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VALIDACAO DE METODOLOGIA PARA O TESTE DE GERMINACAO EM
SEMENTES DE NABO FORRAGEIRO (Raphanus sativus L. var. oleiferus)'

VERONICA YUMI KATAOKAZ?, MARIA LAENE MOREIRA DE CARVALHO?,
MARCELO SILVA DE OLIVEIRA*, CARLA MASSIMO CALDEIRA®

RESUMO - Para varias espécies vegetais, testes como o de germinacdo ndo tem seus
procedimentos descritos nas Regras para Analise de Sementes (RAS) utilizadas no Brasil pela
falta de padronizagdo e validagdo metodologica. Dentre elas, o nabo forrageiro, que tem sido
considerada uma cultura promissora para a producdo de biodiesel, tem sua germinagao avaliada por
metodologia recomendado para a espécie Raphanus sativus , mas tem especificidade de variedade
(var oleiferus) com caracteristicas de plantas e sementes, que diferem das demais variedades da
espécie. Para assegurar a padronizacdo de metodologias para o comércio internacional de sementes
¢ necessario estabelecer critérios para validagdo de metodologia, cuja descri¢do deve ser clara
e completa com procedimentos que propiciem exatiddo, robustez, precisdo (reprodutibilidade e
repetibilidade). O objetivo neste estudo foi avaliar o processo de validagdo de duas metodologias
para o teste de germinagdo em sementes de nabo forrageiro, utilizando para as analises estatisticas
o procedimento padrdo da ISTA, bem como técnicas complementares. Os testes de germinagao
foram realizados em oito laboratorios com cinco lotes, utilizando substrato areia e papel em
temperatura alternada 20-30 °C. As técnicas estatisticas foram utilizadas para: verificar a
homogeneidade dos lotes (teste H), identificar a presenca de valores discrepantes (método de
Hampel) e outliers nas variancias (teste de Levene para média); avaliar os efeitos de laboratdrios
e lotes (Analise de Variancia); verificar a repetibilidade, reprodutibilidade, exatiddo e robustez
(limites criticos de repetibilidade, reprodutibilidade, estatisticas h ¢ k de Mandel), comparar
as diferentes metodologias de germinacdo (testes F) e reavaliar o nivel de qualidade dos lotes
(Analise Discriminante). Tanto no aspecto estatistico, como fitotécnico, as metodologias para o
teste de germinacdo em sementes de nabo forrageiro com a utilizacdo do substrato areia e papel,
temperatura alternada 20-30 °C podem ser considerados validadas, pois apresentam exatidao,
robustez e precisdo adequadas.

Termos para indexacdo: validagdo de metodologias, testes estatisticos, nabo forrageiro.

VALIDATION OF METHODOLOGIES FOR GERMINATION TEST IN OIL
RADISH SEED (Raphanus sativus 1. var. oleiferus)

ABSTRACT - For several vegetable species, there is no procedure in the Rules for Seed Testing
used in Brazil for tests such as germination, due to lack of standardization and methodological
validation. Among these species is oil radish, a promising crop for bio-diesel production, whose
germination is assessed by the methodology recommended for Raphanus sativus, although it
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has varietal specificity (var. oleiferus) with plant and seed characteristics that differ from other
varieties of the species. To ensure standardization of methodologies for the international seed
trade, The International Seed Testing Association (ISTA), establishes criteria for methodology
validation, whose description should be clear and complete with procedures that should be
accurate, robust and precise (reproducibility and repeatability). In this the study aims was
to evaluate the validation process of two methodologies for the germination test in oil radish
seeds, using the ISTA standard procedure, as well as complementary techniques, for statistical
analyses. Germination tests were done in eight laboratories with five lots, using sand and paper
substrates with alternating temperatures of 20-30 °C. Statistical techniques were used to verify
the homogeneity of lots (H test), identify the presence of discrepant values (Hampel method) and
outliers in variances (Levene’s test for average); assess the effects of laboratories and lots (analysis
of Variance); verify repeatability, reproducibility, accuracy and robustness (critical limits of
repeatability, reproducibility, Mandel’s h and k statistics); compare different germination methods
(F tests); and reevaluate the quality level of lots (Discrimination Analysis). Both in statistical and
phytotechnical aspects, the methodologies for the germination test in oil radish seeds with sand
and paper substrates and alternating temperatures of 20-30 °C can be consider validated, as they
demonstrated accuracy, robustness, repeatability and reproducibility.

Index Terms: validation of methodology, statistical tests, oil radish.

INTRODUCAO

Uma das condigdes para a produgdo de graos de nabo
forrageiro em larga escala ¢ a producdo de sementes
em quantidade e qualidade suficientes para viabilizar o
cultivo. Graos de nabo forrageiro tém se revelado uma
op¢ao promissora como matéria-prima para a producao
do biodiesel, por possuir alto rendimento em o6leo de
baixa viscosidade, com teor médio estimado de 35%. O
desafio atual ¢ a producdo de sementes de alta qualidade
que possibilite aumentar a produtividade dessa cultura
e, por conseguinte, viabilizar o seu uso como matéria-
prima competitiva e rentavel no mercado de produgdo de
biodiesel.

Para averiguar a qualidade das sementes sio
realizados testes, como o de germinagdo, realizado sob
condicdes ideais e artificiais que permitem a manifestagao
do maximo potencial fisiolégico do lote (AOSA, 1983).
O teste de germinagdo tem seus procedimentos descritos
nas Regras para Analise de Sementes -RAS (Brasil, 1992)
utilizadas no Brasil para maioria das espécies comerciais,
no entanto, apesar de haver recomendacao para a espécie
Raphanus sativus ndo existe um procedimento especifico
para variedade oleiferus, que apresenta caracteristicas
distintas em relagdo a outras variedades comerciais da
mesma espécie.

Nery et al. (2007) e Nery (2008) realizaram testes

Revista Brasileira de Sementes, vol. 33, n° 1 p. 069 - 079, 2011

de germinagdo para sementes de nabo forrageiro visando
definiratemperatura 6timae o substratoideal paraavaliacdo
da qualidade de sementes das cultivares CATI AL-1000
e IPR 116. Estes autores verificaram que a temperatura
alternada de 20-30 °C e uso do substrato areia seriam as
condigdes ideais para avaliar a qualidade das sementes de
nabo forrageiro. Apesar destas pesquisas ja apresentarem
indicativos de uma metodologia adequada para o teste
de germinagdo em sementes de nabo forrageiro, segundo
a literatura internacional (Eurachem, 1998; Sheppard
e Cockerell, 2000; ISTA, 2007), a designacdo de um
teste ou metodologia deve basear-se em principios de
metrologia. Dessa forma, a indicagdo de um determinado
teste deve ser precedida de procedimentos de validagdo
metodologica.

A International Seed Testing Association (ISTA),
para assegurar a padroniza¢do de metodologias para o
comércio internacional de sementes, estabeleceu critérios
de validacao de metodologias em um protocolo elaborado
em 2002. Este programa consiste em uma avaliacdo
critica para assegurar que a descri¢do da metodologia seja
clara e completa, e que o procedimento fornega exatidao,
robustez, precisdo (reprodutibilidade e repetibilidade)
dos resultados em concordancia com as especificagdes
estabelecidas pela propria metodologia.

Para a avaliagdo do processo de validagdo dessas
metodologias, ja existe uma recomendagdo da ISTA para
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o desenvolvimento de uma analise padrao, que considera
a utilizacdo de algumas técnicas estatisticas, mas que nao
restringe a proposicao de novos procedimentos (ISTA,
2007).

O objetivo nesse trabalho foi wvalidar duas
metodologias para o teste de germinagdo em sementes
de nabo forrageiro (Raphanus sativus var. oleiferus),
utilizando como substrato a areia ou papel. Além disso,
avaliar o uso de Técnicas estatisticas complementares ao
procedimento padrdo da ISTA para o precesso de avaliagio.

MATERIAL E METODOS

Para avaliar o processo de validagdo das duas
metodologias para o teste de germina¢do em sementes
de nabo forrageiro utilizando os substratos areia e papel
com temperatura alternada 20 -30 °C, o trabalho foi
executado em duas etapas. Na Etapa 1, denominada de
procedimentos iniciais, foram coletados, selecionados e
caracterizados os lotes, culminando com a distribuigao
dos materiais para laboratorios previamente selecionados.
Esses procedimentos foram realizados no Laboratdrio de
Analise de Sementes do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras, MG. Na Etapa 2 foi feita
uma avaliacdo dos resultados por meio de ferramentas
estatisticas apropriadas.

Etapa 1) Procedimentos iniciais

Coleta e selecio dos lotes: Foram utilizadas sementes
de sete lotes comerciais de nabo forrageiro, cultivar
CATI AL 1000 de diferentes safras e procedéncias. As
sementes de cada lote de 40 kg foram acondicionadas
em 5 recipientes ¢ de cada um deles foi retirada uma
subamostra de 30 g, com o auxilio de um amostrador de
sementes (Brasil, 1992). Em seguida, foram realizados
testes de germinacdo para a avaliagdo da homogeneidade
do lote por meio do teste H.

As subamostras foram previamente classificadas de
acordo com o tamanho das sementes, utilizando-se as
retidas em peneira de 8 mm. A semeadura foi realizada
em caixas em substrato papel mata-borrdo umedecido com
agua destilada 2,5 vezes a sua massa em caixas acrilicas.
Foram utilizadas 100 sementes de cada subamostra, em
duas repeticdes de 50 em camara de germinagdo tipo
B.O.D. regulada a temperatura alternada 20-30 °C, e
procedida a contagem de plantulas normais aos trés e sete
dias. Com os resultados foi realizado, para cada lote, o
teste H, conforme descrito na RAS (Brasil, 1992).

Caracterizacio dos lotes — teste de germinacio
inicial: Apds a realizacdo do teste H, os cinco lotes
selecionados, como os mais homogéneos e de diferentes
niveis de qualidade, foram homogeneizados com o auxilio
de um divisor mecanico do tipo solo com oito canaletas
(Brasil, 1992). Cada lote foi dividido em oito repeti¢cdes
de aproximadamente 5 kg cada. As sementes foram
classificadas de acordo com o tamanho utilizando-se uma
peneira de 8 mm. Foram testadas as duas metodologias,
uma utilizando, como substrato, o papel e a outra areia nas
temperaturas alternadas de 20-30 °C. A areia passou por
um processo de lavagem em agua corrente, esterilizagao
em autoclave por 2 horas ¢ umedecimento em 50% da sua
capacidade de retencdo, conforme Brasil (1992). O papel
foi umedecido conforme ja descrito no procedimento de
germinacao para o teste H e mantido em caixas acrilicas
do tipo gerbox a temperatura de 20-30 °C em camara de
germinacao com contagens aos trés e sete dias.

As sementes dormentes, remanescentes ao final do
teste, foram submetidas ao teste de tetrazolio (Brasil,
1992). Durante a contagem, as plantulas normais,
plantulas anormais, sementes duras, mortas e dormentes
foram descritas e fotografadas para a padronizacdo dos
resultados do teste de germinagdo.

O experimento, para cada metodologia, foi instalado
segundo um Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC), com 8 repeti¢des de 50 sementes. Os dados foram
submetidos a analise de varidncia e o efeito dos lotes,
quando significativo, tiveram suas médias comparadas
pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de significancia de 5%

Distribuicdo do material para os laboratérios:
Nessa etapa foram coletados de cada lote, amostras com
cercade 5kgque foramreduzidasa 12 kg apos classificagdo
de acordo com o tamanho (8 mm). As amostras enviadas
a oito laboratérios foram resultantes da subdivisdo
desses 1,2 kg (150 g por laboratério). As sementes foram
acondicionadas em sacos de papel multifoliado e caixas
de papeldo e enviadas aos laboratdrios, juntamente
com as instrucdes para a realizagdo e avaliagdo do teste
de germinacdo, além de um questionario para avaliar a
execucdo pratica de cada uma das metodologias. Os
laboratorios foram informados da data de envio das
amostras, sendo solicitada a rapida execucao do teste de
germinacdo para evitar a deterioracdo das sementes e o
envio imediato dos resultados do teste.

Deve-se ressaltar que os laboratorios selecionados ou
eram de prestacdo de servigo ou de pesquisa, credenciados
ou nao pelo Ministério de Agricultura,
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Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e com diferentes
niveis de experiéncia com o teste de germinagdo para
nabo forrageiro.

Etapa 2) Avaliacio dos resultados

Esta etapa foi subdivida em 6 subetapas, sendo
que as técnicas estatisticas foram utilizadas para:
identificar a presen¢a de valores discrepantes e outliers
nas variancias; avaliar os efeitos de laboratorios e lotes;
verificar a precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade),
exatiddo e robustez; comparar as diferentes metodologias
de germinacdo e reavaliar o nivel de qualidade dos
lotes. Cada etapa foi realizada separadamente para os
substratos papel e areia, com excec¢do dos testes F que
foram utilizados justamente para comparar os resultados
das duas metodologias.

Identificacdo de valores discrepantes (outlier):
Para a detec¢do de valores discrepantes em todos os
laboratoérios foi utilizado o método de Hampel (Hampel,
1985). A orientacao do programa de validagdo nos casos
em que for detectado algum outlier é promover a sua
retirada do banco de dados, antes de proceder as proximas
analises (ISTA, 2007).

Identificacdo de outlier nas varidncias: Em cada
lote foi realizado o teste de Levene utilizando a média
(Levene, 1960). No caso da detecgdo a presenca de outlier,
o laboratério com maior varidncia foi retirado € o processo
repetido, até que ficassem apenas os laboratérios com
variancias homogéneas de acordo com o teste Levene.

Analise de Varidncia: Para avaliar os efeitos dos
laboratérios e lotes, foi aplicada a teoria da analise de
variancia num delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial com 8 repeti¢des de 50 sementes
cada. Ressalta-se que no caso deste estudo, ndo havia
razdes praticas para avaliar o efeito da interagdo entre
laboratdrios e lotes, assim este fator ndo foi explicitado
diretamente no modelo.

Avaliacdo da precisio (Repetibilidade e
Reprodutibilidade) e das estatisticas h e k de Mandel:
A variancia de repetibilidade (57) representa uma medida
da variabilidade dentro dos laboratérios (ISO 5725-2,
1994). Com seu valor determinado, foi calculado o
limite critico (r) de repetibilidade, estimado por » = §,
D, em que D foi obtido da tabela de Tukey, com graus
de liberdade tendendo para o infinito e grau de confianga
de 99% (Banzatto e Konkra, 2006). Esse valor de r foi
comparado com a amplitude entre as repeti¢des de cada
laboratério, em cada lote, avaliando-se, entdo, quais
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laboratdrios tiveram repetibilidade aceitavel.

A variancia de reprodutibilidade (57 ) representa uma
medida da variabilidade entre e dentro dos laboratdrios
(ISO 5725-2, 1994), e com seu valor determinado foi
calculado o limite critico (R) de reprodutibilidade para cada
lote, estimado por R = S D. Esse valor de R foi comparado
com a amplitude entre os laboratdrios para cada repeticao,
determinando, assim, quais lotes tiveram reprodutibilidade
aceitavel, com grau de confianga de 99%.

Outra medida utilizada para auxiliar na avaliagdo
da precisdo dos resultados foi a estatistica k de Mandel,
ja a estatistica h foi a medida utilizada para avaliar
graficamente a estimativa do viés, por conseguinte a
exatiddo, dos resultados (ISO 5725-2, 1994). Apos os
calculos, foram esbocados os graficos dos valores de h
e k para cada lote e laboratdrio, e comparados com os
valores criticos para os niveis de significdncia de 1% e
5%.

Comparacio das metodologias: Para a comparacao
da precisao das metodologias dentro dos laboratérios foi
calculada uma estatistica F, para cada lote (j = 1,...,5)
e feita a comparagdo com dois limites tabelados F'y. or
. F o utilizando-se as estimativas das variancias da
repetibilidade considerando os dois substratos, areia e
papel (Lupin; Schouenborg, 2000). As linhas de decisdo
foram assim definidas: se Frj> ij o> ij > Frj, wp ndo ha
evidéncias de que as metodologias tenham precisdes
diferentes dentro de cada laboratério; se Fr_,-> FrjSup ha
evidéncias de que a metodologia 1 tenha precisao superior
a metodologia 2 dentro de cada laboratorio; e se F>F .,
ha evidéncias de que a metodologia 1 tenha precisdo
inferior a metodologia 2 dentro de cada laboratdrio.

Na comparagdo da precisdo geral das metodologias
foi calculada uma estatistica F, para cadalote (j = 1,...,5)
e feita a comparagdo com os valores criticos, similares
aos apresentados para a comparagdo da precisdo das
metodologias dentro dos laboratérios, bem como as
linhas de decisdo. A tnica diferenca é que a interpretacdo
foi feita para a precisdo geral, sendo entdo utilizadas
as estimativas das varidncias de reprodutibilidade e
repetibilidade dos substratos areia e papel (Lupin;
Schouenborg, 2000):

Classificacao dos lotes: Como foram selecionados
lotes com niveis de qualidade diferentes utilizou-se a
técnica de Analise Discriminante para averiguar, baseados
nos resultados obtidos pelos laboratdrios, a adequagdo da
classificacdo feita a priori. Assim, foram formados trés
grupos, correspondentes aos lotes de qualidade inferior,



VALIDACAO DO TESTE DE GERMINACAO DE NABO FORRAGEIRO 73

intermediaria e superior.

O uso desta técnica consistiu em determinar uma
combinagaolinearentreduasoumaisvariaveisindependentes
que discriminaram melhor os grupos definidos a priori. A
discriminagdo foi conseguida estabelecendo-se os pesos
da combinagdo linear que maximizaram a variancia
entre grupos relativos a variancia dentro dos grupos. A
combinacdo linear para a Andlise Discriminante ¢ também
conhecida como fun¢do discriminante (Hair et al., 2006).
Uma vez que a fungdo discriminante linear foi calculada,
uma observacao pode ser alocada para uma das g populacdes
com base em seu “score discriminante”, ¢ como na amostra,
a populacdo de origem de cada observacdo era conhecida,
foi possivel identificar quais deles foram classificados
corretamente ou nao. Assim, pdde ser calculada a Taxa
Estimada de Erro (TEE), que corresponde a fragdo das
observacdes incorretamente classificadas, sendo uma
estimativa da Taxa de Erro verdadeira.

Ressalta-se que o procedimento padrdo da ISTA para
o processo de validagdo de metodologia indica o uso dos
métodos de Hampel, a Analise de Variancia, os valores
de repetibilidade e reprodutibilidade, e as estatisticas h e
k de Mandel. Ja as técnicas estatisticas complementares
propostas neste trabalho foram: o teste de Levene para
média (em substitui¢do ao teste de Cochran), os limites
criticos de repetibilidade, os testes F para comparagdo
das metodologias e a Andlise Discriminante.

Para todas as analises estatisticas foram

desenvolvidas fungdes especificas no software R (R
Development Core Team, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados do teste H, cinco dos sete
lotes avaliados, ndo apresentaram evidéncias estatisticas
para rejeitar a hipotese de homogeneidade do lote, ao
nivel de significancia de 1% de acordo com Brasil (1992)
e Copeland e Liu (2005).

Caracterizacio dos lotes - Teste de germinacao inicial

Pelos resultados obtidos no teste de germinagao foram
observadas diferengas significativas para o efeito de lotes
tanto na utilizacdo do substrato areia como papel, pelo teste
de Scott-Knott, no nivel de significancia de 5% (Tabela
1). De acordo com as diferencas apresentadas nesse teste,
os lotes foram classificados, quanto a porcentagem de
germinacdo, em diferentes niveis de qualidade fisioldgica:
inferior, intermediaria e superior. A exce¢ao foi o lote 5,
para a metodologia papel, que apesar da porcentagem de
germinacdo ter sido considerada estatisticamente igual
a dos lotes 1 e 3, o mesmo foi classificado como nivel
intermediario, em razdo do resultado obtido na areia
e por apresentar valor médio de germinagdo entre 60 a
70%, proximo ao valor minimo para comercializagao de
sementes da espécie Raphanus sativus que era de 60%
(Brasil, 2009).

TABELA 1. Resultados médios (%) obtidos no teste de germinacao inicial com sementes de 5 lotes de nabo forrageiro
utilizando os substratos areia e papel com temperatura alternada de 20-30 °C.

Lote Areia Papel
IMédias Classificagdo IMédias Classificagdo
1 76 a Superior 75 a Superior
2 55¢ Inferior 44 ¢ Inferior
3 76 a Superior 70 a Superior
4 66 b Intermedidria 57b Intermedidria
5 67b Intermedidria 67 a Intermedidria

! Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, no nivel de significancia de 5%.

Para Waeny (1980), a utilizagdo de lotes com niveis
de qualidades diferentes no processo de validagdo de
metodologias é necessaria, porque a metodologia ideal deve
ser robusta para suportar condi¢des adversas de aplicacao
e, também, ser precisa e exata para detec¢do de diferencas

sutis de qualidade.
Teste de germinacio nos laboratdérios selecionados

Observa-se pelo resultado geral dos oito laboratorios,
que para todos os lotes no substrato areia, a média de
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germinacdo foi maior e o coeficiente de variacdo foi
menor em relagdo ao papel (Tabela 2). Resultados similares,

sob as mesmas condi¢des de teste, foram encontrados por
Nery et al. (2007) e Nery (2008).

TABELA 2. Resultados médios percentuais(y) e coeficientes de variacio (CV%) obtidos em 8 laboratorios para
o teste de germinacio com sementes de S lotes de nabo forrageiro em substratos areia e papel, com

temperatura alternada de 20-30 °C .

Lotel Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5
Substrato Lab. — — — — —
y CvV y cv y Ccv y Ccv y cv

1 89 4,90 55 8,33 87 6,54 64 091 80 3,31

2 94 4,87 62 6,52 95 1,61 78 5,18 87 2,90

3 98 0,59 64 6,31 96 0,00 85 1,18 92 0,00

4 94 2,81 62 7,95 94 3,07 71 16,32 85 4,25

Areia 5 92 2,51 68 5,94 95 1,05 72 9,11 86 4,08
6 92 4,52 63 11,14 91 6,25 66 18,08 79 5,80

7 91 6,34 61 8,67 93 3,11 69 8,25 85 0,68

8 93 5,69 63 16,06 91 12,38 79 14,38 85 13,94

Geral 93 4,51 62 9,60 93 5,45 73 12,90 86 6,31

1 88 4,55 53 17,02 89 2,83 59 11,29 83 5,52

2 91 4,96 56 8,80 94 1,06 61 14,13 85 3,78

3 98 0,59 68 3,06 93 0,62 83 3,69 94 2,13

4 94 4,87 61 11,16 94 1,06 65 19,66 85 9,51

Papel 5 95 2,19 66 10,61 96 1,59 81 7,44 93 4,06
6 92 3,49 61 4,34 84 9,55 68 13,26 77 8,45

7 76 8,36 40 29,63 74 14,04 45 37,47 60 20,88

8 95 1,05 64 8,27 95 1,61 77 8,52 88 0,66

Geral 91 7,78 59 17,54 90 9,19 68 21,49 83 13,95

Nos casos de espécies com nivel de domesticagdo
inferior, ou com altos indices de infestacio com
microrganismos, segundo Ashton (2005), recomenda-se
a utilizacdo do substrato areia, uma vez que este material
possibilita uma maior taxa e velocidade de germinagdo. A
maior velocidade de germinagdo pode ser explicada por
autores tais como, Lopes et al., (2005); Pacheco et al.,
2006); Nery, (2008), como sendo consequéncia da maior
area de contato da semente com a areia, 0 que propicia
maior velocidade na absor¢ao de 4gua. Da mesma forma, as
menores médias de germinacdo obtidas no substrato papel
parecem estar associadas, segundo Andrade et al. (2006),
a uma menor capacidade de retengdo de agua de alguns
materiais ou a proximidade entre plantulas no substrato
0 que pode facilitar a contaminagdo por microrganismos.
No entanto os resultados podem variar conforme o lote ¢ a
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espécie analisada (Kopper et al, 2010).

Para as duas metodologias avaliadas, o lote 2 no geral
apresentou menores médias de germinacdo em relacdo
aos demais lotes, o que corrobora com a classificacdo
estabelecida no teste de germinagdo inicial, como sendo
este de qualidade inferior. Em relacdo ao coeficiente de
variagdo, no geral, observa-se maiores valores para os lotes
2,4 e 5 que foram considerados em estados mais avangados
de deterioragdo. Resultados semelhantes foram encontrados
em lllipront (1997) trabalhando com sementes de soja, que
concluiu existir maior variagdo individual de sementes em
lotes com estados progressivos de deterioragdo em relacio
aos deteriorados ou aqueles de qualidade superior.

Com a utilizacdo do substrato areia foi identificado pelo
método de Hampel uma quantidade menor de outliers num
total de trés, em relacdo ao papel, onde foram observados
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sete outliers. De acordo com Williams et al. (2002) e
Liu et al. (2004) ¢ importante a identificacdo dos valores
discrepantes antes da modelagem e analise, pois a presenga
destes valores podem levar a um modelo mal especificado,
a estimag@o viesada de parametros, e, por conseguinte, a
resultados incorretos.

Foram identificados pelo teste de Levene, no nivel de
significancia de 1%, outliers nos lotes 3 (valor p = 0,0099),
4 (valor p = 0,0067) e 5 (valor p 0,0009) para o substrato
areia e o lote 3 (valor p=0,0073) para o papel. Para cada lote
em que foram identificados outliers, retirou-se o laboratorio
com maior variancia, que foram: laboratérios 4 e 7 do lote 3;
laboratdrio 6 do lote 4; laboratoério 8 do lote 5 para o substrato
areia e o laboratorio 6 do lote 3 para o papel.

Ap0s a retirada dos laboratérios repetiu-se o teste de

Levene e, com excecdo do lote 4 (valor p =0,0080), para os
demais lotes nao foi rejeitada a hipdtese nula de variancias
homogéneas nos laboratérios restantes. Assim, para o lote
4 foi necessario reaplicar o teste de Levene pela segunda
vez, sendo excluido também o laboratdrio 4. E, finalmente,
as variancias dos laboratdrios restantes para este lote foram
consideradas homogéneas (valor p = 0,0145).

Com as retiradas de outliers, o delineamento
experimental passou a ser ndo balanceado, logo, para a
obteng¢do dos quadrados médios foram utilizadas as somas de
quadrados tipo III. Pelos resultados da analise de variancia,
no nivel de significancia de 1%, foram identificadas,
para as duas metodologias, diferengas estatisticamente
significativas entre os resultados de diferentes laboratorios
(Tabela 3).

TABELA 3. Resumo da analise de varidncia para a variavel porcentagem de germinacio em substrato areia e papel,
com temperatura alternada de 20-30 °C, de acordo com oito laboratérios, em ensaios com sementes de

cinco lotes de nabo forrageiro.

Sub. Fonte de variagcdo G.L. Quadrado médio F Valor p
Laboratério 7 122,8865 5,27 <0,0001
. Lote 4 3.912,8757 167,94 <0,0001
Areia
Residuo 90 23,2987
C.V (%) 5,94
Laboratorio 7 717,1304 19,05 <0,0001
Lote 4 4.588,0339 121,87 <0,0001
Papel
Residuo 99
C.V (%) 7,78

Algumas hipoteses podem ser levantadas para
explicar tais diferengas nos resultados do teste de
germinacao, como, por exemplo, a alta variacdo no estadio
de maturagdo comum em sementes de nabo forrageiro
(Bittencourt et al., 1991). Uma possivel dificuldade na
analise e interpretacdo do teste pelos laboratorios por ser
uma planta pouco avaliada e conhecida pelos mesmos,
ou ainda, o excesso de microrganismos associados a essa
espécie, (Nery, 2008).

Avaliacdo da repetibilidade, reprodutibilidade e dos
valores de h e k

Comparando a amplitude de cada laboratério com os
limites criticos de repetibilidade por lote, grau de confianga
de 99%, pode-se verificar que, no caso da areia com exce¢ao
dos laboratorios 4 ¢ 7 em relagdo ao lote 3 e laboratério 8
para o lote 5, todos os demais apresentaram repetibilidade

aceitavel. De fato, esses laboratdrios que ndo apresentaram
repetibilidade ndo tinham sido incluidos no calculo do
limite critico, ja que foram retirados da analise em etapas
anteriores, sendo reapresentado apenas para confirmar a
situacdo de ndo adequabilidade dos seus resultados, para
os lotes mencionados, no processo de validacdo. Ja para
o substrato papel, as exce¢des foram os laboratorios 6 e 7
para o lote 3, que também tinham sido retirados da analise
nas outras etapas.

Quanto as condi¢des de reprodutibilidade no caso
da areia, comparando a amplitude de cada repeti¢do
com os limites criticos por lote, grau de confianca de
99%, pode-se verificar que todos os lotes apresentaram
reprodutibilidade aceitavel. No caso do substrato papel,
a excecdo foi novamente o lote 4. Pela observagdo dos
graficos dos valores de h e k (Figura 1) para o substrato
areia, verifica-se que os h e k criticos a 1%
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nao foramultrapassados, evidenciando a consisténcia
dos resultados de cada lote por laboratorio, ocorrendo
apenas uma tendéncia a subestimagdo pelo laboratério
1 e superestimacao pelo laboratério 3 comparados com
a média geral, de acordo com os valores de h; e uma
maior variabilidade entre os lotes para o laboratorio 8
de acordo com os valores de k.

V. Y. KATAOKA et al.

Para o substrato papel verifica-se também que os h
e k criticos a 1% ndo foram ultrapassados (Figura 2),
com uma tendéncia a subestimacao dos resultados pelos
laboratorios 1 e 7, superestimagao pelos laboratorios 3 e
5 comparados com a média geral, baseado nos valores de
h; e maior variabilidade entre os lotes dos laboratérios 1
e 7 de acordo com os valores de k.
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FIGURA 1. Grificos dos valores de h e k para o teste de germinacio em sementes de nabo forrageiro em substrato

areia e temperatura alternada de 20-30 °C.

Comparacio das metodologias

De acordo com o teste F ndo existiram evidéncias
estatisticas para considerar diferencas na precisdo nem
dentro dos laboratorios e nem no geral para as duas
metodologias em cada lote. Além dos resultados estatisticos,
cada laboratorio preencheu uma ficha de avaliacdo
(questionario) comparando as duas metodologias, sempre
indicando qual das duas seria mais facil na execugdo de
alguns procedimentos, como: pré-montagem, montagem,
manipulagdo e avaliagdo. Para todas as respostas a
metodologia papel foi eleita pela maioria dos laboratorios
como a mais facil.
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Analise Discriminante

Para avaliar a fungdo de classifica¢do foi utilizado o
processo de valida¢do cruzada, obtendo-se as matrizes
de confusdo para as duas metodologias (Tabelas 4 e 5).
Com os resultados das matrizes de confusdo obtiveram-
se, para as duas metodologias, as trés taxas de erro de se
classificar: no geral uma observagao incorretamente - TEE;
uma observagdo do grupo t, no grupo t, - TEE (j|i), e uma
observagdo do grupo t, incorretamente - TEE (i) (Tabela
6). Para a metodologia areia, somente o grupo 2 apresentou
uma taxa de erro de classificacdo, 0o que era em parte
esperado por serem lotes de qualidade intermediaria.
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FIGURA 2. Grificos dos valores de h e k para o teste de germinaciao em sementes de nabo forrageiro em substrato
papel , na temperatura alternada de 20-30 °C.

TABELA4. Matriz de confusio com validagcio cruzada—regra linear de Fisher, para os resultados do teste de germinacio
em sementes de nabo forrageiro utilizando substrato areia e temperatura alternada de 20-30 °C.

Grupo Grupo classificado
. total
verdadeiro 7 o 4
7 8 0 8
D 2 8 3 13
B 0 0 14 14
Total 10 8 17 35

TABELA 5. Matriz de confusdo com validacdo cruzada — regra linear de Fisher, para os resultados do teste de
germinac¢io em sementes de nabo forrageiro em substrato papel e temperatura alternada de 20-30 °C.

Grupo Grupo classificado
. Total
verdadeiro 7 o 4
T 6 2 0 8
) 3 6 7 16
T 0 2 13 15
Total 9 10 20 39
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Pelos resultados apresentados na matriz de confusao
para o substrato areia (Tabela 4), verifica-se uma
tendéncia do grupo 2 tanto a sub como super estimacao,
uma vez que foram duas observacdes classificadas
no grupo 1, e trés no grupo 3. E desses cinco valores
confundidos, quatro deles sdo observacdes do lote 4,
reforcando também o que ja foi dito sobre este lote,
no que se refere a sua alta variabilidade em relacdo
aos demais lotes. Comparando as duas metodologias,
verifica-se que os trés tipos de TEE para o substrato
papel foram bem superiores ao da areia, evidenciando
um fato j4 constatado de uma variagdo maior dos
resultados obtidos no papel. Segundo Ferreira (2008),
o desempenho de uma regra de classificagdo depende
das distancias dos grupos, e essa distancia depende da
variabilidade, quanto menor for a dispersdo do grupo,
menores serdo os erros de classificagdo incorreta.

TABELA 6. Taxas de erro (%) para classificacdes pelo
processo de validacio cruzada —regra linear
para o teste de germinacdo em sementes
de nabo forrageiro em substrato areia e
temperatura alternada de 20-30 °C.

Taxas de Areia Papel
erro
TEE 14,29 35,90
TEE (1]2) 15,38 18,75
TEE (1]3) 0,00 0,00
TEE (2|1) 0,00 25,00
TEE (2/3) 0,00 13,33
TEE (3|1) 0,00 0,00
TEE (3]2) 23,08 43,75
TEE (1) 0,00 18,75
TEE (2) 38,46 62,50
TEE (3) 0,00 15,38

Pode se observar que, independente da metodologia, o
grupo 2 apresentou as maiores taxas de erro de classificacao,
0 que parece estar associado a uma maior dispersdo nos
resultados obtidos num lote de qualidade intermediaria.
Como afirma Ferreira (2008), “por melhores que sejam os
métodos matematicos uma boa regra de decisdo dependera
de outros fatores exodgenos ao controle.”
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CONCLUSOES

As técnicas estatisticas associadas a validagdo
propostas como complementares ao padrao da ISTA,
contribuiram para a melhoria e aperfeicoamento das
analises no processo de validacao e permitem afirmar que:

O uso do teste de Levene para média possibilita
identificar laboratérios discrepantes que ndo seriam
considerados com o teste de Cochran.

As condigoes dos limites criticos de repetibilidade e
reprodutibilidade e robustez pode ser observadas em dados
obtidos na avaliacdo da germinacdo de sementes de lotes
de nabo forrageiro de diferentes niveis de qualidade.

A técnica da Andlise Discriminante auxilia o processo
de validacdo de metodologia, confirmando, com os
resultados obtidos nos laboratorios, a classificagdo de um
lote quanto ao seu potencial de germinagao.

As metodologias para o teste de germinagdo em
sementes de nabo forrageiro com a utilizag¢ao dos substratos
areia e papel com temperatura alternada 20-30 °C, puderam
ser consideradas validadas, tanto no aspecto fitotécnico,
como estatistico.
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