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RESUMEN

Cuando el muestreo es destructivo, y cada unidad experimental proporciona una sola medida por variable, no se
comprometen los supuestos del ANOVA; mientras que, cuando esa respuesta cambia en el tiempo se convierte en
una fuente de variacion que deberia incorporarse al disefo. Las medidas repetidas surgen cuando una respuesta
se cuantifica repetidamente sobre la misma unidad experimental o sujeto, por tal razén, efectuarla implica la
imposibilidad de aleatorizar el factor tiempo. Al realizar repetidamente evaluaciones sobre las mismas unidades,
los datos resultantes guardan estrecha relacion y al estar autocorrelacionados, se viola el supuesto de indepen-
dencia de errores; ademas, las varianzas de las medidas repetidas cambiarian en el tiempo, comprometiendo el
supuesto de igualdad de varianzas. El analisis de medidas repetidas en el tiempo es la opcién correcta de analisis
e interpretacion de datos estadisticos tomados en la misma unidad experimental de manera sucesiva. Su aplica-
cion requiere independencia de las respuestas entre las distintas unidades experimentales, normalidad conjunta
multivariada, homogeneidad y esfericidad de la matriz de covariancia. Los paquetes estadisticos SAS®, SPSS,
InfoStat y Stata®, entre otros, contienen médulos para realizar dicho analisis.
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Relevance of the use of statistical analysis of repeated measures in
agricultural research

ABSTRACT

When the sampling is destructive, and each experimental unit provides only one measure per variable, the
assumptions of the ANOVA are not compromised; whereas, when that response changes over time, it becomes
a source of variation that should be incorporated into the design. Repeated measures arise when a response is
repeatedly quantified on the same experimental unit or subject, for this reason, to perform it implies the impos-
sibility of randomizing the time factor. By repeatedly performing evaluations on the same units, the resulting data
are closely related and, being autocorrelated, the assumption of error independence is violated; In addition, the
variances of the repeated measures would change over time, compromising the assumption of equality of vari-
ances. The analysis of measures repeated over time is the correct option for analysis and interpretation of statis-
tical data taken in the same experimental unit in a successive manner. Such analysis requires independence of
the responses between the experimental units, multivariate joint normality and homogeneity and sphericity of the
covariance matrix. The statistical packages SAS®, SPSS, InfoStat and Stata®, among others, contain modules to
perform this analysis.
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INTRODUCCION

En el ambito de la Estadistica, Balzarini et al.
(2012) sefalan que la Biometria o Bioestadistica,
hace referencia a métodos estadisticos y mate-
maticos que se aplican para analizar datos prove-
nientes de las ciencias bioldgicas, como lo es la
agronomia; por otro lado, Spiegel y Stephens
(2009) ilustran que la estadistica estudia los
métodos cientificos para recolectar, organizar,
resumir y analizar datos, asi como para elaborar
conclusiones validas y tomar decisiones razo-
nables. De manera similar otros autores (Badii
et al. 2004; Foroughbakh y Badii 2005; Badii et
al. 2006; Badii y Castillo 2007) plantean que la
estadistica tiene por objetivo verificar la validez
probabilistica de los acontecimientos en la escala
tiempo-espacio, asi como también, para relacio-
narla con eventos diarios o realizar predicciones.

La Estadistica ha tenido un desarrollo importante
en el tiempo, en consecuencia, las aplicaciones
de las distintas técnicas se han incrementado en
las diversas ramas de la ciencia; sin embargo,
en virtud de la diversidad de ellas, existe “un uso
y abuso” de las mismas, aduciendo utilizacion
inapropiada de estas herramientas que generan
interpretaciones inexactas de los resultados
(Babinec 2012). Fernandez et al. (2013) sefialan
que la introduccién de métodos estadisticos de
avanzada en la formacioén del profesional y en
proyectos de investigacion en el area agroné-
mica, permite saltos cualitativos en la calidad
académica, ademas de elevar la eficacia de las
investigaciones cientificas; es por ello que en la
época actual, hay necesidad de poseer sélidos
conocimientos en el uso de las herramientas esta-
disticas, por el papel que esta ocupa en la solu-
cion eficiente en las investigaciones cientificas.

Al respecto Maindonald y Cox (1984), sefalan
algunos problemas vinculados al uso inapro-
piado de los métodos estadisticos en el area de la
agronomia, entre los cuales destacan el empleo
de métodos estadisticos que no se ajustan a las
caracteristicas de los datos considerados; estos
mismos autores, mencionan que las estadisticas
bien utilizadas proveen informaciones sumamente
utiles para la toma de decisiones; ademas, de
permitir comprender la naturaleza del fendmeno
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estudiado. Por otro lado, Montes de Oca et al.
(2007) aducen que las exigencias para arbitraje
estadistico, debe aumentar, para la aceptacién de
los articulos, esto porque la estadistica aplicada
debe estar inmiscuida en la metodologia de la
investigacion cientifica.

En la investigacion agricola, las pruebas parameé-
tricas son validas cuando se aplican a datos que
tienen normalidad en la distribucion de frecuen-
cias de los errores muestrales, tienen varianzas
homogéneas, los efectos de los factores de varia-
cién son aditivos y los errores son independientes.
Si los grupos sometidos a la misma prueba de
rendimiento tienen medias iguales, pero distri-
buciones diferentes, seria dificil interpretar una
prueba paramétrica, debido a diferencias en la
dispersion o varianza de los resultados. Por tanto,
las pruebas paramétricas, solo se pueden aplicar
a datos que tienen intervalos continuos e iguales
(Yang et al. 2011; Perina y Krepelka 2013).

El rigor metodoldgico es fundamental en el
desarrollo de cualquier investigacion, a fin de
garantizar la coherencia y la pertinencia de los
resultados. El desconocimiento y el uso incorrecto
de las herramientas estadisticas y metodol6-
gicas se traducen en investigaciones con discu-
tible validez, como consecuencia de los errores
de interpretacién. Chew (1976) fue uno de los
primeros en alertar sobre la alta frecuencia con
gue los métodos estadisticos han sido usados
erroneamente en las publicaciones cientificas,
seguido por Petersen (1977), Johnson y Berger
(1982) y Lowry (1992), entre otros. A pesar de los
multiples llamados de atencion, en la actualidad
contindan repitiéndose infinidad de errores en el
tratamiento estadistico reportado en diferentes
articulos cientificos (Reinhart 2015; Kramer et al.
2016; Allison et al. 2016; Raudonius 2017; Cox et
al. 2018).

En razén de los anteriores planteamientos, el
objetivo de este trabajo fue el de acopiar los
argumentos para la aplicacion del analisis de
medidas repetidas en el tiempo en experimentos
vinculados al area agricola.
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USO INCORRECTO DEL ANALISIS DE
VARIANZA (ANOVA)

Con mucha frecuencia se ha venido observando
el uso del analisis de varianza convencional en
publicaciones cientificas donde se cuantifican
variables sobre la misma unidad experimental en
sucesivas oportunidades durante el transcurso de
la investigacion, independiente del disefio expe-
rimental y del arreglo de los tratamientos, aun
cuando se violan los preceptos basicos de dicho
analisis.

De las revistas Agronomia Tropical y Zootecnia
Tropical se citan los siguientes ejemplos:

1. Caracterizacion fisico-quimica y microbiol6-
gica de tres compost fabricados con residuos
vegetales del Mercado Principal de la ciudad
de Mérida, donde se realizaron evaluaciones
en cuatro periodos sobre los mismos compos-
teros (Millan et al. 2017). Los resultados se
interpretaron a través de figuras y estadistica
descriptiva.

2. Variacioén de los niveles de amonio fijado en el
suelo en diferentes etapas del desarrollo vege-
tativo de la caina de azucar (Lépez-Hernandez
e Infante 2017). Para comparar los cambios
se efectuaron analisis de varianza de una via,
a pesar de que las evaluaciones se realizaron
sobre la misma unidad experimental.

3. Evaluacion de dos alturas y tres frecuencias
de corte sobre la produccion de materia seca
y proteina cruda de Tithonia diversifolia (Lugo
et al. 2012) y evaluacion de cambios produ-
cidos por el pisoteo en sistemas de produccién
de cerdos a campo sobre las propiedades de
un suelo Mollisol, comparando potreros con
cerdos y sin cerdos y tres profundidades de
suelo (Rodriguez et al. 2010), en los cuales
se realizaron analisis de varianza por via
paramétrica, obviando la aleatorizacién de las
unidades experimentales en los muestreos
sucesivos.

4. Evaluaciéon de cambios en la calidad fisico-
quimica de la leche en vacas raza Holstein
y Normando derivados de los cambios
inherentes a la gestacion y de los cambios
hormonales en diferentes etapas de lactancia,
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evaluandose desde el momento de parto
hasta el secado (Rodriguez et al. 2015). A los
resultados obtenidos se les aplicod un analisis
de varianza de una via, comparando indivi-
dualmente cada semana obviando las compa-
raciones entre las diferentes fechas.

5. Evaluacion de la suplementacién con tres
dosis de grasa protegida sobre los parame-
tros productivos y composicionales de la
leche bovina, en la cual se tomaron datos
de los ordefios de mafiana y tarde, siendo
organizados respecto a la identificacion
de cada animal, produccion diaria y dieta
suministrada consolidandose un promedio
semanal para cada grupo (Rodriguez et al.
2013). Los resultados fueron interpretados
a través de analisis de varianza de una via,
comparando dentro de las semanas, pero no
entre semanas.

6. Evaluacion de los cambios de la calidad de agua
en ensayos de crecimiento del hibrido cacha-
moto (Colossoma macropomum x Piaractus
brachypomus) cultivado en un sistema de
recirculacion de agua en el Centro Piscicola del
Orinoco (Lopez y Anzoategui 2012), donde sélo
se reportan los resultados al final del ensayo,
sin mostrar los analisis y comparaciones a
través del tiempo.

En estas investigaciones, la respuesta a los trata-
mientos cambia con el tiempo, de modo que el
mismo se convierte en una fuente de variacién
que deberia incorporarse en el disefio. Cuando
el muestreo es destructivo, y cada unidad expe-
rimental proporciona una sola medida para cada
variable, no se comprometen los supuestos del
ANOVA. Las medidas repetidas se obtienen
cuando una respuesta se mide repetidamente
sobre la misma unidad experimental o sujeto
(arbol, parcela, animal, entre otros). La estructura
tradicional del disefio reconoce dos factores: uno
entre unidades experimentales a las cuales se
les asigna un tratamiento, y el otro dentro de las
unidades experimentales que son evaluados en
tiempos fijos y equidistantes.

Efectuar mediciones repetidas en la misma unidad
experimental implica que no es posible aleatorizar
el factor tiempo; por lo tanto, los datos resultantes
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guardan estrecha relacién y se presume que
estén autocorrelacionados, en consecuencia, se
viola el supuesto de independencia de errores.
Ademas, las varianzas de las medidas repetidas
pudieran cambiar con el tiempo, comprometiendo
el supuesto de igualdad de varianzas. Esta situa-
cion limita la aplicacion de los modelos clasicos
de analisis de varianza (Gonzalez y Lépez 2002;
Carrero et al. 2008).

Investigaciones que involucran mediciones repe-
tidas han sido visualizadas en la evaluacion de
los siguientes aspectos (entre otros):

+ Evolucidon de cambios en el suelo como
respuesta a practicas de manejo, labranza
y aplicaciéon de fertilizantes y enmiendas
(Amador et al. 2014; Chaves-Bedoya et al.
2013; Llovet y Vallejo 2010; Ruiz-Ochoa et al.
2006).

* Produccidon de abonos organicos, manejo
de composteros y lombricultura (Rivas-
Nichorzon et al. 2017; Cova et al. 2007; Castro
et al. 2007).

* Evolucién del crecimiento, desarrollo y
produccién de cultivos perennes y sistemas
agro-silvo-pastoriles (Barragan-Hernandez
y Cajas-Giron 2019; Quijada et al. 2008;
Quijada et al. 2004).

* Crecimiento, desarrollo y producciéon de
pastos y forrajes (Calzada-Marin et al 2018;
Calzada-Marin et al. 2014; Medina et al. 2008;
Mila y Corredor 2004).

* Respuesta a la suplementacién alimenticia,
minerales, vitaminas y medicamentos en
animales (Depablos et al. 2016; Salvador et
al. 2009; Drescher et al. 2009; Aparicio et al.
2007).

* Reproduccién, mejoramiento genético, creci-
miento, desarrollo y produccion de pequefios
y grandes animales (Vasconcelos et al. 2017,
Schindler y Feola 2014; Gomez Gil et al. 2010;
Martinez-Gonzalez et al. 2007).

Uno de los enfoques incorrectos que se han utili-
zado para analizar datos de medidas repetidas
es calcular la estadistica descriptiva a partir de
las observaciones, a lo largo del tiempo, en cada
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unidad. Dichos resumenes suelen tratarse como
una respuesta ordinaria y analizarse mediante
métodos convencionales, tales como analisis
de varianza, regresion o modelos lineales gene-
ralizados. Las estimaciones de error para las
estadisticas de resumen se basan unicamente
en la aleatorizacion en el disefio experimental;
Nno requieren suposiciones ni conocimiento de
la estructura de covarianza de las mediciones
repetidas.

Torres et al. (2003) plantean la utilizacién del
analisis de varianza univariado, segun modelo de
parcelas divididas, cuando no existe correlacion
significativa entre las mediciones en tiempo; sin
embargo, en experimentos de parcelas divididas,
la asignacion de los tratamientos a cada sujeto
deberia ser aleatorizada, pero en un experimento
con mediciones repetidas, el factor tiempo eviden-
temente no puede aleatorizarse. Ademas, en un
analisis de parcelas divididas existe la suposicion
de que las observaciones dentro de cada parcela
comparten una correlacion igual, y es improbable
gue esto se mantenga con medidas repetidas;
de hecho, la estructura de correlacion es una
de las situaciones mas importantes a considerar
en dichos casos. Comunmente habra fuertes
correlaciones porque las mediciones se realizan
sobre las mismas muestras sucesivamente con
el tiempo, y existira mayor relacion en la medida
de la cercania temporal de las evaluaciones;
igualmente, la varianza propiamente dicha puede
cambiar con el tiempo.

Otra de las opciones utilizadas ha sido la de
analizar las mediciones repetidas de manera
separada para cada una de las ocasiones, con
la limitacién de que los resultados solo brindan
informacion sobre las diferencias de tratamiento
en los tiempos observados sin establecer rela-
ciones entre ellos, debido a que el cambio de la
significancia estadistica de un tratamiento entre
dos momentos no significa que el tratamiento
haya cambiado significativamente en el tiempo.
Igualmente, la aparicion de patrones similares de
efectos del tratamiento en varias ocasiones no
proporciona una confirmaciéon independiente de
los efectos (Webster y Payne, 2002).
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En algunos casos los datos son analizados
mediante graficos simples o por medio de analisis
de regresion, y se ignora informacion potencial-
mente disponible concerniente a la tendencia
sobre el tiempo, sin tomar en cuenta la violacion
de los supuestos de normalidad y homogeneidad
de varianza de los analisis univariados (Gurevich
y Chester 1986).

Es entendible que muchos investigadores
prefieran el uso de analisis univariado debido a
que son mas sencillos de calcular, los estadis-
ticos son mas robustos y generalmente los resul-
tados son mas faciles de interpretar; sin embargo,
cuando se violan los supuestos de los procedi-
mientos univariados, los niveles de significancia
de las pruebas univariadas no son lo suficien-
temente precisos, conduciendo a errores en las
pruebas de hipétesis.

EL ANALISIS ESTADISTICO DE MEDIDAS
REPETIDAS

Para el analisis de las medidas repetidas en la
misma unidad experimental en diferentes puntos
en el tiempo son necesarios procedimientos
estadisticos adecuados, diferentes a los tradicio-
nales, de manera que se acentue la validez de
la conclusién estadistica. Keselman y Keselman
(1988) senalan que el uso valido del ANOVA de
medidas repetidas requiere el cumplimiento de
los siguientes supuestos: a) Independencia de
las respuestas entre las distintas unidades expe-
rimentales, b) Normalidad conjunta multivariada
¢) Homogeneidad de las matrices de covariancia
y d) Esfericidad de la matriz de covariancia.

Generalmente no hay mayores restricciones para
el cumplimiento de los dos primeros supuestos.
La esfericidad se logra cuando las varianzas
entre todas las posibles diferencias por pares del
factor de medidas repetidas son iguales. Cuando
los disefios de medidas repetidas no contienen
factores intrasujetos, es suficiente aplicar el
criterio de esfericidad de Mauchley (1940).

Una vez satisfechos los supuestos del modelo, el
Analisis Univariado de la Varianza es la prueba
mas robusta y potente (Keselman et al. 1996). Si
las matrices de dispersidon no son homogéneas,
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se han desarrollado alternativas univariadas
orientadas a corregir los valores criticos de la
prueba de F univariada a fin de reducir las tasas
de error tipo I. La correccién se realiza multipli-
cando los grados de libertad por un valor que
indica la desviacion de la matriz del patrén de
esfericidad requerido, calculado desde la matriz
de covarianza promediada de los datos del disefio
(Fernandez et al. 2010).

De no cumplirse el criterio de esfericidad, Park
et al. (2009) recomiendan usar el enfoque multi-
variado, teniendo en cuenta sus limitaciones y
su impacto adverso en la eficiencia y la potencia.
En caso de disefos desbalanceados, el ANOVA
multivariante eliminara todas las entradas de esa
unidad experimental si faltara alguna observacion,
lo cual conduce a la pérdida de datos validos. Por
lo tanto, este enfoque es mas confiable cuando se
dispone de muestras grandes. Dependiendo de
la existencia de efectos de interaccion, el investi-
gador debe realizar las comparaciones multiples
apropiadas en funcién de los objetivos del estudio
y de la interpretacion de interés.

El analisis multivariado de la varianza (MANOVA),
en lugar de tratar varias mediciones a lo largo
del tiempo como una unica variable dependiente
medida repetidamente, trata las mediciones repe-
tidas como variables dependientes separadas,
generadas por una unidad experimental, con
lo cual se pierde la ventaja de medir repetida-
mente dichas unidades. En consecuencia, los
problemas de tamano de muestra se convierten
en una consideracion primordial, y un tamafio de
muestra que fue suficiente para demostrar un
efecto en un ANOVA de medidas repetidas puede
ser demasiado pequefio para demostrar un efecto
similar utilizando el enfoque multivariable (Kieffer
y Haley 2002).

Los paquetes estadisticos mas utilizados, como
SAS®, SPSS, InfoStat y Stata®, entre otros, son
compatibles con ANOVA estandar y ANOVA
de medidas repetidas, asi como con multiples
comparaciones de una manera facil de usar. A
veces, diferentes programas y diferentes métodos
pueden requerir la preparacion de diferentes
formatos de datos para realizar el mismo analisis
estadistico. Dado que el software estadistico no
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verifica si se cumplen los supuestos estadisticos,
€s necesario un proceso previo de verificaciéon de
suposiciones antes de realizar el analisis estadis-
tico (Park et al. 2009).
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