope: 0.8440512
Offset: 0.0259921
11 Correlation: 0.9187226
R2(Pearson): 0.8440512
1] R-Square:  0.8440503

RMSEC: 0.1471719
SEC: 0.1472972
Bias: 6.6695¢-07)

Predicted Y (CORTES, Factor-10)
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Reference Y (CORTES, Factor-10)

Figura 43. Resultado PLS-DA corte 6 con muestras sin pretratar

En validacién externa (figura 43 y tabla 37), este modelo tiene un buen comportamiento

en la clasificacion de las 10 muestras del corte 3. Todas las muestras de validacion externa han

sido bien agrupadas, pero hay una de ellas que teniendo en cuenta la desviacién puede no

clasificarse correctamente (tabla 28).
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Figura 43. Representacion grafico de la validacion externa para el PLS-DA del corte 6 con

muestras sin pretratar
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Capitulo 111
Clasificacion de triticale forrajero segun la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenado, mediante tecnologia NIRS

Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia

3 -0.20 0.17 0 4 0.00 0.23 0 5 -0.09 0.29 0
3 -0.18 0.14 0 4 0.05 0.18 0 5 0.14 0.20 0
3 -0.16 0.13 0 4 -0.01 0.18 0 5 0.05 0.26 0
3 -0.10 0.14 0 4 -0.04 0.14 0 5 -0.13 0.21 0
3 -0.09 0.15 0 4 -0.07 0.15 0 5 0.07 0.25 0
3 -0.06 0.16 0 4 0.15 0.17 0 5 -0.02 0.25 0
3 -0.19 0.17 0 4 0.14 0.23 0 5 -0.09 0.25 0
3 -0.22 0.13 0 4 0.12 0.26 0 5 0.22 0.31 0
3 -0.36 0.15 0 4 -0.05 0.15 0 5 0.22 0.28 0
3 0.06 0.15 0 4 0.14 0.14 0 5 0.18 0.20 0
Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia
6 0.71 0.17 1 7 0.18 0.16 0 8 -0.06 0.14 0
6 1.04 0.15 1 7 0.26 0.19 0 8 -0.05 0.15 0
6 0.84 0.22 1 7 0.28 0.18 0 8 -0.11 0.14 0
6 0.95 0.16 1 7 -0.04 0.17 0 8 0.06 0.16 0
6 0.75 0.19 1 7 -0.02 0.17 0 8 0.13 0.18 0
6 0.83 0.15 1 7 0.04 0.16 0 8 0.07 0.23 0
6 1.19 0.18 1 7 0.11 0.17 0 8 0.00 0.20 0
6 1.22 0.19 1 7 0.19 0.19 0 8 0.11 0.13 0
6 0.97 0.14 1 7 0.23 0.17 0 8 0.06 0.13 0
6 0.75 0.14 1 7 -0.06 0.16 0 8 0.07 0.13 0
Tabla 37 Resultados de la validacion externa del PLS-DA del corte 6 con muestras sin pretratar. Referencia 1 = pertenencia al grupo; Referencia 0 = excluido
del grupo
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Clasificacion de triticale forrajero segln la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenadgar‘::;ltjjligr:tl;

tecnologia NIRs

Para las muestras con pretratamiento MSC y el grupo corte 6, el modelo PLS-DA

(figura 45) resulta aceptable con un R? = 0.832, aunque inferior al obtenido con muestras sin
pretratamiento. Superponiéndose un valor previsto por el modelo y el real. Resultados muy

parecidos a los obtenidos con las muestras sin pretratar del mismo grupo.

Predicted vs. Reference

Elements: 588

1.2 Slope: 0.8326787
Offset 0.027887
119 Correlation: 09125123
R2(Pearson): 0.8326787
11 R-Square:  0.8326777
RMSEC: 0.1524437
SEC: 0.1525735
Bias: 1.2101e-07|

Predicted Y (CORTES, Factor-10)
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Reference Y (CORTES, Factor-10)

Figura 45. Resultado PLS-DA corte 6 con muestras pretratadas MSC

En validacién externa (figura 46 y tabla 38), este modelo tiene un buen comportamiento
en la clasificacion de las 10 muestras con pretratamiento MSC del corte 6. Como en el modelo
anterior, el 100 % de las muestras se clasifican en su grupo, pero la desviacién en una muestra
es elevada y puede hacer que no se clasifique correctamente (tabla 38), aunque el resultado es

mejor que el obtenido en las muestras sin pretratar.
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Figura 46. Representacion gréfico de la validacion externa para el PLS-DA del corte 6 con
muestras pretratadas MSC
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Capitulo 111
Clasificacion de triticale forrajero segln la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenado, mediante tecnologia NIRs

Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia

3 -0.23 0.23 0 4 0.05 0.19 0 5 -0.09 0.18 0
3 -0.15 0.15 0 4 0.14 0.17 0 5 0.14 0.16 0
3 -0.04 0.15 0 4 0.07 0.16 0 5 0.06 0.22 0
3 -0.05 0.16 0 4 -0.04 0.15 0 5 -0.07 0.13 0
3 0.04 0.18 0 4 -0.04 0.16 0 5 0.10 0.18 0
3 -0.01 0.17 0 4 0.12 0.20 0 5 -0.12 0.16 0
3 -0.18 0.21 0 4 0.19 0.23 0 5 -0.08 0.16 0
3 -0.20 0.18 0 4 0.27 0.16 0 5 0.17 0.19 0
3 -0.34 0.19 0 4 -0.04 0.17 0 5 0.25 0.16 0
3 0.07 0.17 0 4 0.20 0.17 0 5 0.21 0.20 0

Corte Previsto Desviaciéon Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia

6 0.74 0.15 1 7 0.17 0.16 0 8 -0.14 0.20 0
6 0.99 0.15 1 7 0.28 0.14 0 8 -0.21 0.21 0
6 0.84 0.20 1 7 0.32 0.19 0 8 -0.24 0.18 0
6 0.99 0.12 1 7 0.05 0.19 0 8 0.08 0.25 0
6 0.82 0.14 1 7 0.02 0.18 0 8 0.11 0.24 0
6 0.87 0.17 1 7 0.09 0.13 0 8 0.17 0.32 0
6 1.14 0.16 1 7 0.06 0.13 0 8 0.03 0.26 0
6 1.05 0.17 1 7 0.15 0.21 0 8 0.01 0.17 0
6 0.91 0.14 1 7 0.20 0.16 0 8 0.10 0.19 0
6 0.75 0.14 1 7 -0.02 0.15 0 8 0.09 0.16 0

Tabla 38 Resultados de la validacion externa del PLS-DA del corte 6 con muestras de pretratamiento MSC. Referencia 1 = pertenencia al grupo; Referencia
0 = excluido del grupo
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Capitulo 111
Clasificacion de triticale forrajero segun la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenado, mediante
tecnologia NIRs

Para las muestras con pretratamiento EMSC y el grupo corte 6, el modelo PLS-DA
(figura 47) resulta aceptable con un R? = 0.842, aunque inferior al obtenido con muestras sin
pretratamiento, si resulta superior al tratamiento MSC. Y al igual que ocurria anteriormente,

superponiéndose valores previsto por el modelo y el real.

Predicted vs. Reference

Elements: 588

1.2 Slope: 0.8420808
Offset: 0.0263194
11] corretation:  0.9176496
R2(Pearson): 0.8420807
1 R-Square: 0.8420798
RMSEC: 0.1480987
SEC: 0.1482248
Bias: -5.1351e-07
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Figura 47. Resultado PLS-DA corte 6 con muestras pretratadas EMSC

En validacién externa (figura 48 y tabla 39), este modelo tiene un buen comportamiento
en la clasificacion de las 10 muestras con pretratamiento EMSC del corte 6. Como en los dos
casos anteriores, se clasifican correctamente todas las muestras (tabla 38), aunque los resultados
obtenidos en las muestras sin pretratar y con tratamiento MSC son inferiores a los obtenidos con
el tratamiento EMSC.

Predicted with Deviation

. H
;:: LLTLRUER

z:%” ne 00 DHHHWHHHHHHHHHHHUHHH HHHHHHHHHM DHHDHHH
- HHDMHHHUUUHHH i R T s

DCN3.100B. DCN3.104B. DCN3.108B. DCN4.102B. DCN4.106B. DCN5.100B. DCN5.104B. DCN5.1088. DCNG.102B. DCNG6.106B. DCN7.100B. DCN7.104B. DCN7.108B. DCNB8.102B. DCN8.106B.
Samples

Figura 48. Representacion gréfico de la validacion externa para el PLS-DA del corte 6 con
muestras pretratadas EMSC
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Capitulo 111
Clasificacion de triticale forrajero segln la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenado, mediante tecnologia NIRS

Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia

3 -0.15 0.22 0 4 -0.03 0.21 0 5 -0.03 0.26 0
3 -0.16 0.15 0 4 0.11 0.22 0 5 0.14 0.24 0
3 -0.03 0.14 0 4 -0.01 0.21 0 5 0.07 0.27 0
3 -0.11 0.17 0 4 -0.07 0.16 0 5 -0.01 0.19 0
3 0.06 0.16 0 4 -0.11 0.16 0 5 0.11 0.27 0
3 -0.04 0.19 0 4 0.16 0.20 0 5 -0.09 0.28 0
3 -0.05 0.19 0 4 0.08 0.26 0 5 0.04 0.26 0
3 -0.14 0.18 0 4 0.18 0.21 0 5 0.15 0.25 0
3 -0.33 0.20 0 4 -0.11 0.19 0 5 0.36 0.25 0
3 0.01 0.19 0 4 0.24 0.16 0 5 0.23 0.20 0
Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia
6 0.77 0.15 1 7 0.07 0.13 0 8 -0.07 0.15 0
6 0.98 0.14 1 7 0.28 0.14 0 8 -0.21 0.15 0
6 0.97 0.16 1 7 0.27 0.16 0 8 -0.17 0.14 0
6 0.98 0.12 1 7 0.04 0.18 0 8 0.01 0.19 0
6 0.82 0.14 1 7 -0.01 0.17 0 8 0.10 0.21 0
6 0.85 0.16 1 7 0.07 0.12 0 8 0.13 0.26 0
6 1.12 0.14 1 7 0.09 0.12 0 8 0.03 0.20 0
6 1.01 0.17 1 7 0.07 0.19 0 8 0.03 0.13 0
6 0.89 0.13 1 7 0.18 0.14 0 8 0.09 0.15 0
6 0.80 0.12 1 7 -0.02 0.13 0 8 0.06 0.15 0

Tabla 39. Resultados de la validacion externa del PLS-DA del corte 6 y muestras con pretratamiento EMSC. Referencia 1 = pertenencia al grupo; Referencia
0 = excluido del grupo
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Capitulo 111
Clasificacion de triticale forrajero segtn la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenado, mediante
tecnologia NIRs

Para las muestras sin pretratamiento del grupo corte 7, el modelo PLS-DA (figura 49)

resulta aceptable con un R = 0.845. S6lo se superpone un valor previsto por el modelo y el real.

Predicted Y (CORTE?, Factor-10)
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Figura 49. Resultado PLS-DA corte 7 con muestras sin pretratar

En validacién externa (figura 50 y tabla 40), este modelo tiene un buen comportamiento

en la clasificacion de las 10 muestras sin pretratamiento del corte 7. EI 100 % de las muestras

son correctamente clasificadas en su grupo (tabla 40), pudiendo ser considerado un buen dato.
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Figura 50. Representacion grafico de la validacion externa para el PLS-DA del corte 7 con
muestras sin pretratar
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Capitulo 111
Clasificacion de triticale forrajero segun la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenado, mediante tecnologia NIRs

Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia

3 0.26 0.19 0 4 -0.16 0.19 0 5 0.01 0.24 0
3 -0.02 0.11 0 4 0.05 0.18 0 5 -0.10 0.22 0
3 0.14 0.12 0 4 -0.04 0.17 0 5 -0.04 0.25 0
3 0.11 0.14 0 4 0.02 0.13 0 5 0.23 0.23 0
3 0.03 0.15 0 4 -0.15 0.18 0 5 -0.11 0.24 0
3 0.07 0.18 0 4 -0.06 0.17 0 5 0.11 0.25 0
3 0.00 0.17 0 4 0.14 0.21 0 5 0.09 0.26 0
3 -0.03 0.14 0 4 0.09 0.24 0 5 0.08 0.26 0
3 0.22 0.16 0 4 0.04 0.15 0 5 -0.07 0.25 0
3 -0.01 0.16 0 4 -0.27 0.22 0 5 -0.02 0.18 0
Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia
6 0.14 0.16 0 7 0.94 0.16 1 8 0.14 0.13 0
6 -0.02 0.15 0 7 1.04 0.14 1 8 0.00 0.13 0
6 0.17 0.22 0 7 0.95 0.19 1 8 0.15 0.14 0
6 -0.12 0.11 0 7 1.11 0.16 1 8 -0.04 0.21 0
6 0.00 0.13 0 7 0.80 0.18 1 8 -0.07 0.25 0
6 -0.10 0.16 0 7 1.12 0.14 1 8 -0.09 0.23 0
6 -0.02 0.18 0 7 0.98 0.13 1 8 0.00 0.17 0
6 -0.13 0.19 0 7 0.99 0.20 1 8 0.03 0.13 0
6 -0.08 0.14 0 7 0.85 0.17 1 8 0.14 0.17 0
6 0.16 0.13 0 7 1.06 0.13 1 8 -0.15 0.13 0

Tabla 40. Resultados de la validacion externa del PLS-DA del corte 7 con muestras sin pretratar. Referencia 1 = pertenencia al grupo; Referencia 0 =
excluido del grupo
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Clasificacion de triticale forrajero segln la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenadgar‘::;ltjjligr:tl;

tecnologia NIRs

Para las muestras con pretratamiento MSC y el grupo corte 7, el modelo PLS-DA

(figura 51) resulta aceptable con un R? = 0.871, superior al obtenido con muestras sin
pretratamiento. Ademas, no se superpone ningun valor previsto por el modelo y el real.

Resultados mejores a los obtenidos con las muestras sin pretratar del mismo grupo.

Predicted vs. Reference

Elements: 588

1.1 Slope: 0.871465
Offset: 0.0214225
1{ Correlation: 09335229
R2(Pearson): 0.871465
091 R-Square:  0.8714646
RMSEC: 0.1336117
08 SEC: 0.1337254
Bias: 3.1158¢-08
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Figura 51. Resultado PLS-DA corte 7 con muestras pretratadas MSC

En validacion externa (figura 52 y tabla 41), este modelo tiene un buen comportamiento en la
clasificacion de las 10 muestras con pretratamiento MSC del corte 7. Igual que en el caso
anterior, todas las muestras se clasifican correctamente (tabla 41), siendo incluso mejor el

resultado obtenido en las muestras sin pretratar.
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Figura 52. Representacion gréfico de la validacion externa para el PLS-DA del corte 7 con
muestras pretratadas MSC
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Capitulo 111
Clasificacion de triticale forrajero segun la densidad de siembra, la fecha de corte y el abonado nitrogenado, mediante tecnologia NIRs

Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia

3 0.24 0.19 0 4 -0.19 0.21 0 5 0.16 0.18 0
3 -0.03 0.12 0 4 -0.06 0.18 0 5 -0.07 0.17 0
3 0.03 0.12 0 4 -0.18 0.16 0 5 0.04 0.21 0
3 -0.01 0.14 0 4 0.01 0.13 0 5 0.27 0.17 0
3 -0.08 0.15 0 4 -0.17 0.13 0 5 -0.03 0.19 0
3 -0.14 0.17 0 4 -0.02 0.18 0 5 0.22 0.20 0
3 -0.03 0.19 0 4 0.05 0.23 0 5 0.16 0.20 0
3 -0.08 0.16 0 4 -0.03 0.19 0 5 0.38 0.18 0
3 0.03 0.16 0 4 0.01 0.16 0 5 0.05 0.17 0
3 -0.08 0.14 0 4 -0.16 0.15 0 5 -0.02 0.17 0
Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia
6 0.13 0.15 0 7 0.95 0.14 1 8 0.19 0.17 0
6 0.00 0.14 0 7 0.96 0.13 1 8 0.08 0.17 0
6 0.05 0.17 0 7 0.88 0.17 1 8 0.22 0.16 0
6 -0.11 0.11 0 7 1.05 0.16 1 8 -0.09 0.22 0
6 -0.03 0.13 0 7 0.92 0.17 1 8 -0.06 0.21 0
6 -0.05 0.16 0 7 1.00 0.12 1 8 -0.27 0.28 0
6 0.00 0.14 0 7 1.08 0.12 1 8 -0.01 0.22 0
6 0.10 0.15 0 7 1.05 0.18 1 8 0.09 0.15 0
6 -0.05 0.13 0 7 0.97 0.15 1 8 -0.02 0.15 0
6 0.15 0.13 0 7 1.06 0.12 1 8 -0.20 0.15 0

Tabla 41. Resultados de la validacion externa del PLS-DA del corte 7 con muestras pretratadas MSC. Referencia 1 = pertenencia al grupo; Referencia 0 =
excluido del grupo
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Para las muestras con pretratamiento EMSC y el grupo corte 7, el modelo PLS-DA
(figura 53) resulta aceptable con un R? = 0.870 y superior al obtenido con muestras sin
pretratamiento y con pretratamiento MSC, vy, al igual que ocurria anteriormente, no se
superponen valores previsto por el modelo y el real.

Predicted vs. Reference

Elements: 588

1.1 Slope: 0.8700542
Offset: 00216574
1] Correlation: 0.932767
R2(Pearson): 0.8700542
09] R-Square:  0.8700539
RMSEC:  0.1343429
SEC 01344573
Bias: -2.6626e-07

°
®

Predicted Y (CORTE?, Factor-10)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Reference Y (CORTE?, Factor-10)

Figura 53. Resultado PLS-DA corte 7 con muestras pretratadas EMSC

En validacién externa (figura 54 y tabla 42), este modelo tiene un buen comportamiento
en la clasificacion de las 10 muestras con pretratamiento EMSC del corte 7. Todas las muestras
han sido correctamente clasificadas (tabla 42), pero con mejor resultado que en las muestras sin
pretratar y con tratamiento MSC. Por lo tanto, con el pretratamiento EMSC es con el que mejor

se clasifican las muestras del corte 7.

Predicted with Deviation
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DCN3.100B. DCN3.104B. DCN3.108B. DCN4.102B. DCN4.106B. DCN5.100B. DCN5.104B. DCN5.1088. DCNG.102B. DCNG6.106B. DCN7.100B. DCN7.104B. DCN7.108B. DCNB8.102B. DCN8.106B.
Samples

Figura 54. Representacién gréafico de la validacion externa para el PLS-DA del corte 7 con
muestras pretratadas EMSC
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Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia

3 0.24 0.23 0 4 -0.13 0.18 0 5 0.10 0.23 0
3 -0.04 0.14 0 4 -0.05 0.19 0 5 -0.11 0.21 0
3 0.05 0.14 0 4 -0.15 0.19 0 5 0.05 0.24 0
3 0.03 0.15 0 4 0.01 0.14 0 5 0.23 0.16 0
3 -0.09 0.17 0 4 -0.16 0.15 0 5 -0.05 0.23 0
3 -0.12 0.17 0 4 -0.03 0.19 0 5 0.18 0.21 0
3 -0.11 0.18 0 4 0.16 0.24 0 5 0.08 0.22 0
3 -0.15 0.17 0 4 0.05 0.17 0 5 0.41 0.19 0
3 0.00 0.18 0 4 0.03 0.18 0 5 -0.02 0.20 0
3 -0.02 0.17 0 4 -0.23 0.14 0 5 -0.02 0.17 0
Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia
6 0.10 0.15 0 7 1.01 0.13 1 8 0.14 0.15 0
6 0.00 0.14 0 7 0.96 0.12 1 8 0.09 0.14 0
6 0.00 0.17 0 7 0.92 0.17 1 8 0.18 0.14 0
6 -0.10 0.10 0 7 1.02 0.14 1 8 0.00 0.17 0
6 -0.01 0.13 0 7 0.94 0.15 1 8 -0.05 0.18 0
6 -0.04 0.15 0 7 1.02 0.11 1 8 -0.25 0.23 0
6 -0.02 0.15 0 7 1.06 0.11 1 8 0.02 0.19 0
6 0.11 0.15 0 7 1.09 0.17 1 8 0.10 0.13 0
6 -0.06 0.13 0 7 0.98 0.13 1 8 0.02 0.13 0
6 0.12 0.11 0 7 1.06 0.12 1 8 -0.14 0.13 0

Tabla 42. Resultados de la validacion externa del PLS-DA del corte 7 con muestras pretratadas EMSC. Referencia 1 = pertenencia al grupo; Referencia 0 =
excluido del grupo
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Para las muestras sin pretratamiento y el grupo corte 8, el modelo PLS-DA (figura 55)
obtiene buenos resultados, con un R? = 0.938, y al igual que ocurria con el corte anterior, no se

superponen valores previsto por el modelo y el real.

Predicted vs. Reference

Elements: 588

1.2 Slope: 0.9387034
Offset: 0.0102162
11] correlation:  0.9688671
R2(Pearson): 0.9387034
1 R-Square: 0.9387033
RMSEC: 0.0922682
SEC 0.0923468
Bias: 1.4961e-07|

°
©

Predicted Y (CORTES, Factor-10)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Reference Y (CORTES, Factor-10)

Figura 55. Resultado PLS-DA corte 8 con muestras sin pretratar

En validacién externa (figura 56 y tabla 43), este modelo tiene un buen comportamiento
en la clasificacion de las 10 muestras sin pretratamiento del corte 8. El total de muestras de
validacién externa han sido correctamente clasificadas en su grupo (tabla 43). Por lo tanto, el

modelo PLS-DA es valido para clasificar las muestras sin pretratar del corte 8.

Predicted with Deviation

Predicted Y
°
>

DCN3.100B. DCN3.104B. DCN3.108B. DCN4.102B. DCN4.106B. DCN5.100B. DCN5.104B. DCN5.1088. DCNG.102B. DCNG6.106B. DCN7.100B. DCN7.104B. DCN7.108B. DCN8.102B. DCN8.106B.

Figura 56. Representacion grafico de la validacion externa para el PLS-DA del corte 8 con
muestras sin pretratar
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Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia

3 -0.02 0.10 0 4 0.05 0.12 0 5 -0.02 0.16 0
3 0.00 0.08 0 4 -0.06 0.11 0 5 -0.01 0.14 0
3 -0.08 0.08 0 4 -0.01 0.13 0 5 -0.03 0.14 0
3 -0.12 0.10 0 4 0.06 0.08 0 5 -0.10 0.15 0
3 -0.02 0.09 0 4 0.06 0.09 0 5 0.03 0.15 0
3 -0.01 0.10 0 4 0.08 0.10 0 5 -0.02 0.16 0
3 0.01 0.10 0 4 -0.13 0.15 0 5 -0.08 0.17 0
3 0.07 0.09 0 4 -0.13 0.14 0 5 -0.08 0.17 0
3 0.00 0.10 0 4 -0.05 0.09 0 5 -0.08 0.18 0
3 0.02 0.09 0 4 0.08 0.13 0 5 -0.07 0.11 0
Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia
6 0.01 0.10 0 7 -0.09 0.10 0 8 0.91 0.08 1
6 0.12 0.10 0 7 -0.07 0.09 0 8 1.00 0.08 1
6 0.02 0.12 0 7 -0.06 0.13 0 8 0.90 0.09 1
6 0.05 0.09 0 7 -0.01 0.10 0 8 1.07 0.11 1
6 0.13 0.08 0 7 0.04 0.10 0 8 1.21 0.11 1
6 0.20 0.07 0 7 -0.05 0.09 0 8 1.13 0.15 1
6 -0.03 0.11 0 7 0.01 0.08 0 8 1.00 0.11 1
6 0.18 0.11 0 7 -0.05 0.12 0 8 0.91 0.08 1
6 0.12 0.08 0 7 0.00 0.10 0 8 0.95 0.08 1
6 0.02 0.09 0 7 -0.03 0.09 0 8 1.00 0.08 1

Tabla 43. Resultados de la validacion externa del PLS-DA del corte 8 con muestras sin pretratamiento. Referencia 1 = pertenencia al grupo; Referencia 0 =
excluido del grupo
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Para las muestras con pretratamiento MSC del grupo corte 8, el modelo PLS-DA (figura
57) obtiene mejores resultados que con las muestras sin pretratamiento, con un R? = 0.951.
Ademas, sigue sin superponerse valores previstos por el modelo y el real.

Predicted vs. Reference

Elements: 588
1.3{ Slope: 09516374
Offset: 0.00806

12 Correlation: 0.9755191
R2(Pearson): 0.9516374
1] R-Square: 09516373
RMSEC:  0.0819575
SEC 00820273
Bias: -4.7651e-07

Predicted Y (CORTES, Factor-8)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Reference Y (CORTES, Factor-8)

Figura 57. Resultado PLS-DA corte 8 con muestras pretratadas MSC

En validacién externa (figura 58 y tabla 44), este modelo tiene un buen comportamiento
en la clasificacion de las 10 muestras sin pretratamiento del corte 8 con pretratamiento MSC.
Como en el caso anterior, las muestras se clasifican correctamente (tabla 43). Por lo tanto, el
modelo PLS-DA con muestras pretratadas MSC tiene la misma validez que el modelo con
muestras sin pretratar.

Predicted with Deviation

Predicted Y
°
>

108B. DCN6.102B. DCNG.106B. DCN7.100B. DCN7.104B. DCN7.108B. DCN8.102B. DCN8.106B
Samples

Figura 58. Representacion gréfico de la validacion externa para el PLS-DA del corte 8 con
muestras pretratadas MSC
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Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia

3 -0.02 0.11 0 4 0.04 0.12 0 5 0.01 0.18 0
3 0.01 0.08 0 4 -0.04 0.10 0 5 0.03 0.13 0
3 -0.06 0.07 0 4 0.02 0.10 0 5 0.00 0.15 0
3 -0.13 0.09 0 4 0.01 0.08 0 5 -0.01 0.13 0
3 -0.01 0.08 0 4 0.08 0.11 0 5 0.06 0.16 0
3 0.01 0.11 0 4 0.07 0.08 0 5 0.02 0.13 0
3 -0.01 0.09 0 4 -0.14 0.14 0 5 -0.01 0.14 0
3 0.07 0.09 0 4 -0.11 0.12 0 5 -0.08 0.16 0
3 0.04 0.10 0 4 -0.03 0.09 0 5 -0.03 0.16 0
3 -0.01 0.09 0 4 0.09 0.12 0 5 -0.02 0.09 0
Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia
6 0.02 0.09 0 7 -0.05 0.07 0 8 0.92 0.10 1
6 0.08 0.07 0 7 -0.02 0.08 0 8 0.99 0.10 1
6 0.00 0.10 0 7 -0.03 0.10 0 8 0.88 0.09 1
6 0.05 0.07 0 7 -0.01 0.08 0 8 1.03 0.13 1
6 0.09 0.08 0 7 0.01 0.08 0 8 1.19 0.16 1
6 0.14 0.07 0 7 -0.04 0.08 0 8 1.12 0.17 1
6 -0.05 0.08 0 7 -0.01 0.08 0 8 1.00 0.13 1
6 0.07 0.08 0 7 -0.01 0.10 0 8 0.89 0.08 1
6 0.07 0.06 0 7 -0.03 0.08 0 8 0.95 0.09 1

Tabla 44. Resultados de la validacion externa del PLS-DA del corte 8 con muestras pretratadas MSC. Referencia 1 = pertenencia al grupo; Referencia 0 =
excluido del grupo
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Para las muestras con pretratamiento EMSC del grupo corte 8, el modelo PLS-DA
(figura 59) obtiene mejores resultados que con las muestras sin pretratamiento, pero inferior al
pretratamiento MSC, con un R? = 0.939. Ademas, sigue sin superponerse valores previstos por
el modelo y los reales

Predicted vs. Reference

Elements: 588
1.2 Slope: 0.9398661
Offset: 0.0100223
11 Correlation:  0.969467 H
R2(Pearson): 0.9398662
1 R-Square: 0.9398661
RMSEC: 0.0913889
SEC 0.0914666
Bias: 7.9194e-09|
1
i

Predicted Y (CORTES, Factor-9)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
Reference Y (CORTES, Factor-9)

Figura 59. Resultado PLS-DA corte 8 con muestras pretratadas EMSC

En validacién externa (figura 60 y tabla 45), este modelo tiene un buen comportamiento
en la clasificacién de las 10 muestras sin pretratamiento del corte 8 con pretratamiento EMSC.
Como en los dos casos anteriores, las muestras se agrupan correctamente (tabla 45). Por lo
tanto, el modelo PLS-DA con muestras pretratadas EMSC es peor que con muestras pretratadas

MSC, pero sigue siendo valido para clasificar las muestras del corte 8.

Predicted with Deviation

Predicted Y

DCN3.100B. DCN3.104B. DCN3.108B. DCN4.102B. DCN4.106B. DCN5.100B. DCN5.104B. DCN5.1088. DCNG.102B. DCNG6.106B. DCN7.100B. DCN7.104B. DCN7.108B. DCNB8.102B. DCN8.106B.
Samples

Figura 60. Representacion gréfico de la validacion externa para el PLS-DA del corte 8 con
muestras pretratadas EMSC
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Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia

3 -0.01 0.15 0 4 -0.01 0.13 0 5 0.10 0.13 0
3 0.08 0.09 0 4 -0.07 0.14 0 5 0.09 0.13 0
3 -0.10 0.09 0 4 0.01 0.13 0 5 0.04 0.15 0
3 -0.11 0.12 0 4 0.04 0.08 0 5 0.03 0.09 0
3 0.01 0.11 0 4 0.13 0.10 0 5 0.12 0.14 0
3 0.03 0.13 0 4 0.11 0.12 0 5 0.07 0.14 0
3 0.05 0.11 0 4 -0.20 0.17 0 5 0.09 0.12 0
3 0.15 0.11 0 4 -0.17 0.13 0 5 -0.03 0.13 0
3 0.10 0.13 0 4 -0.03 0.11 0 5 0.01 0.12 0
3 0.01 0.11 0 4 0.09 0.10 0 5 0.00 0.11 0
Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia Corte Previsto Desviacion Referencia
6 0.04 0.10 0 7 -0.03 0.08 0 8 0.93 0.09 1
6 0.12 0.09 0 7 0.00 0.09 0 8 1.00 0.10 1
6 0.00 0.10 0 7 0.02 0.12 0 8 0.86 0.09 1
6 0.08 0.07 0 7 0.02 0.10 0 8 1.01 0.12 1
6 0.10 0.09 0 7 -0.01 0.10 0 8 1.14 0.13 1
6 0.13 0.09 0 7 -0.06 0.08 0 8 1.10 0.15 1
6 -0.03 0.10 0 7 -0.01 0.08 0 8 0.95 0.12 1
6 0.12 0.10 0 7 -0.02 0.12 0 8 0.89 0.09 1
6 0.10 0.08 0 7 -0.06 0.09 0 8 0.94 0.08 1
6 0.03 0.08 0 7 0.00 0.08 0 8 0.99 0.08 1

Tabla 45. Resultados de la validacion externa del PLS-DA del corte 8 con muestras pretratadas EMSC. Referencia 1 = pertenencia al grupo; Referencia 0 =
excluido del grupo
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Los pérrafos siguientes son un resumen de los resultados obtenidos con los modelos
supervisados y su correspondiente discusion.

Con muestras sin pretratar se ha conseguido mejor resultado en el modelo del corte 6.
Con muestras pretratadas MSC se obtienen las mejores R? en los modelos de los cortes 4, 7 y 8.
En el resto de modelos PLS-DA, cortes 3 y 5, los mejores resultados se alcanzan con las
muestras pretratadas con EMSC.

Comparando los resultados obtenidos en este capitulo, en validacion cruzada Young et
al. (2011) obtuvieron una correlacién de 0.83% utilizando este mismo modelo para diferenciar
muestras de Scrophulariae radix en funcion de su origen geografico y con muestras pretratadas
con MSC. Ivorra et al. (2013) alcanzaron un R? de 0.82 % en la clasificacion de muestras de
salmén envasado caducado y no caducado. Estos resultados hay que considerarlos buenos
teniendo en cuenta que son modelos méas sencillos que los expuéstos en el capitulo, existiendo
dificultades en la diferenciacion vegetativa entre los distintos cortes por haber pocas diferencias
en las estructuras que componen el triticale.

En cualquier caso, la correccion del ruido espectral mediante MSC/EMSC proporciona
una mayor seguridad en los resultados de clasificacion mediante PLS-DA. Ello es asi no tanto
por el valor final asignado a una muestra, 0 6 1 en funcion de la pertenencia, sino como por la
disminucién de la incertidumbre estadistica en el valor proporcionado.

Si se compara el modelo PLS-DA con el SIMCA se comprueba que con el primero se
obtienen mejores resultados. En el mismo sentido se pronuncian Galtier et al. (2011), quienes
comprobaron que la clasificacion mediante PLS-DA era mejor que la clasificacion SIMCA para
diferenciar aceites de oliva virgen, con un 100% de buenos resultados con la clasificacion PLS-

DA, al contrario que con el SIMCA que no obtuvo buenos resultados.
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Conclusiones

En las condiciones experimentales descritas y una vez realizado el estudio de los datos

seguln los criterios iniciales, se puede concluir:

CAPITULO I

Campania (efecto del ambiente)

Tanto la precipitacion como la temperatura afectaron de manera significativa al
contenido de proteina. A menor cantidad de agua y temperatura mayor contenido de proteina en
el forraje de triticale.

La mayor temperatura media de la campafia 2009/2010 afectd al contenido de FB, FND,

FAD y LAD aumentando sus valores significativamente respecto a la campafia 2010/2011.

Densidad de siembra

La densidad de siembra afect6 a la FB y lo hizo aumentando su valor a medida que ésta
aumentaba.

El resto de las variables estudiadas (PB, FND, FAD, LAD y VRF) no se vieron
afectadas significativamente por la densidad de plantas.

Numero de Aprovechamientos

El nimero de aprovechamientos ejercié una influencia altamente significativa sobre la
PB, disminuyendo su valor al pasar del primer (21.05 %) al segundo (16.02 %)
aprovechamiento.

También tuvo una influencia altamente significativa sobre la FB, aumentando su valor
cuando se pasé del primer (23.87 %) al segundo (27.21 %) aprovechamiento.

No parece ejercer una influencia clara sobre los contenidos de FND, FAD y LAD,
aunque existe una tendencia a disminuir el valor de la FND y FAD y aumentar el valor de la
LAD al pasar del primer al segundo aprovechamiento.

El VRF aumenta, ligera y significativamente, en el segundo aprovechamiento (123.30)

frente al primero (119.20).

Dosis de Nitrégeno

La dosis de nitrdgeno influyé positivamente en el contenido de PB, ya que al aumentar
la dosis de nitrégeno se produce un aumento significativo de la PB.

El contenido de FB no se ve influido significativamente por la dosis de nitrégeno.

La dosis de nitrégeno no tiene una influencia clara sobre la FND y FAD, aunque en
alguna campafia se observaron ligeros aumentos al aumentar la dosis de nitrégeno. En la LAD

no se observa ninguna influencia significativa atribuible a la dosis de nitrégeno.
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Como consecuencia del aumento de los contenidos de la FND y FAD, el VRF

disminuye al aumentar la dosis de nitr6geno.

Conclusion final del capitulo |

Los afios lluviosos y con altas temperaturas ocasionan una disminucion del contenido de
proteina y un aumento de la fibra del forraje de triticale. Independientemente de la densidad de
siembra utilizada, con un solo aprovechamiento y con una dosis de nitrégeno moderada (75 kg
N ha?) se puede obtener una buena calidad de forraje de triticale. Con esta combinacion el
forraje obtenido es de 12 calidad en relacion al contenido de proteina (18.54 %) y de 22 calidad

con respecto al valor relativo del forraje (121.25).

CAPITULO II

Este trabajo demuestra que la tecnologia NIRS puede ser una ser usada como
herramienta para la prediccion del contenido de PB en el forraje de triticale cv Verato, como
alternativa a los métodos tradicionales de analisis. Aunque es necesario seguir trabajando en el
ajuste de las ecuaciones de prediccion en posteriores estudios con muestras similares.

La calibracion obtenida para FB y LAD no ha conseguido los resultados 6ptimos que se
esperaban, aunque para FB han sido aceptables. Esto es debido a que las muestras que se han
utilizado, a pesar de tener un rango aparentemente éptimo, son las correspondientes s6lo a dos
periodos de tiempo, los concernientes a los dos aprovechamientos animales.

Respecto a la FND y FAD si han superando el minimo del 75% recomendado para la
fiabilidad a un analisis NIRS. A pesar de ello, y como se ha comentado en el parrafo anterior,

son resultados mejorables.

CAPITULO Il

Con el analisis de componentes principales, realizado con las muestras sin
pretratamiento, se ha comprobado que éstas se agrupan sélo en funcién de la fecha de corte,
siendo la clasificacion méas sencilla y suficiente para lograr una separacion de las muestras
segun el periodo vegetativo en el que se encuentren. Cuando se utilizan las muestras con
pretratamiento MSC ocurre lo mismo que con las muestras sin pretratar. Con las muestras
pretratadas E-MSC se diferencian dos grupos dentro de los cortes, los tres primeros (periodo
vegetativo) de los tres Gltimos (periodo reproductivo).

El método k-means con muestras originales, MSC y E-MSC, no cumplen los requisitos

para poder separar muestras de triticale segun su fecha de corte. A pesar de ello, el método k-
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means con muestras E-MSC es el que mejor agrupa las muestras segun fecha de corte. Con el
andlisis k-medians y las muestras originales no se han obtenido resultados adecuados para la
clasificacion de los forrajes segtn la fecha de corte. Con las muestras pretratadas MSC y E-
MSC los resultados mejoran. En cuanto al analisis cluster, con los diferentes métodos de
agrupacion y medida de distancia euclidea al cuadrado y aunque sean limitados en sus
capacidades de prediccion, el basado en la medida Ward con muestras E-MSC resulta ser el mas
adecuado.

Respecto al procedimiento de clasificacion supervisado SIMCA resulta adecuado para
resolver el problema de clasificar los forrajes en funcion del periodo vegetativo en el que se
realice el corte, siendo las muestras sin pretratar con las que mejor agrupamiento se consigue.

En el modelo PLS-DA, las muestras pretratadas MSC y E-MSC no mejoran el resultado
respecto a las muestras sin pretratar. Aunque es un modelo suficiente para agrupar las muestras

en funcion del periodo fenoldgico en el que se realice el corte.
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