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PREDICCION DE CALIDAD EN LINEAS DE ALFALFA TOLERANTES A SEQUIA
BASADO EN TECNOLOGIA NIRS

PREDICTION OF QUALITY IN DROUGHT-TOLERANT ALFALFA LINES BASED
ON NIRS TECHNOLOGY

Palabras indice adicionales: Valor nutritivo del forraje, mejoramiento genético,
ambientes mediterraneos de secano.

RESUMEN

La alfalfa (Medicago sativa) es un cultivo forrajero estratégico para sistemas
ganaderos de secano mediterraneo, siendo clave la seleccion de poblaciones con
elevada calidad nutricional y adaptacion a la sequia para la sostenibilidad
productiva. En este contexto, la espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIRS)
surge como una herramienta eficiente para la determinacion de calidad de forraje.
Los objetivos de este trabajo fueron i) predecir calidad nutricional (proteina cruda
(PC), fibra detergente neutra (FDN) y fibra detergente acida (FDA)) en alfalfa
mediante el ajuste de modelos predictivos basados en espectroscopia NIR; ii)
estimar la calidad de forraje de 250 progenies de medios hermanos de alfalfa
desarrolladas por INIA, y iii) seleccionar las progenies con mayor calidad de forraje
en ambientes mediterraneos de secano. Se desarrollaron modelos NIRS a partir de
125 muestras de forraje de alfalfa mediante regresion PLS, los cuales presentaron
elevada capacidad predictiva. Estos modelos permitieron estimar PC, FDN y FDA
en 1.000 muestras de forraje de alfalfa provenientes de la Estacion Experimental
Cauquenes del INIA. Los resultados demuestran la eficacia de NIRS como
herramienta robusta y precisa para la determinacién de calidad de forraje en alfalfa,
contribuyendo una base técnica sélida para programas de mejoramiento genético

de alfalfa.

SUMMARY
Alfalfa (Medicago sativa) is a key forage crop for Mediterranean rainfed livestock

systems. The selection of populations with high nutritional quality and drought



tolerance is essential for ensuring the long-term productivity of these systems. In this
context, near-infrared spectroscopy (NIRS) emerges as an efficient tool for
determining forage quality. This study aimed to i) predict the quality of alfalfa forage
in terms of crude protein (CP), acid detergent fiber (ADF) and neutral detergent fiber
(NDF) by adjusting predictive models based on NIRS; ii) estimate the forage quality
of 250 alfalfa half-sib progenies developed by INIA, and iii) select the progenies with
the highest forage quality in Mediterranean rainfed environments. NIRS models were
developed using PLS regression on 125 alfalfa forage samples, which showed high
predictive power. These models enabled the prediction of CP, NDF, and ADF in
1,000 alfalfa forage samples from INIA's Cauquenes Experimental Station. The
results demonstrate the effectiveness of NIRS as a robust and accurate tool for
determining forage quality in alfalfa and provide a solid technical basis for alfalfa

breeding programs.

INTRODUCCION

El cambio climatico hace referencia a un cambio significativo en las condiciones del
clima, como, precipitaciones, temperatura, viento o patrones de nieve. Se proyecta
que el cambio climatico tendra impactos significativos en la agricultura de manera
directa e indirecta en cultivos, suelos, ganado y plagas (Hatfield et al., 2020). La
produccion agricola puede verse drasticamente disminuida debido a la variabilidad
climatica asociada a los aumentos de temperatura y de la concentracion de didéxido
de carbono, asi como a los cambios en los patrones de las precipitaciones
(Eftekhari, 2022). Junto con lo anterior, ha ido en aumento la ocurrencia de
fendmenos meteoroldgicos extremos, tales como sequias, olas de calor e intensas
lluvias que provocan inundaciones, incrementando la lixiviacion, erosién del suelo y
la escorrentia (Bibi y Rahman, 2023).

En Chile, las precipitaciones han disminuido entre 2 y 4% por década en los
ultimos 50 afios, lo que ha afectado negativamente el establecimiento y la
produccion de cultivos en el territorio nacional.

El secano mediterraneo de Chile es una de las zonas mas vulnerables a la

disminucién en las precipitaciones, debido a que depende exclusivamente del agua



proveniente de las lluvias. El secano mediterraneo comprende cerca de 2,5 millones
de hectareas ubicadas en la vertiente occidental (secano costero) y oriental (secano
interior) de la cordillera de la Costa, entre las regiones de O’Higgins (33,9° latitud
sur) y Biobio (37,8° latitud sur). Se caracteriza por precipitaciones concentradas
mayoritariamente en los meses de invierno (80 %), y por una temporada estival que
puede variar entre 4 y 6 meses secos y calurosos (Inostroza et al., 2024).

Los sistemas agricolas mediterraneos chilenos se caracterizan por el
establecimiento de cultivos mixtos y por la produccién ganadera. La utilizacion de
cultivos intensivos con labranza convencional ha provocado un deterioro de las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo y en muchas zonas, la produccion se ha
limitado debido a compactacién del suelo, disminucion de la infiltracion y contenido
de nutrientes, aumento de la escorrentia y erosion del suelo (Martinez et al., 2011,
2012). Por otra parte, la produccion ganadera se sustenta en pasturas anuales y
esta fuertemente limitada por la escasez de forraje disponible desde el verano hasta
el otofio (Del Pozo et al., 2017).

Con la finalidad de extender la temporada de forraje en los sistemas de
produccion de secano, surge como alternativa el uso de leguminosas perennes con
sistema radical profundo. Las especies perennes suelen presentar una mayor
proporcion de raices por brote y una mayor extensién de las raices laterales en
comparacion con las especies anuales (Cocks, 2001; Schenk y Jackson, 2002).
Ademas, especies con raices profundas tienen la capacidad de absorber nutrientes
de horizontes mas profundos en suelos deficientes en nutrientes (McCulley et al.,
2004) y son capaces de mejorar las caracteristicas fisicoquimicas del suelo (Holford
et al., 1998; Cocks, 2001; Dear et al., 2003).

Entre las leguminosas perennes, la alfalfa (Medicago sativa L., Fabaceae)
podria utilizarse como estrategia de adaptaciéon al cambio climatico en regiones
semiaridas, aumentando la resiliencia y sostenibilidad de los sistemas de
produccion de secano (Porqueddu et al., 2016; Ghahramani et al., 2020).

La alfalfa es una de las leguminosas perennes mas tolerantes a la sequia (Li et
al., 2008) y puede sobrevivir a largos periodos secos debido a su profundo sistema
de raices (Ward et al., 2001). Ademas, la pubescencia de las hojas, la cuticula



gruesa y el area foliar reducida mejoran la tolerancia de la alfalfa a la sequia.
Cuando la disponibilidad de agua en el suelo es baja o nula en verano, la alfalfa
permanece inactiva y cuando comienzan las lluvias a principios de otofo, se reinicia
el crecimiento (Humphries y Auricht, 2001). Asimismo, se caracteriza por su
capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico en asociacion con bacterias simbiontes de
la especie Sinorhizobium meliloti, mejorando las caracteristicas quimicas del suelo,
lo que favorecera el rendimiento del préximo cultivo que se establezca (Latta et al.,
2001; Dear et al., 2003). Sin embargo, la alfalfa no se encuentra adaptada al
anegamiento (Hill, 1996), es sensible a los suelos acidos (Munns, 1965) y no tolera
el pastoreo continuo (McKinney, 1974).

Pese a que la alfalfa es una especie con caracteristicas deseables de
adaptacion a condiciones de déficit hidrico, la domesticacidon de esta ha reducido la
diversidad genética y los cultivares comerciales se encuentran menos adaptados al
estrés ambiental (Muller et al., 2006). Debido a lo anterior, se requieren nuevos
cultivares con mayor tolerancia a la sequia para ayudar a mitigar los efectos del
cambio climatico (Humphries et al., 2020).

Los cultivares de alfalfa de secano se seleccionan en funcion de la supervivencia
durante el establecimiento, la tolerancia al pastoreo (Humphries et al., 2006), la
adaptacién general (Bouton, 2012) y la persistencia en condiciones de sequia
(Marshall et al., 2008).

En Chile, el Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA) ha trabajado en
los ultimos 15 afos en el desarrollo de germoplasma tolerante a la sequia en
especies leguminosas forrajeras perennes, entre ellas, la alfalfa. INIA ha
seleccionado germoplasma de alfalfa con tolerancia a la sequia y ha iniciado un
programa de mejoramiento genético de la especie denominado “Programa de
Alfalfas de Secano (PAS)”. El desarrollo de nuevos cultivares de alfalfa involucra la
caracterizacion fenotipica (tolerancia a sequia y valor agronémico de poblaciones),
seleccion de padres con atributos sobresalientes, policruzamientos, evaluacion
agronomica de progenies y cruzamientos dirigidos para el desarrollo de cultivares

sintéticos. Como resultado de los afios de trabajo en el mejoramiento genético de la



alfalfa, se obtuvo la primera variedad de alfalfa adaptada a condiciones de secano
mediterraneo denominada “Kauke” (Inostroza et al., 2024).

El PAS-INIA ha desarrollado cultivares tolerantes a sequia en funcién de
productividad y persistencia en condiciones de estrés hidrico, sin considerar la
calidad nutricional de la alfalfa, factor clave en los sistemas ganaderos. Lo anterior,
se debe al elevado costo de la mano de obra y del analisis quimico por muestra. El
uso de métodos indirectos basados en tecnologia de Espectroscopia de
Reflectancia del Infrarrojo Cercano (NIRS) surge como una alternativa para
optimizar tiempo y recursos.

La tecnologia NIRS permite la prediccion instantanea del valor nutritivo de
alimentos y forrajes (Garrido, 1997). En comparacion con métodos analiticos de
laboratorio de tipo convencional, es un método no destructivo, no requiere reactivos
y permite la determinacion de multiples componentes como proteina cruda (PC),
materia organica digestible (MOD), fibra detergente acida (FDA) y fibra detergente
neutro (FDN), entre otros. La implementacién de la tecnologia NIRS para estimar
calidad de forraje requiere un proceso de calibracién, que consiste en la obtencion
del espectro NIRS y la realizacion de analisis quimico tradicional en muestras
individuales de forraje. Con esta informacion, se ajustan modelos predictivos que
luego se utilizan de forma rutinaria para la estimacién (Stuth et al., 2003). Programas
de mejoramiento genético a nivel global utilizan la tecnologia NIRS para la
estimacion de parametros de calidad de forraje en alfalfa (Julier et al., 2000; Biazzi
et al., 2017; Liu et al., 2018; Lin et al., 2020, 2025)

Los objetivos de este trabajo fueron i) predecir calidad nutricional (PC, FDN y
FDA) en alfalfa mediante el ajuste de modelos predictivos basados en
espectroscopia NIR; ii) estimar la calidad de forraje de 250 progenies de medios
hermanos de alfalfa desarrolladas por INIA, vy iii) seleccionar las progenies con

mayor calidad de forraje en ambientes mediterraneos de secano.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal



El programa de mejoramiento genético de alfalfa del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (INIA-Chile) introdujo 70 accesiones de alfalfa provenientes de
diversas regiones, incluidas Chile, Azerbaiyan, Kazajistan, Estados Unidos,
Australia y Espafa. La coleccion estuvo compuesta por variedades locales,
cultivares y lineas genéticas avanzadas, seleccionadas por su potencial tolerancia
a condiciones de sequia. El objetivo de esta iniciativa fue ampliar la diversidad
genética de la alfalfa en Chile e identificar rasgos asociados a la adaptabilidad en
condiciones de estrés hidrico, contribuyendo al mejoramiento de los cultivares
nacionales.

De las accesiones evaluadas, se seleccionaron 25 por sus valores genéticos
superiores en produccion de materia seca y persistencia. Posteriormente, se
eligieron 10 genotipos por accesion, que se clonaron mediante el enraizamiento de
secciones de tallo de 5 centimetros, obteniéndose cinco clones por genotipo.

En total, 250 genotipos de alfalfa se establecieron en un disefio de bloques
completos al azar, con cinco réplicas (clones), para realizar un policruzamiento.
Dentro de una jaula a prueba de insectos, las plantas se cruzaron con la ayuda de
abejorros (Bombus terrestris L.), obteniéndose un total de 250 progenies de medios
hermanos, denominadas “Poblacién de Alfalfa Tolerante a la Sequia”.

Las 250 semillas de progenie de medios hermanos se sembraron en bandejas
de germinacion con turba (Kekkila, Finlandia) como sustrato. El sustrato se rego
diariamente y se fertilizd periédicamente con una solucion de 1,1 g L' de
Phostrogen (Bayer, Reino Unido). Las plantulas fueron inoculadas con una
suspension de Sinorhizobium meliloti (cepa WSM2141) y cultivadas durante dos
meses en invernadero.

Sitio experimental y establecimiento de plantas

El estudio se llevd a cabo en la Estacion Experimental Cauquenes del INIA (Chile),
ubicada en las coordenadas 35°57'S y 72°19'0. Cauquenes, presenta un clima
mediterraneo con marcada estacionalidad y condiciones propensas a la sequia,
adecuadas para la evaluacion de tolerancia a sequia en alfalfa.

Durante el periodo 2020-2023, la temperatura media anual fue de 14,7 °C. En

el mes de enero se registraron temperaturas minima y maxima promedio de 11,2 °C



y 31,7 °C, respectivamente, mientras que los meses de enero y febrero, registraron
temperaturas maximas medias superiores a 31,5 °C. Por el contrario, julio
correspondio al mes mas frio, con temperaturas inferiores a 2,5 °C. En relacion con
la pluviometria, la precipitacion media anual fue de 485 mm, inferior al promedio
histérico regional (650 mm).

Posterior al trasplante de las 250 progenies de medios hermanos en octubre de
2020, se registraron periodos de sequia durante tres temporadas consecutivas:
noviembre de 2020 a abril de 2021, noviembre de 2021 a abril de 2022 y noviembre
de 2022 a abril de 2023, con precipitaciones acumuladas de 43,2, 47,6 y 30,2 mm,
respectivamente.

Las parcelas experimentales consistieron en cuatro hileras de 1 m de longitud,
separadas por 20 cm, con plantas espaciadas a 10 cm dentro de cada hilera,
totalizando 40 plantas por parcela.

El estudio se establecid segun un disefio experimental a-lattice con cuatro
repeticiones. Cada repeticion incluyéd 10 bloques parciales, cada uno con 25
progenies, lo que totalizé 1.000 parcelas experimentales.

Manejo del suelo y fertilizaciéon

El suelo del sitio se clasifica como Ultic Palexeralf, con las siguientes caracteristicas
a 0-20 cm de profundidad: pH de 5,7 (en solucion acuosa 1:2,5), 2,7 % de materia
organica y concentraciones disponibles de nitrégeno (N), fésforo (P) y potasio (K)
de 45 mg kg™, 17 mg kg'y 250 mg kg, respectivamente.

Previo al trasplante, el terreno fue preparado mediante arado de cincel y rastra
de discos, y fertilizado con 200 kg ha' de superfosfato triple (46 % P20s), 2.000 kg
ha! de carbonato de calcio (CaCO3), 100 kg ha™' de sulfato de potasio (50 % K20y
54 % S04) y 20 kg ha' de boronatrocalcita (11 % B).

Analisis quimico de muestras de alfalfa

Para la calibracion de los modelos predictivos de calidad nutricional, se emplearon
125 muestras de forraje de alfalfa, recolectadas desde predios experimentales del
INIA (Santa Rosa, Hidango y Cauquenes) y predios agricolas, de las comunas de

Pueblo Seco y El Carmen. Las muestras incluyeron variedades comerciales y lineas



genéticas desarrolladas por el INIA, representando una elevada variabilidad
agroecologica y de calidad nutricional.

Las muestras fueron enviadas al Laboratorio de Bromatologia de INIA Osorno,
donde se determind proteina cruda (PC) segun la AOAC (AOAC, 1990), y el
contenido de fibra detergente acida (FDA) y fibra detergente neutro (FDN) segun el
procedimiento descrito por Van Soest (Van Soest et al., 1991).

Obtencién de datos NIRS

Las 125 muestras de forraje de alfalfa, previamente secadas y homogenizadas,
fueron analizadas en el Laboratorio de Suelos y Medioambiente de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de Concepcion, utilizando un espectréometro FT-NIR
Bruker Matrix-1 (Bruker Optik GmbH, Efttlingen, Alemania), en un rango espectral de
12.000 a 4.000 cm™. Cada espectro se obtuvo a partir de 128 exploraciones
aleatorias con una resolucion de 2 cm™.

Para el control del equipo y la obtencién de las firmas espectrales se utilizo el
software OPUS v7.5 (Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Alemania).

Modelo predictivo de calidad nutricional

Previo al desarrollo de los modelos, se realizé un Analisis de Componentes
Principales (PCA) con el fin de explorar la variabilidad de las muestras y detectar
posibles valores atipicos. Posteriormente, a partir de los resultados bromatoldgicos
de PC, FDN y FDA, junto con las firmas espectrales de cada una de las 125
muestras de alfalfa, se desarrollaron los modelos para estimar calidad nutricional.

Los datos fueron inicialmente preprocesados mediante el método Variable
Normal Estandar (SNV, Standard Normal Variate), con el objetivo de reducir la
variabilidad fisica asociada al tamafo de particula de las muestras, utilizando el
software Pirouette v3.11. Sobre esta base, los modelos se construyeron mediante
regresion de minimos cuadrados parciales (PLS, Partial Least Squares).

La calibracion de los modelos se efectué mediante una particion aleatoria de los
datos, destinando el 70% de las muestras (n=87) para el conjunto de la calibracion
del modelo, y el 30% restante (n=38) fue utilizado para el conjunto de validacion

externa, también denominado conjunto de prediccion.



La seleccion del modelo predictivo se sustento en tres criterios: i) coeficiente de
determinacién (R?) cercano a 1; ii) valores bajos en el error cuadratico medio de la
prediccion (RMSEP); iii) desviacion residual predictiva (RPD) mayor a 2,4 (Tabla 2)
(Locher et al., 2005; Nie et al., 2009). El RPD permitié evaluar la precisién de los
modelos, y fue calculado como la relacion entre la desviacion estandar de los
valores de referencia y el error cuadratico medio de prediccion (RMSEP) (Parrini et
al., 2018).

Prediccién de calidad nutricional

Las 1.000 unidades experimentales establecidas en la Estacion Experimental
Cauquenes del INIA fueron cosechadas en noviembre de 2023. En cada una se
evalud la produccion de materia seca y se extrajo una submuestra de 400 g, la cual
fue secada en horno con ventilacion forzada a 65°C y posteriormente homogenizada
mediante molienda hasta un tamafio de particula de 500 ym (molino Retsch SM
300, Alemania).

Las muestras se analizaron en el espectrémetro ubicado en el Laboratorio de
Suelos y Medioambiente de la Facultad de Agronomia de la Universidad de
Concepciodn, donde se estimaron las concentraciones de proteina cruda (PC), fibra
detergente neutro (FDN) y fibra detergente acido (FDA) aplicando los modelos
previamente calibrados.

Analisis estadistico

Las variables de calidad del forraje y de produccion de materia seca se analizaron
mediante el ajuste de modelos mixtos en el software R. Los modelos se ajustaron
mediante el método de maxima verosimilitud restringida (REML) con el paquete
Agricolae en R. El modelo ajustado fue el siguiente: Y;;,, = u+ g; + 17 + By, + &jm.
Donde Yim corresponde al valor fenotipico del i-ésimo genotipo (g) en la j-ésima
repeticion (r), en el m-ésimo bloque incompleto (IB), 1 es la media poblacional y ¢ el
error experimental. El genotipo (poblacion) se consideré como efecto fijo, y la
repeticion y el bloque incompleto, como efectos aleatorios. Las medias se
compararon mediante la prueba de diferencia minima significativa (DMS-Fisher) con

un nivel de confianza del 95%.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de muestras de alfalfa

La composicion quimica de las 125 muestras de alfalfa fue determinada mediante
quimica humeda (Tabla 1). Se observé un amplio rango de variacion en proteina
cruda (PC), fibra detergente neutro (FDN) y fibra detergente acido (FDA) debido a

que las muestras provienen de ambientes agroecologicos diversos.

Tabla 1. Media, rango de variacion (minimo y maximo) y desviacion estandar (DE)
de proteina cruda (PC), fibra detergente neutro (FDN) y fibra detergente acido (FDA)
evaluadas en 125 muestras de alfalfa utilizadas para la calibracién (n=87) y
validacion externa (n=38) del modelo predictivo de calidad de forraje de alfalfa.

Calibracién
Componente Minimo Maximo Media DE
PC (%) 13,30 25,30 19,60 2,48
FDN (%) 29,24 56,75 43,75 6,09
FDA (%) 21,60 47,72 36,15 5,57
Validacién externa
PC (%) 11,20 29,10 18,38 5,32
FDN (%) 27,36 53,45 40,69 8,31
FDA (%) 19,40 41,50 31,40 7,24

Modelo predictivo de calidad nutricional
El modelo predictivo para proteina cruda (PC) obtuvo un coeficiente de
determinacién (R?) de 0,96 en el conjunto de validacidon externa, lo que indica que
el 96% de la variabilidad de los datos de referencia es explicada por el modelo
predictivo (Figura 1). El error cuadratico medio de prediccion (RMSEP) fue de
1,56%, lo que implica que el error promedio de prediccion es de £1,56 puntos
porcentuales respecto al valor de referencia. La desviacion residual predictiva
(RPD) calculada fue de 3,41, lo que permite clasificar al modelo predictivo de PC
como altamente robusto y preciso (Tabla 2).

El modelo predictivo para fibra detergente neutro (FDN) obtuvo un R? de
prediccidon de 0,96, lo que indica que el 96 % de la variabilidad de los datos de
referencia es explicada por el modelo (Figura 2). EI| RMSEP fue de 1,98 %, lo que

implica que el error promedio de prediccidon es de 1,98 puntos porcentuales
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respecto al valor de referencia. ElI RPD calculado fue de 4,19, lo que permite

clasificar al modelo como altamente robusto y preciso (Tabla 2).

Tabla 2. Estadisticos descriptivos para modelos de calibracion y prediccion de
componentes nutricionales de alfalfa.

Calibracién Prediccion
R?c RMSEC R?%p RMSEP RPD
Proteina cruda 0,8940 1,13 0,9650 1,56 3,41
Fibra detergente neutro  0,9196 2,25 0,9651 1,98 4,19
Fibra detergente acido 0,9200 2,42 0,9518 3,36 2,15

R2c: Coeficiente de determinacion para calibracion, R2p: Coeficiente de determinacién para
prediccion, RMSEC: error cuadratico medio de la calibracion, RMSEP: error cuadratico medio de
prediccién, RPD: desviacion residual predictiva.

Figura 1. Relacion entre los valores observados y predichos de proteina cruda (PC)
en muestras de alfalfa, obtenidos mediante la calibracién de modelos predictivos.
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*Puntos rojos indican valores predichos por el modelo y puntos negros corresponden al modelo
calibrado.
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El modelo predictivo para fibra detergente acido (FDA) obtuvo un R? de prediccidn
de 0,95 (Figura 3), presenté un RMSEP de 3,36 % y un RPD de 2,15. A pesar de
que el modelo no superé el umbral de RPD (>2,4), el elevado R? de prediccion

permite validar el uso de este modelo para los fines de este trabajo (Tabla 2).

Figura 2. Relacion entre los valores observados y predichos de fibra detergente
neutro (FDN) en muestras de alfalfa, obtenidos mediante la calibracion de modelos
predictivos.
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55
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FDN obs
*Puntos rojos indican valores predichos por el modelo y puntos negros corresponden al modelo
calibrado.

En general, los modelos predictivos para proteina cruda, fibra detergente neutro y
fibra detergente acido, mostraron un buen ajuste estadistico en base a los valores
de coeficiente de determinacion de la prediccion (R?p), error cuadratico medio de la
prediccion (RMSEP) y desviacion residual predictiva (RPD). Lo que permite el uso

de estos modelos para predecir calidad nutricional en alfalfa.
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Figura 3. Relacion entre los valores observados y predichos de fibra detergente
acido (FDA) en muestras de alfalfa, obtenidos mediante la calibracion de modelos
predictivos.
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*Puntos rojos indican valores predichos por el modelo y puntos negros corresponden al modelo
calibrado.

Calidad nutricional de poblaciones de alfalfa

De acuerdo con los modelos predictivos generados, se determiné calidad nutricional
de 1.000 muestras, provenientes de 250 progenies de medios hermanos de alfalfa.
Proteina cruda. La concentracion de proteina cruda vario significativamente entre
las poblaciones (P<0,001; Tabla 3). La proteina cruda varié entre 11,17 % y 19,22
% de materia seca (Tabla 3). Destacan en el 5% superior las poblaciones: AlfalL47-
10, AlfaL33-6, AlfaL62-5, AlfaL28-2, AlfalL40-7, AlfaL35-10, AlfaL56-8, AlfalL57-5,
AlfalL4-5, AlfalL62-6, AlfaL62-3 y AlfaL5-9, que, en promedio, alcanzaron un 18 % de
proteina cruda (Tabla 4).

Los valores de PC obtenidos en este estudio son bajos en comparaciéon con un
alfalfar establecido en condiciones de riego en el valle central de Chile, donde se
han reportado valores cercanos al 26 %. En un estudio previo, se determind en
alfalfa establecida en la zona sur de Chile un 26,15 %, 20,68 % y 18,91 % de PC en



14

estado vegetativo, botén floral y floracion (Anrique y Molina, 2014). Las diferencias
se deben principalmente a las condiciones limitantes que impone el secano de
Cauquenes, donde la alfalfa debe crecer y producir forraje en un suelo granitico de
baja fertilidad y con una temporada estival que supera los cinco meses.

Sin embargo, al comparar los resultados de este estudio con informaciéon del
secano mediterraneo de Chile, se observa que la alfalfa es una especie que produce
forraje de alta calidad. Por ejemplo, una pradera natural de la zona de la
precordillera de la region del Maule, presento valores de proteina cruda de un 11,9
%, 18,8 % y 10,2 % en los meses de septiembre, octubre y diciembre,
respectivamente (Gutiérrez et al., 1883). Por otra parte, una pradera de trébol
subterraneo de la precordillera de la regién del Biobio, presento valores de proteina
de 11,3 %,13,2 % y 11,1 % en los meses de octubre, noviembre y diciembre,
respectivamente (Klee et al., 1985). En una pradera anual del secano interior de la
region subhumeda Lolium multiflorum como especie dominante, se alcanzé valores
de proteina cruda de un 17 % en estado vegetativo, 15 % en elongacion del tallo
floral, 12 % floracion y 8 % en fructificacion (Ovalle, 1986).

La fraccion de proteina cruda generalmente depende de la cantidad de nitrégeno
disponible (Watson et al., 2002) y, la alfalfa es una especie forrajera eficaz en la
fijacion de nitrégeno, superior en un 10 a 30 % en comparacion con otras
leguminosas (Gierus et al., 2012). El grado de fijacion de nitrégeno determina la
disponibilidad de nitrogeno para la produccion de proteinas, no obstante, existen
otros factores limitantes para la produccién de biomasa, como la disponibilidad de
agua. En soja, se identifico la absorcion de nitrégeno como un factor importante
para la produccion de biomasa en condiciones de sequia (Nakayama et al., 2007),
y en el cultivo del mani, se observd una disminucion de la fijacion de nitrégeno en
condiciones de estrés hidrico (Pimratch, 2012). La simbiosis entre Sinorhizobium
meliloti, y alfalfa, se puede ver afectada negativamente en condiciones de sequia,
tanto por la pérdida de viabilidad de las bacterias, como por la deshidratacion de los
nodulos que las albergan (Andrés et al., 2012). Esto sugiere que la disminucion en

las fracciones de proteina cruda en alfalfa sometida a condiciones de estrés hidrico
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es causada por una respuesta a este por la limitacion de agua junto con una
disminucioén en la fijacién de nitrégeno.

En los rumiantes, la proteina de la dieta cumple dos funciones: i) cubrir la

demanda de nitrégeno de los microorganismos del rumen, y ii) aportar la proteina
para cubrir la demanda de nitrdgeno aminoacidico a nivel tisular, asociada a
procesos de mantenimiento y produccion (McDonald et al., 2013). Cuando no se
cubren los requerimientos de proteina cruda, resulta dificil mantener niveles
adecuados de bacterias ruminales para la digestion del forraje, lo que disminuye la
ingesta y la digestibilidad de estos. Sin embargo, si un forraje tiene un contenido
muy alto de proteina cruda y se exceden los requerimientos por parte del animal,
gran parte de esta puede perderse en la orina en forma de urea y, ademas, no estar
disponible para el rumiante (Cherney y Parsons, 2020).
Fibra detergente neutro y fibra detergente acido. Las paredes celulares
vegetales se caracterizan por las fracciones de fibra detergente neutro (FDN),
compuesta por celulosa, hemicelulosa y lignina, y la fibra detergente acida (FDA),
compuesta por celulosa y lignina. La fibra detergente acida se asocia de forma mas
consistente con la digestibilidad, mientras que otros componentes, en particular la
hemicelulosa contenida en la fibra detergente neutra, se relacionan estrechamente
con la ingesta voluntaria (Van Soest., 1994). Se considera beneficioso una
concentracion menor de fibra, ya que favorece una mayor ingesta de forraje y un
aumento en la digestibilidad del forraje (Liu et al., 2018).

Las poblaciones de alfalfa mostraron diferencias significativas con respecto a la
concentracion de fibra detergente neutro (FDN) y fibra detergente acido (FDA)
(P<0,001; Tabla 3). La FDN fluctué entre 34,86 % y 48,41 %. La FDA fluctud entre
26,16 % y 40,27 % (Tabla 3). Las poblaciones con la menor concentracion de FDN
fueron: AlfaL40-7, AlfaL39-6, AlfaL62-7, AlfaL60-4, AlfaL62-5, AlfaL28-2, AlfalL5-9,
AlfaL61-4, AlfaL47-10, AlfaL52-3, AlfaL40-5 y AlfaL36-5. Por otro lado, las
poblaciones con la menor FDA fueron: AlfaL29-2, AlfalL28-3, AlfaL62-7, AlfalL.4-10,
AlfaL61-4, AlfaL47-10, AlfaL5-9, AlfaL39-6, AlfaL35-3, AlfaL36-5, AlfaL40-5 y
AlfaL52-3 (Tabla 4).
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Las muestras de forraje de este estudio corresponden al mes de noviembre
(primavera), momento en el cual la alfalfa esta expresando su maxima calidad
nutricional. En esta época, la planta aun no induce la floracion y el criterio de corte
es la altura de la planta. Debido a lo anterior, los niveles de FDN y FDA de algunas
poblaciones son comparables a los de ambientes con condiciones mas favorables
para el crecimiento y desarrollo de la alfalfa. Para ejemplificar, un cultivo de alfalfa
establecida en la zona sur de Chile posee, en estado vegetativo, un 31,09 % de
FDN y 26,65 % de FDA,; en estado de boton, 29,74 % de FDN y 22,57 % de FDA; y
en estado de flor, 36,99 % de FDN y 29,05 % de FDA (Anrique y Molina, 2014).

Generalmente, los forrajes que limitan el consumo de alimento presentan
mayores concentraciones de FDN y paredes celulares mas lignificadas
(Buxton,1996). Dado que los tallos de alfalfa contienen mas FDN que las hojas, los
cambios morfolégicos, como la relacién biomasa hoja-tallo, suelen afectar los
valores de FDN vy la digestibilidad. Tras la maduracién de la alfalfa mas alla de la
etapa vegetativa, se produce un rapido aumento de la concentracién de FDN
(Albrecht et al.,1987).

En los animales rumiantes, existe una relacion positiva entre la digestibilidad de
los alimentos y su consumo. La ingestion esta mas estrechamente relacionada con
el ritmo de digestion de las raciones que con la digestibilidad per se, aunque ambas
medidas suelen estar interrelacionadas. En otros términos, los alimentos cuya
digestion es rapida y que, ademas, son de alta digestibilidad, provocan ingestiones
elevadas. Cuanto mas rapido es el ritmo de la digestion, mas rapido se vacia el
tracto digestivo y mas espacio queda disponible para la siguiente comida. El
componente quimico de los alimentos que determina su ritmo de digestién es la
FDN, que es una medida del contenido en paredes celulares, por tanto, existe una
relacion negativa entre el contenido de FDN de los alimentos y el ritmo de digestion
(McDonald et al., 2013).

Valor Relativo del Alimento. El Valor Relativo del Alimento (VRA) es un indice que
refleja objetivamente, las diferencias en la calidad del forraje (Moore,1994). Este
indice de calidad de forraje corresponde a un numero unico que representa la

combinacion del potencial de consumo voluntario y el valor nutritivo de un forraje,
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permitiendo comparaciones relativas entre forrajes con diferencias en genotipo,
época de crecimiento y madurez (Rohweder et al., 1978).

El VRA se determina con dos respuestas de los animales: la ingesta de materia
seca y la concentracion de materia seca digestible, calculadas a partir de FDN y
FDA, respectivamente. Valores de VRA mas altos indican una mayor calidad
general que la de la alfalfa madura. Actualmente, el USDA (Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos) enumera los estandares de calidad para el heno
en las categorias Prime, 1, 2, 3, 4 y 5, y se enumeran los valores PC, FDA, FDN y
VRA, utilizando este ultimo como base (Cherney Parsons, 2020).

Las poblaciones de alfalfa mostraron diferencias significativas respecto al
VRA (P<0,001; Tabla 3); este fluctu6 entre 95,64 % y 176,21 % (Tabla 3). Destacan
en el 5 % superior las poblaciones: AlfalL52-3, AlfaL40-5, AlfaL36-5, AlfalL5-9,
AlfalL47-10, AlfaL29-2, AlfaL62-7, AlfaL4-10, AlfaL62-5, AlfaL39-6, AlfaL60-4 y
AlfalL28-2 (Tabla 4). Este grupo de poblaciones alcanzé un VRA promedio de 170,79
%, lo que lo situa en la categoria Prime segun los estandares del USDA.
Produccion de materia seca. Las poblaciones de alfalfa mostraron diferencias
significativas en la produccion de materia seca (kg MS ha-') (P<0,001; Tabla 3), con
un amplio rango de variacién que va desde 1.317 a 5.805 kg de MS ha' (Tabla 3).
Destacan en el 5% superior las poblaciones: AlfaL46-5, AlfaL52-3, AlfaL40-4,
AlfalL28-8, AlfalL40-2, AlfaL62-6, AlfalL4-5, AlfaL60-1, AlfaL57-2, AlfaL61-8, AlfaL62-
9y AlfaL56-4 (Tabla 4).

Al contrastar los valores de produccidon de materia seca obtenidos en las
poblaciones de alfalfa establecidas en la zona de Cauquenes, con una pradera
natural de la zona de la precordillera de la region del Maule, esta ultima presento,
rendimientos de 2,59, 2,37, 3,34 y 2,51 t MS ha' en el mes de septiembre, octubre,
noviembre y diciembre, respectivamente (Gutiérrez et al., 1883). Por otra parte, una
pradera naturalizada de trébol subterraneo fertilizada en la precordillera de Nuble,
sector Cato, obtuvo un rendimiento de 4,84 t MS ha™! (Ruiz et al., 1977).

La alfalfa es una especie forrajera que puede cortarse varias veces al afio,
segun la zona agroecoldgica en la que se encuentre establecida. E| momento de

corte de la alfalfa es una decision de gran relevancia, ya que a medida que la alfalfa
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madura, el rendimiento aumenta, pero la calidad de forraje disminuye. Asimismo, si
los cortes son frecuentes, la persistencia de la plantacion podria verse afectada por
el bajo nivel de reservas acumuladas para el posterior rebrote (Orloff, 2007). Se
considera que una floracion de hasta un 10 % es un buen predictor del tiempo de
maduracién para una cosecha de alta biomasa y calidad (Bosworth y Stringer,
1992). Lo anterior se debe a que, tras el inicio de la floracion, se produce una
importante reasignacion de recursos fotosintéticos desde las hojas hacia las nuevas
estructuras reproductivas (Ruan et al., 2012). Ademas, la transicién a la floracién se
acompanfa de un aumento de la lignificaciéon del tejido (Wang et al., 2013) y de la
proporcion tallo-hoja; la calidad del tejido del tallo disminuye con la madurez,
mientras que la calidad del tejido de la hoja es relativamente mas estable (Fick et
al., 1988; Kalu y Fick, 1981). Las pérdidas de calidad del forraje pueden alcanzar
aproximadamente el 45 % en el VRA tras la floracién (Bosworth y Stringer, 1992).
Se estima que una pérdida del 1 % en la digestibilidad del forraje conlleva una
reduccion del 3 % en la ganancia diaria de peso del ganado vacuno (Casler y Vogel,
1999).

De acuerdo con lo observado por otros estudios, existe una relacion directa
entre el rendimiento en produccion de materia seca y la cantidad de riego aplicada
(Liy Su, 2017).

Tabla 3. Medidas de dispersion de las 250 poblaciones de alfalfa.

Componente nutricional Minimo Maximo Media Pr (>F)
MS (Kg MS/ha) 1.317 5.805 3.195 0.00006551
PC (%) 11,18 19,23 15,32 0.001524
FDN (%) 34,87 48,42 40,56 0.003759
FDA (%) 26,16 40,27 32,53 0.001064
VRA (%) 95,65 176,22 145,78 0.002306

MS: materia seca, PC: proteina cruda, FDN: fibra detergente neutro, FDA: fibra
detergente acido, VRA: valor relativo del forraje.
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Tabla 4. Poblaciones de alfalfa que destacan en el 5% superior con respecto a produccion de materia seca (kg MS/ha),
proteina cruda (PC), fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA) y valor relativo del alimento (VRA).

Poblaciones (kg/l/ﬁa) :;)blamon (PO/S Poblaciones F((I%l;l Poblaciones '?,Z’?‘ Poblaciones \((!Z')A‘
AlfalL46-5 5.805,7 |AlfaL47-10 19,23 |AlfaL40-7 37,13 | AlfaL29-2 28,93 |AlfalL52-3 176,22
AlfaL52-3 5.524,5 |AlfaL33-6 18,30 |AlfaL39-6 37,06 |AlfalL28-3 28,87 |AlfaL40-5 175,35
AlfaL40-4 5.523,8 |AlfaL62-5 18,03 |AlfaL62-7 37,03 |AlfaL62-7 28,81 |AlfaL.36-5 174,36
Alfal.28-8 5.505,7 |AlfaL28-2 17,92|AlfaL60-4 36,90 | AlfaL4-10 28,77 | AlfaL5-9 171,96
AlfaL40-2 5.294,8 |AlfaL40-7 17,79 |AlfaL62-5 36,50 |AlfaL61-4 28,60 |AlfaL47-10 170,89
AlfaL62-6 5.060,9 |AlfaL35-10 17,78 |AlfalL28-2 36,46 |AlfaL47-10 28,52 | AlfalL29-2 170,27
AlfalL4-5 4.852,2 |AlfalL56-8 17,64 | AlfaL5-9 36,42 | AlfaL5-9 28,41 |AlfaL62-7 169,74
AlfaL60-1 4.831,5 |AlfaL57-5 17,64 |AlfaL61-4 35,87 |AlfalL39-6 28,38 |AlfaL4-10 169,71
AlfaL57-2 4.783,3 |AlfaL4-5 17,62 | AlfaL47-10 35,86 |AlfalL35-3 28,10 |AlfaL62-5 169,01
AlfalL61-8 4.777,9 |AlfaL62-6 17,60 |AlfaL52-3 35,20 | AlfaL36-5 27,54 | AlfaL39-6 167,87
AlfalL62-9 4.760,1 |AlfaL62-3 17,57 | AlfaL40-5 35,06 | AlfaL40-5 26,84 | AlfaL60-4 167,56
AlfalL56-4 4.682,7 |AlfaL5-9 17,55 | AlfaL36-5 34,86 |Alfal.52-3 26,16 |Alfal.28-2 166,64

Los resultados presentados en la Tabla 4 constituyen una base de alto valor para programas de mejoramiento genético
orientados a la seleccion de poblaciones de alfalfa con desempefio sobresaliente tanto en calidad nutricional como en
produccion de materia seca. En este contexto, la utilizacién de estos resultados permite llevar a cabo procesos de seleccién
de manera objetiva y eficiente, facilitando la identificacion de genotipos superiores a partir de amplios conjuntos de datos.
En consecuencia, se optimizan los tiempos de evaluacion y la asignacion de recursos técnicos y econémicos, fortaleciendo

la toma de decisiones y contribuyendo al desarrollo de genotipos con mayor valor productivo y nutricional.
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CONCLUSIONES

La presente investigacion demostré que la tecnologia de espectroscopia en el
infrarrojo cercano (NIRS) es una herramienta eficaz y precisa para predecir la
calidad nutricional de Medicago sativa L. Los modelos desarrollados para proteina
cruda, fibra detergente neutro y fibra detergente acido presentaron altos niveles de
ajuste y capacidad predictiva, con coeficientes de determinacion de la prediccién
(R?p) de 0,96, 0,96 y 0,95, respectivamente. Los valores de RMSEP y RPD
confirmaron la robustez de las -calibraciones, destacando el desempefio
sobresaliente de los modelos de proteina cruda y fibra detergente neutro, aptos para
su uso en la estimaciéon de calidad nutricional de poblaciones genéticamente
diversas.

Las diferencias observadas en la calidad nutricional y el rendimiento entre las
progenies analizadas reflejan la variabilidad genética de la poblacion evaluada, lo
cual constituye un punto de partida relevante para programas de mejoramiento
genético orientados a la obtencion de genotipos con mayor valor nutritivo.

En conclusién, los resultados obtenidos validan los objetivos planteados y
aportan una base técnica sdlida para la incorporaciéon de la tecnologia NIRS en la
evaluacién de la calidad nutricional de alfalfa en Chile. Se recomienda mantener
actualizadas las calibraciones mediante la inclusion periddica de nuevas muestras,
garantizando asi la estabilidad y la precision predictiva de los modelos ante la

variabilidad ambiental y genética de futuras poblaciones.
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