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RESUMEN

Se evalué la confiabilidad de resultados de ensayos de calidad fisica y
fisiolégica de semilla de soya en laboratorios venezolanos. Para ello se enviaron
muestras de semilla de la variedad ‘FP90-6103’ a cinco laboratorios y fueron
evaluadas para humedad, pureza, germinacién y viabilidad por tetrazolio, siguiendo
los métodos de la Asociacién Internacional de Ensayos de Semillas (ISTA, por sus
siglas en inglés). Los resultados de las pruebas de laboratorio fueron establecidos
en diagramas de cajas y se evalué su conformidad mediante diferentes estadisticos
de repetibilidad y reproducibilidad. Se encontré que la confiabilidad fue variable
segtin el método empleado, las condiciones especificas en las cuales se establecieron
las pruebas, la calibracién de los equipos, la experiencia de los analistas y el tipo
de estadistico de confiabilidad aplicado. En germinacién se encontré que las
pruebas presentaron niveles de conformidad de 66,6% para las variables plantulas
normales y anormales, 55,6% para semillas duras y 88,8% para semillas muertas.
En pureza de semilla el 66,6% de los laboratorios fueron conformes, mientras
que en humedad y viabilidad por tetrazolio los resultados de las pruebas fueron
discrepantes. Para mejorar la confiabilidad de los resultados se recomendé
seleccionar las condiciones mas reproducibles, calibrar los equipos y entrenar a los
analistas de manera periédica asi como establecer interlaboratorio permanentes con
el fin de demostrar continuamente la competencia de los laboratorios e identificar
las posibles desviaciones y orientar los aspectos a mejorar.
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Reliability tests of physical and physiological quality of
soybean seed in Venezuela

ABSTRACT

The objective was to evaluate the reliability of physical and physiological
quality test of soybean seed in Venezuelan laboratories. For this, seed samples
of the variety ‘FP90-6103" were sent to five laboratories and were evaluated for
moisture, purity, germination and tetrazolium viability, following the methods of
the International Seed Testing Association (ISTA). The results of laboratory
tests were established in boxplots and compliance was assessed by different
statistical of repeatability and reproducibility. It was found that reliability was
variable depending on the method used, the specific conditions under which tests
were performed, calibration of equipment, the experience of analysts and type of
statistical of reliability applied. In germination, it was found compliance levels of
66,6 %, for the variables normal and abnormal seedlings, 55,6 % for hard seeds
and 88,8% for dead seeds. In seed purity 66,6 % of the laboratories were in
conformity; while moisture and viability by tetrazolium the results of the tests were
discrepant. In order to improve the reliability of the results, it is recommended
to select the most reproducible conditions, calibrate equipment and train
analysts periodically and establish permanent interlaboratory tests to continually
demonstrate competence of laboratories and to identify possible deviations and
target areas for improvement

Keywords: Glycine max, germination, humidity, purity, viability, interlaboratory

INTRODUCCION

En Venezuela la soya (Glycine max (L.) Mernl) ha tenido una produccién
inferior a su demanda lo que ha conducido a la importacién de mas de un millén
de toneladas de soya como harina desgrasada para alimentacién animal, aceite
comestible y grano para el procesamiento industrial (Solérzano, 2012). En
un intento de cambiar este panorama en el pais se han promovido proyectos
de investigacién para impulsar cadena agroproductiva de soya con énfasis en
aumentar la calidad de semilla.

Los paises requieren semilla de alta calidad para satisfacer las demandas
de alimentos, fibras y combustibles. De alli su interés en trabajar con diferentes
actores de la cadena agroproductiva para encontrar caminos que faciliten el
movimiento seguro de semillas de conformidad con las regulaciones existentes
(Risso,2012). Una de las alternativas mas aplicables consiste en el establecimiento
sistemas de aseguramiento de la calidad, cuyo fin es proporcionar confianza en
que se cumpliran los requisitos de la calidad especificados en los procesos de
produccién, certificacién, e intercambio de semilla. LLos laboratorios de semillas
constituyen un actor importante para dichos sistemas debido a que su funcién es
llevar a cabo evaluaciones de conformidad de lotes de semillas mediante ensayos
fisicos, fisiolégicos y sanitarios. Los resultados de ensayo de laboratorio deben
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ser confiables, ya que éstos pueden tener implicaciones legales y econémicas y
estar asociados al control de riegos y validez de estudios cientificos (Gonzalez de
Nifiez y Verde, 2010). La norma de acreditacién de ensayos de laboratorio ISO/
IEC 17025, indica que una de las formas de demostrar la confiabilidad de los
resultados en términos de precisién (repetibilidad) y exactitud (reproducibilidad)
es a través de la participacién en ensayos interlaboratorio (ISO, 2005). Estos
se basan en una comparacién de resultados de ensayo de diferentes laboratorios
sobre muestras homogéneas mediante un protocolo estandar.

En Venezuela se conocen experiencias de estudios interlaboratorio en
ensayos microbiolégico de alimentos durante mas de 20 afios (Avila y Orozco,
2013) y en los tiltimos afios se han realizado ensayos sobre calidad de granos de
arroz pulido (Awila et al., 2012; Avila et al., 2013); sin embargo, estudios de
esta naturaleza de ensayos sobre semillas de soya o de cualquier otro cultivo han
sido limitados y no divulgados. Por lo anterior se propuso como objetivo evaluar
la confiabilidad de resultados de ensayos de calidad fisica y fisiolégica de semilla
de soya en Venezuela mediante un estudio interlaboratorio y establecer un marco
referencial para la medicién del desempeno de laboratorios de ensayo de semilla
y de los posibles aspectos a mejorar.

MATERIALES Y METODOS

Equipamiento y experiencia de los laboratorios

El ensayo interlaboratorio se inicié6 a partir del taller “Actualizacién de
conocimientos en calidad de semilla de soya”, realizado a mediados del afio
2015 en Fundacién Danac, con la participacién de cinco laboratorios nacionales
provenientes de: empresas semilleristas (1), universidades (2), institutos de
investigacién publica (1) y privados (1). Todos los participantes indicaron
que contaban con la mayoria de equipos estandares para ensayos de semilla
(balanzas, camaras de germinacién, diafanoscopio, homogeneizadores, camaras
de incubacién y estufas) y se constaté que las especificaciones de los mismos
en cuanto marca, modelo y controles de calibracién diferfa entre laboratorios.
Por otra parte, se encontré6 que sélo el 60% de los laboratorios manifestaron
que mantenian planes de calibracién anual de los equipos de medicién y
control. Se evaluaron ensayos de calidad fisica (humedad y pureza) y fisiolégica
(germinacién y wviabilidad por tetrazolio) de semilla de soya, siguiendo los
métodos de la Asociacién Internacional de Ensayos de Semillas (ISTA, 2013).
Los laboratorios en ensayos de calidad de semilla de soya presentaron rangos de
experiencia de 3-38 afios para humedad, pureza y germinacién y de <1-30 afios
para viabilidad por tetrazolio. Algunos laboratorios no participaron en todos los
ensayos alegando limitaciones o problemas operativos de algunos equipos.

Descripciéon de las muestras y protocolo del interlaboratorio

Muestras obtenidas a partir de sacos de 20 kg de un lote de semilla

certificada del cultivar de soya ‘FP90-6103’, con 12+1% de humedad y 6
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meses de almacenamiento a 5*2°C, fueron destinadas para los ensayos de
germinacién y humedad; mientras que muestras obtenidas de sacos de 20 kg de
semilla experimental y sin limpiar del mismo cultivar, con 12+ 1% de humedad
y 12 meses de almacenamiento a 5+2°C, se destinaron para los ensayos de
pureza y viabilidad. El muestreo se realizé de acuerdo a procedimientos descritos
por ISTA (2013), luego las muestras se reposaron durante 24 horas a 25°C
para equilibrar la temperatura y humedad de la semilla y fueron homogenizadas
por lote con ayuda de un divisor Tipo Boerner; sus humedades se verificaron
mediante un determinador de humedad SB 9000 (Steinlite, USA). Finalmente,
a cada laboratorio se entregaron en bolsas de papel codificadas sub-muestras de
2,0 kg para los ensayos de germinacién y humedad y de 1,5 kg para los ensayos
de pureza y viabilidad. Las muestras remitidas se mantuvieron a las condiciones
ambientales de cada laboratorio (25-30°C), se acordé que los ensayos se
realizaran en un tiempo no mayor de 30 dias a partir de la fecha de entrega de las
muestras, para evitar cambios por tiempo y condiciones de almacenamiento de los
diferentes laboratorio. Los laboratorios emitieron los resultados en un formato de
reporte de datos originales y en un formato de descripcién de ensayos de semilla
de soya detallaron las condiciones ambientales, materiales y equipos empleados
en cada ensayo, esto en virtud de identificar las posibles fuentes de variacién y
sus efectos.

La descripcién de los ensayos, variables evaluadas, fuentes de variacién,
nimeros de laboratorios participantes, pruebas y observaciones se presentan en el
Cuadro 1. El ntmero de pruebas realizadas por ensayo se generé considerando
la naturaleza de los métodos y de sus posibles fuentes de variacién. Para los
analisis de pureza y viabilidad los laboratorios fueron considerados como tnica
fuente de variacién, por ello el nimero de laboratorios y el niimero de pruebas
fueron equivalentes. En contraste, para los ensayos de humedad y germinacién
el nimero de pruebas estuvo definido por las condiciones empleadas en cada
laboratorio. Algunos laboratorios interesados en evaluar los cambios propios de
su rutina real de trabajo realizaron mas de una prueba por ensayo. Para asegurar
la confidencialidad del origen de los resultados se realizé una codificacién de las
pruebas a partir de una tabla de nimeros aleatorios de tres digitos de Cochran y

Cox (1957).
Tratamiento estadistico de los resultados

Los resultados de las pruebas por ensayo de semilla de soya fueron
establecidos en diagramas de cajas (dispersién). La precisién o repetibilidad
(intra-prueba) y exactitud o reproducibilidad (entre-prueba) se evaluaron
mediante los estadisticos senalados en el Cuadro 2, estos fueron seleccionados
considerando los métodos de ensayo, la naturaleza de las variables evaluadas y
el nimero de pruebas realizadas. En los ensayos de humedad la repetibilidad se
estimé a partir de un analisis de varianza F de una via, tomando como fuente
de variacién las pruebas, mientras que la reproducibilidad se estimé mediante
la prueba de comparacién de medias de Tukey. En los ensayos de pureza,
germinacién y viabilidad por tetrazolio se excluyeron las pruebas de laboratorio
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que no resultaron conformes de acuerdo a los estadisticos repetibilidad y
reproducibilidad descritos en la Norma COVENIN 2972-2 (COVENIN,
1997), en los cuales se incluyeron, adicionalmente, las tolerancias (q) de Tukey
(ISTA, 2013) y los intervalos de confianza de 95% (Gonzélez de Ninez y
Verde, 2010). Para las pruebas conformes o no excluidas se calcularon diferentes
indicadores de repetibilidad y reproducibilidad (r y R). Por acuerdo entre los
laboratorios participantes, la reproducibilidad fue estimada tomando como
valor de referencia el promedio de todas las pruebas. Finalmente, se calcularon
las diferencias estandarizadas de z para establecer posiciones de mérito de las
pruebas por su proximidad al valor de referencia de acuerdo a lo indicado por

COVENIN (1997). Cuando los valores de z tienden a O se consideran mas
exactos (Gonzalez de Nifez y Verde, 2010).

RESULTADOS Y DISCUSION
Humedad

La Figura 1 presenta el diagrama de cajas de los resultados de humedad de
las pruebas por tipo de muestra y método de ensayo. LLa semilla de soya exhibié
una humedad promedio de 10,31% y todas las pruebas presentaron variaciones
intra-prueba inferiores a 0,50% excepto la prueba 582 que alcanzé una variacién
maxima de 1,00%. Los rangos de humedad de todas las pruebas, salvo la 582,
se enmarcaron dentro de los valores de tolerancias de 0,50% establecidos por

ISTA (ISTA, 2013), indicativo de una adecuada repetibilidad general. Las

cuatro pruebas mas exactas o cercanas al valor de refererencia (promedio general)
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Figura 1. Diagrama de cajas de humedad en semilla de soya de diferentes
pruebas de laboratorio.
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procedieron del método de desecacién por estufa, para dicho método se encontré
que las pruebas realizadas con semilla molida y partida presentaron mayor
exactitud que las de semilla entera. Todas las pruebas del método conductividad
eléctrica y la prueba 582 del método de desecacién por estufa fueron las mas
distantes al valor de referencia, indicativo de una menor exactitud.

Se encontraron diferencias altamente significativas entre pruebas (p<0,01)
(Cuadro 3). El rango méaximo de humedad entre prueba fue de 3,05% y los
rangos de humedad entre prueba para conductividad eléctrica y desecacién por
estufa fueron de 2,26 % y 1,93%, respectivamente. Dichos valores superaron los
valores de tolerancia entre prueba de 1,1% establecidos por ISTA (ISTA, 2013),
indicativo de menor reproducibilidad general. La comparacién de medias revelé
el establecimiento de 6 grupos homogéneos cuya distribucién fue independiente
del tipo de métodos de ensayo utilizado (Cuadro 3). Los promedios de humedad
de las pruebas 685 y 223 compartieron el mismo grupo homogéneo y fueron muy
cercanos al valor de referencia, cabe detacar que dichas pruebas se realizaron
bajo el mismo método y tipo de muestra pero en laboratorios diferentes lo cual
indica una adecuada reproducibilidad para este caso.

Los resultados mostraron que las condiciones especificas de las pruebas
afectaron de manera importante los valores de humedad. El método y tipo de
muestra empleados en cada prueba afectaron en menor grado la precisién y en
mayor grado la exactitud. Adicionalmente se constaté diferencias en cuanto

Cuadro 3. Significacién de los cuadrados medios y comparacién de medias de
ensayos de humedad de soya en diferentes pruebas de laboratorio

Prueba Descripcion Humedad (%)*
323 Conductividad eléctrica 11,80 A
626 Conductividad eléctrica 10,95 B
533 Estufa semilla entera 10,68 B C
937 Estufa semilla partida 10,57 B C
685 Estufa semilla molida 10,32 C D
223 Estufa semilla molida 9,84 D
946 Conductividad eléctrica 9,54 E
582 Estufa semilla entera 8,75 F
Estadistico F Cuadrado medio 2,93%*
Promedio de pruebas 10,31
Rango 3,05
Desviacion estandar 0,93

* Singinficativo Tukey (p<0,05)
** Significativo (p<0,01)
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tipos de determinadores de humedad utilizados (marca y modelo) y vigencia
de calibracién de algunos equipos en las pruebas no conformes probablemente
contribuyeron a su falta de exactitud.

Pureza

Los diagramas de cajas de los resultados de semilla pura se presentan en la
Figura 2. Es importante sefialar que tanto en los diagramas de dispersién como
las diferencias de z se incluyeron adicionalmente las pruebas 574 y 955, las
cuales no fueron consideradas para los estadisticos de r&R por disponer de una
sola observacién por ensayo.
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Figura 2. Diagrama de cajas de la semilla pura de soya en diferentes pruebas
de laboratorio.

El promedio de semilla pura fue de 98,65%, este valor resulté inferior al
exigido por la normativa nacional para la certificacién de semilla de soya que
exige un minimo de 98,8% para categoria de semilla certificada y de 99% para
categoria de semilla fundacién y registrada (SENASEM, 2009). Por otra parte,
se observé que 4 de las 5 pruebas evaluadas convergieron al promedio general
o valor de referencia. Las respuestas de la prueba 286 presentaron menores
porcentajes de pureza, mayor amplitud intra-prueba, de todas las pruebas con
replicas, y mayor distancia con respecto al valor de referencia. Los estadisticos
excluyeron tinicamente la prueba 286 por repetibilidad, resultando en un 66,66%
de pruebas confiables con un promedio ajustado a 99,32%, una diferencia
maxima intra-prueba o limite de repetibilidad de 0,03% y una diferencia maxima
entre-prueba o limite de reproducibilidad de 0,06% (Cuadro 4). Las diferencias
estandarizadas de z presentaron una variacién comprendida entre 0,38 y 1,48
establecidas en cuatro posiciones de mérito correspondientes a las cuatros pruebas
consideradas para este estadistico.

El promedio de otras semillas de maleza y otros cultivos fue de 0,67% y
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Cuadro 4. Estadisticos de confiabilidad para variables de pureza de semilla de
soya en diferentes pruebas de laboratorio

Descripcion / Estadistico Semilla  Otras semillas Materia
Pura inerte

Pruebas excluidas (co6digos)

q de Tukey para repetibilidad - - -

Consistencia intra-prueba k de Mandel 286 - -
Cochran 286 - 286
q de Tukey para Reproducibilidad - 286 -
Consistencia entre-pruebas h de Mandel - 286 -
Intervalo de confianza 95% * * *
N° de pruebas totales 3 3 3
N° pruebas excluidas 1 1 1
N° pruebas conformes 2 2 2
Pruebas conformes (%) 66,66 66,66 66,6
Pardmetros  para Media general (%) 99,32 0,36 0,1
pruebas conformes
Varianza de la repetibilidad 0,00 0,00 0,00
Varianza de la media de las pruebas 0,00 0,00 0,00
Varianza entre prueba 0,00 0,00 0,00
Desviacion tipica de repetibilidad 0,01 0,03 0,02
Desviacion tipica de reproducibilidad 0,02 0,04 0,06
Repetibilidad (%) 0,01 8,58 6,36
Reproducibilidad (%) 0,02 13,39 20,45
Limite de repetibilidad (%) 0,03 0,08 0,05
Limite de reproducibilidad (%) 0,06 0,13 0,18

superd el 0,00% establecido como requisito para semillas certificadas de soya
(SENASEM, 2009). Los diagramas de dispersién revelaron que 4 de las 5
pruebas presentaron niveles de otras semillas consistentemente inferiores pero
muy préximas al valor de referencia (Figura 3); mientras que de la prueba 286
alcanzé la mayor amplitud intra-prueba y el promedio mas elevado y distante del
valor de referencia. Los estadisticos excluyeron tnicamente la prueba 286 por
reproducibilidad, por ello 2 de las 3 pruebas resultaron conformes y presentaron
promedio de otras semillas de 0,36% y limites de repetibilidad y reproducibilidad
de 0,08% y 0,13%, respectivamente (Cuadro 4). Las diferencias estandarizadas
de z variaron de 0,69 a 1,23 donde las pruebas presentaron cuatro 6rdenes de

exactitud (Cuadro 5).
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Figura 3. Diagrama de cajas de otras semillas (maleza y otros cultivos) en
diferentes pruebas de laboratorio.

Cuadro 5. Diferencias estandarizadas de z para variables de pureza de semilla
de soya en diferentes pruebas de laboratorio.

Valores de z y posicion de mérito

Prucba (Codigo) Semilla Pura Otras semillas Material inerte
311 0,44 (2) 0,92 (3) 0,78 (3)
574 1,48 (4) 0,69 (2) 0,83 (4)
897 0,38 (1) 0,37 (1) 0,60 (1)
955 0,66 (3) 1,23 (4) 0,76 (2)

La materia inerte presenté un promedio general de 0,65% que fue inferior
al valor maximo de 1,00% exigido por el ente oficial nacional para certificacién de
semilla de soya. La distribucién los niveles de materia inerte revelé que la prueba
286 mostr6 la mayor amplitud intra-prueba y mayor distancia con respecto al
valor referencial (Figura 4). Un sélo estadistico confirmé la exclusién de la
prueba 286 por repetibilidad y las dos pruebas conformes (66,66%) presentaron
un promedio de 0,31%, un limite de repetibilidad de 0,05% y un limite de
reproducibilidad de 0,81% (Cuadro 4). Los valores de z de materia inerte se
enmarcaron entre 0,60 y 0,83 y las cuatro pruebas consideradas presentaron
diferentes grados de exactitud (Cuadro 5).

Las pruebas indicaron que los laboratorios en general mostraron una
adecuada consistencia para las diferentes variables de pureza. Sin embargo, los
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Figura 4. Diagrama de cajas de materia inerte presente en semilla de soya en
diferentes pruebas de laboratorio.

resultados de un laboratorio produjeron cambios en la valoracién de calidad de
la semilla, conforme a los requisitos establecidos por la normativa nacional de
certificacién de semilla de soya. Esto puede ser atribuido a la falta de calibracién
de algunos equipos como la balanza y la experiencia del analista para clasificar
los diferentes constituyentes fisicos de la muestra que constituyen las variables
de pureza que fueron determinadas. Una de las pruebas evaluadas presenté
consistentemente la primera posicién de mérito en todas las variables de pureza
por ello el laboratorio asociado a esta prueba se considera el mas exacto para
ensayos de pureza de semilla de soya.

Germinacién

El porcentaje de germinacién o plantulas normales mostré promedio general
de 84,4%, que califica como semilla de calidad estandar (>70%) conforme a
la normativa nacional vigente (SENASEM, 2009). La amplitud de las cajas
indican una baja dispersién general intra-prueba, a excepcién de la prueba 123
(Figura 5). Al evaluar la distribucién de cajas entre-prueba se encontré que,
al utilizar el sustrato arena para todos los ambientes evaluados, la germinacién
resulté superior y se ubicé muy préxima al valor de referencia, excepto la prueba
618 que present6 un comportamiento totalmente inverso.

Los niveles de germinacién de las pruebas que emplearon papel como
sustrato se ubicaron muy por debajo del valor referencial. En repetibilidad todos
los estadisticos indicaron consistentemente que la prueba 123 excedié los niveles
de tolerancias debido a su alta dispersién intra prueba. En reproducibilidad, 2

de los 3 estadisticos aplicados indicaron falta exactitud con respecto al valor de
referencia para las pruebas 618 y 863 (Cuadro 6).
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Figura 5. Diagrama de cajas de los niveles de germinacién de soya (plantulas
normles) en diferentes pruebas de laboratorio.

Las pruebas conformes representaron el 66,67% del total y aunque estas
provenian de los dos ambientes estudiados tenian en comin la arena como
sustrato. Por otra parte, presentaron un promedio de germinacién de 90,20%
un limite de repetibilidad de 8,67% y un limite de reproducibilidad de 10,34%.
Las diferencias estandarizadas de z presentaron valores comprendidos entre 0,11
y 1,75 en los cuales las seis pruebas conformes estuvieron distribuidas en cinco
niveles de exactitud (Cuadro 7).

El porcentaje de plantulas anormales obtuvo un promedio general de
13,1%, las pruebas presentaron generalmente una baja amplitud intra-prueba,
donde la mayor dispersién fue alcanzada por la prueba 123. El diagrama de
caja establecido para plantulas anormales presenté una distribucién inversamente
proporcional a los valores de germinacién (Figura 6). Cuando se empleé como
sustrato la arena, las pruebas presentaron niveles de plantulas anormales cercanos
e inferiores al valor de referencia, excepto la prueba 618. En contraste, cuando se
empleé como sustrato papel, los resultados de las pruebas superaron ampliamente
el valor de referencia.

Todos los estadisticos de repetibilidad excluyeron consistentemente la
prueba 123 y en reproducibilidad sélo el estadistico q de Tukey, recomendado
por ISTA (2013), revel6 la falta de consistencia de las pruebas 618 y 863
(Cuadro 6). El 66,67% de las pruebas resultaron conformes, presentaron un
promedio de plantulas anormales ajustado de 5,7% y sus limites de repetibilidad
y reproducibilidad fueron de 6,9% y 9,2% respectivamente. Los valores de z
indicaron que las seis pruebas conformes se distribuyeron en cinco grados de

exactitud (Cuadro 7).
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Cuadro 6. Estadisticos de confiabilidad para variables de germinacién de
semilla de soya en diferentes pruebas de laboratorio

Plantulas Semillas  Semillas

Descripcion / Estadisticos Germinacion
anormales Duras Muertas

Pruebas excluidas (codigos)

q de Tukey para repetibilidad 123 123 - -
Consistencia intra prueba k de Mandel 123 123 296 618
Cochran 123 123 22?8/ /1?;23/ -
q de Tukey para reproducibilidad 618/863  618/863 - -
Consistencia entre-pruebas h de Mandel - - - -
Intervalo de confianza 95% 618/863 - - -
N° de pruebas totales 9 9 9 9
N° pruebas excluidas 3 3 4 1
N° pruebas conformes 6 6 5 8
Pruebas conformes (%) 66,67 66,67 55,56 88,8
Media general (%) 90,20 5,75 0,00 2,75
Varianza de la repetibilidad 9,59 6,19 0,00 3,35
\b/;:srianza de la media de las prue- 6.46 625 0,00 $.83
Varianza entre prueba 4,06 4,70 0,00 8,00
Parametros Desviacion tipica de repetibili- 3.09 248 0.00 1.83
para pruebas dad ’ ’ ’ ’
conformes E)i;:is(;:zcién tipica de reproduci- 3.6 3.30 0,00 337
Repetibilidad (%) 3,43 43,28 0,00 66,59
Reproducibilidad (%) 4,09 57,40 0,00 122,53
Limite de repetibilidad (%) 8,67 6,96 0,00 5,12
Limite de reproducibilidad (%) 10,34 9,24 0,00 9,43

El promedio de semillas duras fue de 1,2% y el diagrama de cajas indicé
que 5 de las 9 pruebas presentaron promedios de semillas duras de 0,0% y
con dispersién intra-prueba de 0,0% (Figura 7). Las pruebas realizadas bajo
condicién de invernadero y empleando arena como sustrato fueron consistentes
para reproducibilidad. Para el resto de las condiciones las pruebas presentaron
variaciones especificas con niveles de dispersién de 0,0% a 5,0%. Por otra parte,
las pruebas 296 y 123 presentaron la mayor variacién intra-prueba y entre-
pruebas. Los estadisticos de confiabilidad permitieron la exclusién de cuatro
pruebas tinicamente por falta de repetibilidad y el nivel de pruebas conformes de
55,5% fue el mas bajo de todas las variables de germinacién estimadas (Cuadro
6). Las pruebas conformes evidenciaron ausencia de semillas duras y para los
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Cuadro 7. Diferencias estandarizadas de z para variables de germinacién en
semilla de soya en diferentes pruebas de laboratorio

Prucbas Valores de z y posicion de mérito ()

(codigos)  Germinacion Plantulas anormales ~ Semillas duras  Semillas muertas
123 0,92 (5)
296 0,41 (2) 0,90 (2) 0,84 (4)
353 0,37 (3) 0,20 (1) 0,00 (1) 0,92 (5)
372 0,11 (1) 1,10 (3) 0,00 (1) 0,58 (3)
471 1,75 (5) 0,20 (1) 0,00 (1) 1,76 (6)
747 1,19 (4) 1,30 (4) 0,00 (1) 0,50 (2)
863 0,08 (1)
935 0,41 (2) 1,10 (3) 0,00 (1) 0,92 (5)

indicadores de confiabilidad incluyendo los valores de z resultaron iguales a
0,0%, en sus respectivas unidades (Cuadro 7). Lo anterior, indica que dichas
pruebas presentaron valores de semillas duras exactamente iguales al valor de
referencia.

Los niveles de semillas muertas alcanzaron un valor promedio de 4,1%.
La variacién intra-prueba y entre-pruebas estuvo asociada a las condiciones
especificas de cada prueba (Figura 8). Las pruebas realizadas en invernadero
presentaron una mayor proximidad al valor de referencia, mientras que las
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Figura 6. Diagrama de cajas de los niveles de plantulas anormales de soya en
diferentes pruebas de laboratorio
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Figura 7. Diagrama de cajas de los niveles de semillas duras de soya en dife-
rentes pruebas de laboratorio
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Figura 8. Diagrama de cajas de los niveles de semillas muertas de soya en
diferentes pruebas de laboratorio
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realizadas en cdmaras de germinacién no se distribuyeron consistentemente
y presentaron niveles superiores e inferiores de semillas muertas con respecto
al valor de referencia, incluso algunas pruebas presentaron 0,0% de semillas
muertas. La prueba 618 fue la tnica excluida por falta de repetibilidad de
acuerdo a k de Mandel y el porcentaje de pruebas conformes alcanzé un 88,8%,
siendo el mas elevado de todas las variables de calidad fisiolégica estudiadas
(Cuadro 6). En las pruebas no excluidas el promedio de semillas muertas fue de
2,75% y los limites de repetibilidad y reproducibilidad fueron de 5,12 y 9,43%,
respectivamente. Las diferencias estandarizadas de z presentaron niveles entre
0,08 y 1,76 lo cual permitié establecer 6 niveles de exactitud de ocho pruebas
conformes (Cuadro 7).

La confiabilidad en términos de precisién y exactitud de las variables de
calidad fisiolégica estuvo determinada por la combinacién especifica de tipo de
analisis, los ambientes y los sustratos utilizados en cada prueba. La germinacién
(plantulas normales) y plantulas anormales estuvieron asociadas a los mayores
procentajes, en las cuales los estadisticos de repetibilidad y reproducibilidad
resultaron consistentes para la exclusién de algunas pruebas que fueron realizadas
en su mayoria utilizando papel como sustrato. Las variaciones de germinacién
encontradas resultaron muy inferiores a las encontradas por Levan et al. (2008)
quienes, al comparar la germinacién de semilla de soya mediante sustratos de
papel y papel con arena, encontraron una diferencia maxima de 5,34%, estos
autores también encontraron una mayor germinacién en aquellos sustratos que
inclufan arena. LLas semillas duras y muertas alcanzaron los menores procentajes
y algunas de sus pruebas fueron excluidas unicamente por repetibilidad, por otra
parte se evidencié que la falta de precisién y exactitud de algunas pruebas estuvo
asociada a las condiciones particulares en las cuales se realizaron.

Las variaciones de ambientes y sustratos en las cuales se llevaron a cabo
los analisis de calidad fisiolégica son aceptadas por las especificaciones de las
normas ISTA (ISTA, 2013), sin embargo, afectaron las respuestas de algunas
variables. La falta de repetibilidad y reproducibilidad de algunas pruebas puede
ser producto de la frecuencia de calibracién y la ausencia de verificacién de
calibracién previo a los analisis de algunas camaras de germinacién utilizadas
resultando en un control limitado de las condiciones ambientales tal como lo
indicado por Syngenta (2012). Por otra parte, la naturaleza subjetiva del analisis
visual, basado en una inspeccién con criterios ISTA no especificos para soya,
puede jugar un rol importante en la expresién de algunas variables. Por ejemplo,
los analistas pudieran presentar discrepancias en ciertos casos para distinguir
plantulas normales de las anormales tal como fue sefialado por De Pablo et al.
(2016), en un estudio de confiabilidad de resultados de germinacién con semilla
de soya.

Viabilidad por tetrazolio (Tz)

Los niveles de dispersién de semillas viables de las pruebas correspondientes
a cuatro laboratorios se presentan en la Figura 9, mientras que sus diferentes
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Figura 9. Diagrama de cajas de viabilidad por tetrazolio de semilla de soya de
diferentes pruebas de laboratorio

Cuadro 8. Estadisticos de confiabilidad para viabilidad de semilla de soya en
diferentes pruebas.

Pruebas (codigos) Promedios semillas viables (%) Desviacion estandar
948 93,00 0,00
214 78,00 1,41
536 60,50 2,12
725 70,50 5,00
Estadistico Pruebas no conformes

q de Tukey para repetibilidad -

Consistencia intra-prueba k de Mandel 725
Cochran -
q de Tukey para reproducibilidad 948 /536/214

Consistencia entre-pruebas h de Mandel -

Intervalo de confianza 95%

N° de pruebas totales 4
N° pruebas excluidas 4
NP° pruebas conformes 0
Pruebas conformes (%) 0,00
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descriptores estadisticos se resumen en el Cuadro 8. Las semillas viables presentaron
un promedio de 74,5%, una diferencia entre-prueba minima de 7,5% y una maxima
de 32,5%. Por otra parte, se encontré que las diferencias de viabilidad intra-prueba
estuvieron comprendidas entre 0y 12% (datos no mostrados) y resultaron conformes
a los rangos de tolerancias propuestos por Gallo et al. (2015), para ensayos de
tetrazolio en semilla de soya. La prueba con resultados mas cercanos al valor de
referencia present6 la mayor amplitud intra-prueba y fue excluida por un estadistico
de repetibilidad (k de Mandel). El resto de las pruebas presentaron resultados
incompatibles conforme el estadistico de reproducibilidad q de Tukey referido para
semillas (Miles, 1963). No se encontraron estudios para comparar las variaciones
entre-pruebas, sin embargo nuestra méaxima diferencia entre-prueba resulté inferior
del 40% indicado por Castillo y Gaviria (2000) y del 36% encontrado por Avila
et al. (2012) en evaluaciones visuales realizadas con analistas expertos para asignar
categorias de calidad basada en las areas yesadas y traslicidas de granos de arroz
pulido.

Los niveles de reproducibilidad para los analisis de viabilidad por tetrazolio
encontrados en el presente estudio indicaron que los laboratorios divergen en la
valoracién de la calidad fisiolégica de la semilla de soya, lo que podria ser atribuido
a la experiencia de los analistas y a la falta de verificacién de temperatura de algunas
camaras incubadoras empleadas. En virtud de realizar un diagnéstico inicial de
confiabilidad que abarcara un considerable niimero de laboratorios, se incluyeron
analistas que fueron entrenados semanas antes de realizar el ensayo. Los resultados,
sin embargo, ponen de manifiesto que la naturaleza visual del analisis de tetrazolio
demanda de un entrenamiento mas riguroso del analista hasta lograr experticia.

CONCLUSIONES

La confiabilidad de los resultados en ensayos de calidad fisica y fisiolégica de
semilla de soya en laboratorios venezolanos fue variable de acuerdo al tipo y método
de ensayo, condiciones especificas de los laboratorios, calibracién de los equipos,
experiencia de los analistas y tipos de estadisticos de confiabilidad aplicados. Al
evaluar la repetibilidad y reproducibilidad del ensayo de germinacién se encontré
que las pruebas aplicadas por los laboratorios presentaron conformidades de
66,6% en plantulas normales y anormales, 55,6% en semillas duras y 88,8% en
semillas muertas. El 66,6% de los laboratorios fueron conformes y consistentes para
la evaluacién de todas las variables de pureza de semilla, mientras que los resultados
de las pruebas de humedad y viabilidad por tetrazolio fueron discrepantes. Los
resultados obtenidos plantean la necesidad de adoptar condiciones reproducibles
y corroboran la importancia de la calibracién periédica de los equipos y el
entrenamiento de los analistas. Dichos resultados constituyen un referente para
aumentar la confianza en la evaluacién de los requisitos de calidad especificados
en semilla de soya y otros cultivos en el pais, de conformidad con las legislaciones
oficiales vigentes. Se sugiere establecer estudios interlaboratorios permanentes
(programas) que permitan evaluar periédicamente la competencia técnica de los
laboratorios, asi como identificar las desviaciones y orientar su correccién.
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