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RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo poner de manifiesto la adquisicién de las
competencias especificas y transversales del Maéaster en Anélisis Avanzado de Datos
Multivariantes; por ello, aunque el trabajo se ubica en el contexto biolégico, con la
ayuda de los responsables del trabajo de campo, lo que se somete a evaluacién es el
anélisis de los datos. Se realiza una caracterizacién microbioldgica y bioquimica de los
suelos de las dehesas salmantinas, bajo distintos tratamiento de siembra y fertilizacion
fosférica. Se observa su evolucién durante un periodo de dos afios consecutivos,
empleando técnicas multivariantes. Con la utilizacién del MANOVA-Biplot, hemos
podido demostrar la estabilidad del patrén de comportamiento de las variables
bioquimicas y microbiolégicas en ambos afios. El Anélisis de la Redundancia (RDA) ha
permitido observar aquellas variables que inciden en la evolucién de los diferentes

tratamientos de siembra y fertilizacion.

Palabras clave: Medicago sativa L., Dactylis glomerata L., MANOVA-Biplot, RDA
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ABSTRACT

The present work is aimed to highlight the acquisition of transversal and specific
competences of the Master in Advanced Analysis of Multivariate Data; therefore,
although this study is located in the biological context by a supervisor in this field,
which is subjected to evaluation is the analysis of data. It’s a microbiological and
biochemical characterization of soils in “dehesas salmantinas” under different
treatments of sowing and phosphate fertilization through observe their evolution during
a two year period of time, using multivariate techniques to do a final analysis. The
evolution of the soils is observed for a period of two consecutive years, using
multivariate techniques. MANOVA-BIPLOT was used to show the stability of the
pattern of behavior of the microbiological and biochemical variables in both years. At
the same time, with the Redundancy Analysis (RDA) we could observe those variables
that point it existence in the evolution of different treatments of sowing and

fertilization.

Key Words: Medicago sativa L., Dactylis glomerata L., MANOVA-Biplot, RDA
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1 - INTRODUCCION Y
CONCEPTUALIZACION
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1.1. INTRODUCCION

El presente trabajo ha sido posible gracias a la colaboracién con el Instituto de
Recursos Naturales y Agrobiologia de Salamanca - perteneciente a la Agencia Estatal
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (IRNASA/CSIC) — que nos ha dado la

oportunidad de acceder a unos datos reales para su posterior anélisis.

En la primera parte de este trabajo se realiza una conceptuacién del entorno en
el cual nos vamos a mover durante la realizaciéon del mismo. Comentaremos a su vez
ciertas caracteristicas que dan sentido a la realizacién de este tipo de estudios e
investigaciones en este campo, como por ejemplo, la limitacion en los recursos
necesarios para la fabricacion de fertilizantes, imprescindibles en las épocas en las que

nos encontraimos.

En una segunda etapa, presentamos y describimos los materiales con los que se
ha trabajado y una breve descripcién de las caracteristicas principales de las variables
con las que cuenta la base de datos original. También se hace una explicacién tedrica
de los métodos estadisticos empleados para la realizacién de los anélisis posteriores. Los
métodos elegidos debido a las caracteristicas de los datos y de los objetivos planteados
han sido el ANOVA de medidas repetidas (ANOVA MR), el MANOVA-Biplot de una

via y por ultimo, un Analisis de la Redundancia (RDA).

En la tercera parte, se ha realizado una descriptiva de las principales variables
del estudio, para a continuacién mostrar y comentar los resultados obtenidos tras la

aplicacién de las técnicas multivariantes.

Finalmente, se han mostrado una serie de conclusiones a las cuales se han

llegado tras el analisis de los datos.



Caracterizacién Multivariante del Comportamiento del Suelo Salmantino, bajo Tratamientos de Siembra y Fertilizacién Introduccion

1.2. CONCEPTUALIZACION DEL ENTORNO

1.2.1. EL. SUELO cOMO RECURSO NATURAL

Los recursos naturales que nos proporciona el planeta son muy numerosos y
valiosos, por lo que debemos tratar de utilizarlos con responsabilidad, debido a que en
la mayoria de los casos estos recursos son limitados, y algin dia deberemos saber vivir

sin ellos.

Los recursos naturales son aquellos recursos que nos proporciona la naturaleza
de una forma directa o indirecta. Estos recursos pueden ser utilizados por los seres
humanos para la satisfaccién de sus necesidades. Los recursos naturales, se clasifican en
dos grandes grupos, los renovables y los no renovables. Recordemos, los recursos
naturales renovables, son aquellos que aun dependiendo de su utilizacién por parte del
ser humano no se agotan, en contraposiciéon con los recursos naturales no renovables,
los cuales, debido a su utilizacién y caracteristicas del recurso, éstos terminan

agotandose.

Como ejemplo de recurso natural no renovable méas comun seria el petréleo,
debido al uso que se realiza y la gran cantidad de tiempo que es necesario para su
formacién, terminara por agotarse. Como recursos renovables nos encontramos con los
animales, las plantas, el agua, el suelo, el viento,.., entre otros, puesto estos se

autoregeneran solos, sin la necesidad de ningin factor adicional.

Teniendo en cuenta su origen, pueden ser bidticos o abibticos. Los recursos
bidticos son aquellos que se obtienen de la bidsfera, como las plantas, animales y sus
productos. Los combustibles fésiles (carbén y petréleo) también se consideran recursos

biéticos ya que derivan por descomposicién y modificacién de materia orgénica. Los

12
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recursos abiéticos por el contrario son aquellos que no derivan de materia organica,

como el suelo, el agua, el aire, los metales y los minerales.

Debido a las caracteristicas del estudio, vamos a centrarnos en los recursos
renovables del tipo abidtico, y més concretamente en el suelo, puesto que queremos
observar su composicion microbiolégica y bioquimica a los largo del tiempo frente a
distintos tratamientos de plantas y fertilizacién. Trataremos de ver las principales
caracteristicas que se suceden en él, con la combinacién de dos tipos de plantas, frente

a la utilizacién o no de un fertilizante fosfatado.

1.2.1.1. EL SUELO

El suelo como tal es uno de los recursos naturales mas importantes con el que
contamos, por lo que existe una necesidad de mantener y optimizar su productividad,

para asi satisfacer las necesidades agricolas de los seres humanos.

El suelo lo podemos estudiar como una realidad natural, es decir, de forma

independiente de lo que produzca o podamos obtener de él.

Como definicién, podemos decir que el suelo es un cuerpo natural, situado en la
parte superior de la corteza terrestre, que contiene particulas sélidas, agua, gases y que
estd provisto de elementos necesarios para el desarrollo y crecimiento de la vegetacion.
Lo definimos como cuerpo puesto que se dispone de varias partes y natural debido al
resultado de la accién de los agentes de la naturaleza sobre la roca madre, siendo el

origen del suelo o la materia prima del mismo (Cuadrado y Lorenzo, 1980).

Teniendo en cuenta su caracter funcional, podemos afiadir, que el suelo en un
medio de soporte fisico para los vegetales, que contiene agua, aire y otros elementos
minerales, nutritivos para su desarrollo, siendo también el habitat de animales y
microrganismos. Se trata de un sistema ecolégico, complejo y fascinante en los que los

procesos vitales, modos de vida y relaciones entre la fauna, microflora y suelo,
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modifican constantemente sus condiciones fisicas, mejordandolas en muchos casos

(Ingelmo y Cuadrado, 1986).

Si lo queremos definir de una forma mas formal y técnica, podemos decir que es
un sistema estructurado, heterogéneo y discontinuo, fundamental e irremplazable;
mantiene los ciclos biogeoquimicos, la productividad de los ecosistemas terrestres y
sirve de hébitat para diferentes organismos (Nannipieri et al,, 2003). En el suelo se
producen fuertes y complejas interacciones entre las raices de las plantas, fauna y
microrganismos que lo habitan, asi como de todos ellos con los propios constituyentes

abioticos del suelo.

La zona de influencia de la planta sobre el suelo, en la que nos vamos a centrar,
es la rizosfera. Los datos que se han recogido de diferentes variables relevantes para el
estudio de la bioquimica y microbiologia, se han obtenido del estudio de la misma. La
rizosfera (Hiltner, 1904) la podemos definir como el volumen del suelo biolégicamente
activo donde interactdan las plantas con la comunidad microbiana, concentrando una
gran fraccién de la biodiversidad total de la tierra, siendo probablemente el habitat mas
dindmico del planeta (Jones and Hinsinger, 2008). Dicho de otro modo, se puede
considerar como la porcién de suelo en la que estan las raices de las plantas. Es una
zona donde se dan toda una serie de relaciones fisicas y quimicas que afectan a la
estructura del suelo y a los organismos que viven en él, proporcionandole unas

propiedades diferentes. (Pedraza et al., 2010)

Las plantas, o mejor dicho las raices, depositan continuamente una variedad de
compuestos en la rizosfera. Este proceso recibe el nombre de la rizodeposiciéon (Lépez et

al., 2010).

1.2.1.2. LA RIZODEPOSICION

Recordemos que la rizodeposicién, es el proceso por el cual las raices de las

plantas expulsan al suelo diferentes compuestos. La rizodeposicién, puede dar lugar a


http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%ADsica
http://es.wikipedia.org/wiki/Qu%C3%ADmica
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caracteristicas diferentes en el suelo dependiendo del tipo de plantas que se encuentren
en él. Por ello, uno de los objetivos en el cual nos centraremos, serd el de la observacién
de la estructura del suelo mediante la combinacion en la siembra de dos tipos de
especies. A través de los distintos acidos grasos que se pueden obtener en el suelo,
podemos llegar a caracterizarlo, observando ademés como afecta a fertilizacion a las

caracteristicas que adopta el propio suelo.

La primera demostracién clara de que una especie de planta selecciona de forma
especifica la composicion de su microbiota rizosférica se logré mediante el estudio, por
técnicas independientes de cultivos (DGGE') de las poblaciones de rizobacterias en tres
cultivos (fresa, colza y patata) crecidos en un mismo suelo (Smalla et al, 2001). Se
encontraron diferencias en la composicion de las poblaciones bacterianas de la rizosfera
entre los diferentes cultivos, con unas bacterias comunes a todos ellos y otras exclusivas

de cada cultivo.

En la composicién de la microbidtica de la rizosfera, debemos anadir que no sélo
influye la planta a través de sus exudados radiculares®, sino que hay mecanismos de
retroalimentacién entre la planta y los microorganismos, por lo que éstos pueden

modificar las propiedades de la rizodeposicién.

Resumiendo, la rizodeposicién de cada especie de planta determina la dimensiéon
vy composicién de los microrganismos en su rizosfera, ya que la cantidad y tipo de
exudados liberados por la raiz estdan bajo el control genético de la planta (Ryan et al.
2009), y éstos tienen efectos selectivos, promotores o inhibidores, sobre diferentes
microrganismos presentes en el suelo (Hartmann et al., 2009). La tipologia del suelo, es
otro factor determinante en la composicién de los microrganismos en la rizosfera (Fierer

and Jackson, 2006; Tamames et al., 2010) debido a que las caracteristicas fisico-

' DGGE: Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (Electroforesis en gel con gradiente de
desnaturalizacion) Es una técnica basada en la amplificacién por PCR del ADN metagenémico,
la cual genera un perfil genético o “huella digital” que puede ser utilizada para identificar
miembros dominantes de una comunidad microbiana.

? Fxudados radiculares: Todos aquellos compuestos orgénicos, liberados al medio (suelo) por

raices de plantas sanas e intactas.
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quimicas pueden afectar a comunidades bacterianas directa o indirectamente, mediante

su influencia sobre la rizodeposicién de la planta.

1.2.1.3. PRINCIPALES GRUPOS DE MICRORGANISMOS

RIZOSFERICOS

Précticamente la totalidad de los grupos generales de (micro)organismos estan
representados en la rizosfera, incluyendo bacterias, arqueas, virus y hongos (Buee et al,
2009). Gracias a los avances tecnologicos y a los numeros estudios en ecologia
microbiana, cada vez se descubren nuevos microorganismos, especialmente bacterias (da

Rocha et al., 2009; Kielak et al., 2009).
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1.3. LA FERTILIZACION FOSFORICA

1.3.1. EL. FOSFORO PRESENTE EN EL SUELO

El fésforo es un elemento quimico fundamental, y todos los organismos,
incluidas las plantas, lo necesitan para crecer y desarrollarse. Lamentablemente, el
fésforo no es abundante en el suelo, y mucho del que se encuentra en él lo esti en

formas que no puede absorber la planta.

El fésforo que se encuentra en el suelo lo podemos dividir en dos grandes
grupos: fésforo organico y fésforo inorganico. El fésforo orgénico principalmente se
encuentra en los residuos vegetales y animales presentes en el suelo. El fésforo

inorganico se encuentra contenido en los minerales derivados de la roca madre.

Las plantas absorben el fésforo de la soluciéon del suelo, pero se encuentra en
proporciones muy bajas. De ahi, el hecho de la utilizacién de fertilizantes, ya que se
aplican para suministrar al suelo los nutrientes necesarios para que la vegetacién o

cultivo que se encuentre en €l tenga todo lo necesario para su correcto desarrollo.

El uso de los fertilizantes se ha multiplicado por 10 desde 1950. Atendiendo a la
definicién dada por el Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente, el
fertilizante es un material cuya funcién principal es proporcionar elementos nutrientes a
las plantas, ya que, el suelo no es capaz de abastecer las necesidades nutritivas de los
cultivos. Los fertilizantes restituyen en los suelos los elementos nutritivos necesarios
para cada cultivo, que las plantas han extraido, o que por erosién, lavado y
retrogradacion se han perdido. Si bien el nitrégeno es el nutriente requerido en mayores
cantidades, su caso no es el mas dramatico desde el punto de vista de sus reservas. El
fésforo, en cambio, es uno de los elementos maéas criticos a la hora de su produccion,

debido a su relativa escasez. Por otro lado, la aplicacién de elevadas dosis de fésforo,
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conduce a un enriquecimiento del elemento en aguas subterraneas, lagos, y rios,
produciendo el fenémeno de eutrofizacién de las aguas que es pernicioso para el medio

ambiente. (Rubio, 2002).

La principal fuente de fésforo para la agricultura es el fosfato de roca, siendo
este un recurso limitado y encontrdndose controlado por un nimero muy limitado de
paises. A ello hay que anadir una creciente demanda en ciertos paises en vias de
desarrollo, como China e India, donde la mejor situacién econémica esta cambiando los
héabitos alimenticios de la poblacién hacia los productos cérnicos y lacteos, que llevan
asociado mayores insumos de fésforo en la agricultura que sustenta su producciéon. Por
otra parte, los cultivos energéticos que abastecen la creciente industria de los
biocombustibles compiten ahora por el fésforo antes destinado a la producciéon de
alimentos. Este conjunto de causas han producido un alza en los precios del fosfato de
roca, y muchos expertos han alertado sobre la posibilidad de que se produzca una grave
crisis alimentaria a medida que se agoten los yacimientos ahora en explotacién (Gilbert,

2009; Cordell et al., 2009).

Por ello, es necesaria la investigacién para optimizar la utilizacién de este
recurso. Su utilizacién es necesaria para mantener la productividad agricola, pero si
ésta es incorrecta tiene consecuencias negativas en el medio ambiente y sobre los seres
humanos. En la utilizacién de los fertilizantes es necesario garantizar que estos
productos utilizados en la nutricion vegetal o en la mejora de las caracteristicas del
suelo cumplen con dos requisitos fundamentales: la eficacia agronémica y ausencia de
efectos perjudiciales para la salud humana, animal o vegetal y el medio ambiente —

segun informa el Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio ambiente -.



Caracterizacién Multivariante del Comportamiento del Suelo Salmantino, bajo Tratamientos de Siembra y Fertilizacion Introduccion

1.3.2. APROVECHAMIENTO DEL FOSFORO Y LA

DIVERSIDAD VEGETAL

Una posible soluciéon a este problema, segtn ciertos autores se encontraria en la
obtencién de genotipos de plantas con una mayor eficiencia en el uso del fésforo
(Lynch, 2007; Vance et al., 2003) y en la utilizacién correcta de la diversidad vegetal,

con la finalidad de conseguir el fenémeno de la sobreproduccién (Tilman, 1999).

La sobreproduccién la podemos explicar a través de dos importantes procesos
resultantes de un mejor uso de los recursos, los cuales son la complementariedad de
nicho y la facilitacién. La complementariedad de nicho se produce cuando dos o maés
especies pueden utilizar el mismo recurso en diferente tiempo, espacio o forma. Cuando
se habla de facilitacién, nos referimos cuando una especie incrementa el crecimiento o
supervivencia de otra(s) debido a que mejora las condiciones abiéticas y/o bidticas del

medio en el que se encuentra ambas (Callaway, 1995; Loreau, 2000).

En ecologia, se han realizado numerosos estudios que demuestran los beneficios
sobre el uso de los nutrientes que se produce cuando aumenta la diversidad de especies,
centrados mayoritariamente en las interacciones que se producen entre las leguminosas
v las gramineas respecto al uso del nitrégeno, pero son pocos los estudios que observen
estés interacciones en relaciéon al fésforo, siendo este el motivo de la realizaciéon del
trabajo experimental de Diia. Marisol Medina Sierra para optar al grado de Doctor por

la Universidad de Salamanca.

La combinacién de ciertas especies en el suelo, da lugar a interacciones positivas
cuando se producen en unas condiciones en las que hay una limitacién del fésforo. Las
leguminosas expulsan a la rizosfera numerosas sustancias que favorecen la
disponibilidad de fésforo para su propia utilizacién y para las plantas méas cercanas. De

igual forma, las gramineas expulsan otro tipo de sustancias que mejora la nutricién
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fosférica de las leguminosas, por lo que la combinacién gramineas-leguminosas es

interesante en términos de estudio.

Un modelo natural de interaccién entre gramineas y leguminosas son los
ecosistemas de pastos. El pasto comtinmente se entiende como la composicién vegetal
que es ingerida por el ganado para su alimentacion. El pasto por definicién es de origen
vegetal, si bien el producto ingerido por los animales puede ser un derivado procesado
al cual se hayan anadido minerales o restos animales. Para mejorar la calidad y la
productividad de los pastos se busca una composicién adecuada entre leguminosas y
gramineas, de modo que se produzca una complementacion entre ellas que mejore a los
mismos, y debido a ello, los agrosistemas de pastos adquieren una gran importancia en

la investigacién agraria.

1.3.3. LA IMPORTANCIA DE LOS PASTOS

Los pastos han adquirido importancia en las investigaciones ecolégicas. Ademés
de servir de alimento para el ganado, los pastos aportan unos heneficios importantes

desde un punto de vista ecolégico y ambiental.

Teniendo en cuenta el creciente incremento en el consumo de productos carnicos
y lacteos, y por lo tanto en su produccién, es importante mejorar la utilizacién de este
recurso para que pueda satisfacer sus multiples funciones de la mejor forma posible. El
ser humano ha modificado en numerosas ocasiones la ecologia de los ecosistemas para
generar pastos con unas propiedades méas beneficiosas y rentables para su uso. Una de
estés préacticas ha sido la del pastoreo selectivo, el cual favorece el crecimiento de las

especies vegetales con mayores cantidad de nutrientes

En las comunidades mas diversas se aprovechan mejor los recursos disponibles
por una mejor exploracién del suelo y una mayor probabilidad de que se establezcan
interacciones positivas entre sus miembros (Hector et al., 1999; Trenbath and Brady,

1974).


http://es.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
http://es.wikipedia.org/wiki/Poaceae
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1.3.4 LOS PASTOS EN LA PROVINCIA DE

SALAMANCA

La provincia de Salamanca, cuenta con una extensién de 765.260 ha dedicadas a
los pastos, que junto a Ledén (793.231ha) son las provincias con mayor extensién de
pastos de la Comunidad de Castilla y Leén. En la provincia de Salamanca, el 90 % de

la superficie de pasto corresponde a pastos con arbolado ralo® y a la dehesa.

Atendiendo a las caracteristicas propias de la dehesa, en la provincia de
Salamanca la gran mayoria de sus terrenos pueden considerarse dehesas. Ademés, se
consideran un sistema agrosilvopastoral® propio de Peninsula Ibérica. Las dos
caracteristicas fundamentales de este sistema son el caracter mediterraneo de su clima
(veranos secos e inviernos frios) y la baja fertilidad del suelo, particularmente por su
déficit de fésforo y calcio, que imposibilita una agricultura rentable y ecolégica (Olea

and San Miguel-Ayanz, 2006).

Los pastos, junto con el arbolado, son los componentes principales con los que
cuenta la dehesa. Debido a las condiciones climaticas y fisicas de la zona, con un
adecuado pastoreo, las dehesas se encuentran caracterizadas por especies pascicolas

anuales de tipo perenne’.

3 Arbolado ralo: Segin la Sociedad Espariola para el Estudio de los Pastos (SEEP), dicese de un
tipo de monte con arbolado abierto, hueco o aclarado (natural o artificialmente), que se utiliza
para pastoreo extensivo, aunque tampoco la ganaderia sea su produccion principal.

* Dehesa: Segtn la Sociedad Espaniola para el Estudio de los Pastos (SEEP), se puede entender
como superficie con arboles més o menos dispersos y un estrato herbaceo bien desarrollado, en la
que ha sido eliminado, en gran parte, el arbustivo. Es de origen agricola (tierras labradas en
rotaciones largas) y ganadero. Su produccién principal es la ganaderia extensiva o
semiextensiva, que suele aprovechar no soélo los pastos herbéceos, sino también el ramén y los
frutos del arbolado.

5 Agrosilvopastoral: Concepto de visién ecoldgica y aplicacién productiva miltiple en el cual se

adaptan los cultivos de &arboles productores de alimentos a la siembra en gran escala de
productos para la cria de ganado y otros animales domésticos. (Mata y Quevedo 1998)
¢ Pascicolas perennes: Especie herbacea de ciclo de vida plurianual.
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Las especies pascicolas anuales presentan la ventaja adaptativa de sobrevivir en
el periodo seco como semillas, por lo que dominan los pastos naturales de la Peninsula
Ibérica dada la acusada estacionalidad de las precipitaciones (Annicchiarico et al., 2011;
Clary, 2008). Sin embargo, tienen la desventaja agronémica de concentrar su

produccion en un corto periodo de tiempo, principalmente durante la primavera.

Entre las especies pascicolas perennes mas utilizadas en las regiones
mediterrdneas, bien en monocultivos o en mezclas diversas, estan: el dactilo, la festuca
alta, el raigras inglés y el raigras italiano, dentro de las gramineas; y, entre las

leguminosas, la alfalfa, la esparceta o pipirigallo y la zulla (Lelievre and Volaire, 2009).

Debido a las caracteristicas propias del estudio realizado, se van a utilizar una
especie de graminea y una especie de leguminosas, que pasaremos a comentar
brevemente sus principales caracteristicas a continuacién. Del grupo de las gramineas se
consider6 el dactilo (Dactylis glomerata L.) y dentro de las leguminosas, la alfalfa

(Medicago sativa L.).

1.3.4.1. DACTILO (DACTYLIS GLOMERATA L.)

El Dactilo pertenece al grupo funcional de las gramineas. Es una especie perenne
y puede llegar a alcanzar los 1,20 m. de altura.
Generalmente se encuentra sembrada junto a otras
especies de gramineas vy leguminosas. El pasto que
produce es de buena calidad, el cual es apto para todo

tipo de ganados, disponiendo de una buena aptitud para

3

la siega. Es una planta muy util, ya que presenta un

4
g :' ,-/’ »
# ’

crecimiento casi continuo, atenuandose en el verano y el

Rosa Maria

invierno. Sirve por tanto para prolongar la época de
pastoreo, tanto en el otofio como en la primavera;

encontrandose en ésta tltima favorecida por el pastoreo (Buendia, 2000).
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1.3.4.2. ALFALFA (MEDICAGO SATIVA L.)

La alfalfa pertenece al grupo funcional de las
leguminosas. Posee una talla media en torno a 60-70 cm.
El pasto que proporciona esta especie es considerado de
una calidad excelente, favoreciéndole un pastoreo no
excesivo, por lo que es poco persistente en el pastizal. Se
encuentra extendida a lo largo de toda la geografia

espaifiola, encontrandose presente desde el nivel del mar

hasta los 1.800 m. de altitud, teniendo su éptimo en

altitudes medias con climas calidos (Buendia, 2000).
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2 - OBJETIVOS
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2.1. OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

Como objetivo general en la realizacion de este estudio nos marcamos el

siguiente:

= Poner de manifiesto el papel de los métodos estadisticos multivariantes en la

consecucién de los objetivos biolégicos marcados por el experto.

Como objetivos especificos nos planteamos los siguientes:

= Evaluacién de las propiedades microhiolégicas y bioquimicas en funcién de los
efectos temporales y estacionales.

= FEvaluaciéon de las estructuras microbiolégicas y bioquimicas en los suelos de las
parcelas, con el objetivo de fusionar datos para anélisis posteriores.

= (Caracterizacién de la evolucion de las propiedades microbiolégicas y bioquimicas
en las diferentes estaciones.

= (Caracterizacién de los suelos en funcién de sus propiedades microbioldgicas,
bioquimicas y quimicas en relacién de los distintos tratamientos de siembra y

fertilizacién.
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3 - MATERIAL Y
METODOS
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3.1. CARACTERIZACION DE LA BASE DE DATOS

3.1.1 OBTENCION DE LOS DATOS

Los datos con los cuales se ha realizado este trabajo, han sido cedidos para la
realizacién del mismo por el Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia de
Salamanca, perteneciente a la Agencia Estatal Consejo Superior de Investigaciones

Cientificas (IRNASA/CSIC).

Estos datos han surgido del trabajo experimental de Diia. Marisol Medina
Sierra, en los que se basa la memoria de Doctorado cuya direccion ha estado a cargo del

Dr. D. José Mariano Igual Arroyo y el Dr. D. Angel Valverde Portal.

3.1.2 DISENO DEL EsTUDIO DE CAMPO

El estudio, cuenta con 40 parcelas de 9 m? de extensién cada una de ellas. Estas
han sido numeradas vy
tratadas con distintos tipos
de siembra y fertilizacion.
Estas parcelas, se
encuentran en la finca
experimental Mofiovela
(IRNASA/CSIC) en la

localidad de  Barbadillo

(Salamanca). (Figura 1)

Figura 1: Localizacion de la parcela experimental (Mufiovela) en la
localidad de Barbadillo (Salamanca).
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En las parcelas, se han sembrado dos tipos de plantas, una del grupo de las
gramineas (Dactylis glomerata L.) y otra del grupo de las leguminosas (Medicago sativa
L.). Esta siembra ha sido de dos tipos. En unas parcelas se ha utilizado una siembra en
modo de monocultivo y en otras la siembra mixta, donde se han combinado ambas

especies.

De las 40 parcelas, 20 de ellas han sido tratadas con un fertilizante fosfatado
(+P), mientras que al resto, no se les aplicé dicha dosis de (-P). Este fue aplicado
mediante la técnica del voleo’, siendo aplicada antes del inicio de la estacién de

primavera.

Se han identificado diferentes tratamientos mediante la combinaciéon de la
siembra de ambas especies y la fertilizacion del suelo. Estos tratamientos los podemos

identificar y caracterizar de la siguiente manera:

4+ Tratamientos sin fertilizacién (-P)

» Tratamiento 1 (T1): Monocultivo de Graminea (Dactilo) (100%).

» Tratamiento 2 (T2): Siembra mixta. Graminea (Dactilo) (75%) y
Leguminosa (Alfalfa) (25%).

» Tratamiento 3 (T3): Siembra mixta. Graminea (Dactilo) (50%) y
Leguminosa (Alfalfa) (50%).

*» Tratamiento 4 (T4): Siembra mixta. Graminea (Dactilo) (25%) y
Leguminosa (Alfalfa) (75%).

» Tratamiento 5 (T5): Monocultivo de Leguminosa (Alfalfa) (100%).

4+ Tratamientos con fertilizacién (+P)

» Tratamiento 1 (T6): Monocultivo de Graminea (Dactilo) (100%).

» Tratamiento 2 (T7): Siembra mixta. Graminea (Dactilo) (75%) y
Leguminosa (Alfalfa) (25%).

» Tratamiento 3 (T8): Siembra mixta. Graminea (Dactilo) (50%) y
Leguminosa (Alfalfa) (50%).

» Tratamiento 4 (T9): Siembra mixta. Graminea (Dactilo) (25%) y
Leguminosa (Alfalfa) (75%).

» Tratamiento 5 (T10): Monocultivo de Leguminosa (Alfalfa) (100%).

7 Técnica del Voleo: Dicha técnica de fertilizacién, también conocida como de “Cobertura total”,
consiste en la aplicacién del fertilizante en la totalidad del terreno, ya sea antes o después de la

siembra.
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El periodo de recogida de las muestras se ha realizado en dos aflos consecutivos,
2009 y 2010, durante los meses de julio, octubre y abril, correspondiendo a las

estaciones de verano, otono y primavera.

3.1.3 OBTENCION DE LA MUESTRA

El estudio inicial contaba con 3 periodos de muestreos y dos tratamientos de
siembra mas que los comentados anteriormente, por lo cual, el estudio inicial contaba
con 48 parcelas. Estos dos tratamientos son el T6 — corresponderia a un tratamiento sin
fertilizacién (-P) y sin tratamiento de siembra (CN) (Colonizacion natural) - y T12
respectivamente — corresponderia a un tratamiento con fertilizacién (+P) y sin

tratamiento de siembra (CN) (Colonizacién Natural) -.

La muestra inicial, por tanto, contaba con 432 observaciones de los diferentes
parametros que se estaban midiendo, en las estaciones de primavera, verano y otofio
desde 2008 a 2011. El motivo por el cual, se han omitido para este trabajo los dos
tratamientos anteriores, y las unidades de muestreo correspondientes al verano, otofio
del afio 2008 y la primavera del ano 2011, ha sido por la existencia de datos faltantes
en las muestra, lo cual, requiere un analisis més detenidamente y exhaustivamente de

los mismos.

Por lo tanto, tras la eliminacién de los casos anunciados, nuestro estudio
dispone de la siguiente muestra. Contamos con 40 parcelas, a las cuales se les tomé 4
muestras de suelo a 10 cm. de profundidad. Estas muestras individuales fueron
mezcladas homogéneamente para dar lugar a una ftnica muestra final para cada
parcela, la cudl se analizé para extraer la informacion de las diversas variables que

comentaremos a continuacion.

Concretando, la muestra que disponemos para la realizacién de los anélisis,
cuenta con un total de 240 muestras. De todas ellas, las 120 primeras, corresponden a

las extraidas durante el ano 2009, en las estaciones de primera, verano y otoo. Y a su
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vez, cada estacién cuenta con un total de 40 muestras para los diferentes tratamientos
de siembra y fertilizaciéon, correspondiendo 20 de ellas a un tratamiento sin fertilizacién
(-P) y a las restantes les fue aplicado un fertilizante fosfatado (+P). Dentro de cada
tratamiento de fertilizacién, contamos con 5 tratamientos de siembra diferentes (T1 —

T5), aplicado cada uno de ellos sobre 4 parcelas diferentes.

3.1.4 DESCRIPCION DE LAS VARIABLES

La base de datos cuenta con dos tipos de variables. Aquellas que son del tipo
nominal, y hacen referencia a la caracterizacién e identificacién de cada una de las
distintas muestras obtenidas a lo largo del estudio. El otro conjunto de variables, de
tipo cuantitativo, recogen la informacion propia de cada una de las variables

observadas.

Atendiendo a las variables de categorizacién, podemos describir las siguientes:

=  Variable “Parcela”

La variable “parcela” hace referencia a la parcela de la cual se han tomado las
muestras. La base de datos cuenta con un total de 40 parcelas, en las que se han

tomado en cada una de ellas 6 muestras, correspondientes a cada periodo de muestreo.

= Variable “Tratamiento”

Hace referencia al “Tratamiento de siembra” aplicado a cada una de las
parcelas. Cuenta con 5 categorias (171 — T5) correspondiendo al tipo de siembra
aplicado a dicha parcela. Los tratamientos de siembra corresponden a la proporciéon en
que se sembraron dos especies de plantas: dactilo y alfalfa, como se ha comentado
anteriormente. Cada uno de los tratamientos de siembra ha sido aplicado a 8 parcelas

distintas, pudiéndose resumir en la siguiente tabla: (Tabla 1)
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N¢2 de Parcela

T1 4 7 16 19 26 30 44 47
T2 11 13 17 20 34 38 40 43
T3 1 8 14 24 29 35 42 46
T4 2 10 12 15 36 37 39 45
T5 3 6 9 23 25 28 32 48

Tabla 1: Distribucion de las parcelas en funcidon del tratamiento de siembra.

=  Variable “Fésforo”

Cuenta con dos categorias (0 — 1), las cuales hacen referencia al tipo de
“Tratamiento de fertilizacion” al que se le ha sometido la parcela. El valor 0 se refiere a
que no se ha llevado a cabo una fertilizacion fosfatada (-P), y el valor 1 de que si se ha
llevado a cabo una fertilizacién fosfatada (+P). A cada uno de los tratamientos de

siembra, se les ha aplicado 4 tipos de -P y +P. (Tabla 2)

N¢2 de Parcela

T1 4 7 16 19 26 30 44 47
T2 11 13 17 20 34 38 40 43
T3 1 8 14 24 29 35 42 46
T4 2 10 12 15 36 37 39 45
TS 3 6 9 23 25 28 32 48

Tabla 2: Distribucidn de las parcelas, en funcién del tratamiento de siembra y fertilizacién.

=  Variable “Estacion”

Hace referencia a la época del ailo en que se han tomado las muestras. Se
encuentra codificada con tres categorias (I — 2 — 3). El valor 1 se refiere a la muestra

tomada en verano, el valor 2 al otoiio y el valor 3 a la primavera.

= Variable Muestreo

Hace referencia a la secuencia del muestreo. Se encuentra codificada con valores
que van desde 3 a 8 (3m,...,8m). Los muestreos 4 y 7 corresponden con los muestreos

realizados en verano. Los muestreos 5 y 8 son los realizados en otono, y por dltimo los
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muestreos 3 y 6 los realizados en primavera de cada respectivo ano. Ademés de la
informacién procedente a la estacionalidad, nos aporta informacion temporal. Es decir,
las categorias 3,4 y 5 nos estan diciendo ademés, que los muestreos corresponden al afio
2009, y de forma analoga, .las categorias 6, 7 y 8 nos informan de que el muestreo se ha

llevado a cabo en el ano 2010.

Tras describir de una forma breve, las variables las cuales nos estén
categorizando las diferentes muestras, pasamos a describir, también de una forma
breve, las variables cuantitativas correspondientes a la parametrizacién del suelo. Estés

se pueden dividirse en 3 grupos principales, atendiendo al tipo de propiedades medidas.

Estos grupos los podemos identificar mediante:

+ Propiedades del suelo del tipo Bioquimico
* Variables Bioquimicas 1 (8 variables)
»  Variables Bioquimicas 2 (5 variables)
+ Propiedades del suelo del tipo Microbioldgico
* Variables Microbioldgicas 1 (6 variables)
» Variables Microbioldgicas 2 (18 variables)
+ Propiedades del suelo del tipo Quimico

*  Variables Quimicas (6 variables)

+ Propiedades del suelo del tipo Bioguimico

=  Variables Bioquimicas 1

Corresponderian a las 8 siguientes variables y hacen referencia con las
“Actividades Enzimdticas”, que recogen datos de los siguientes componentes que se
encuentran en el suelo de las parcelas.

e Glucosidasa (GLasa)
e TFosfatasa (FOasa)
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e Arilsulfatasa (ARasa)

e Ureasa (URasa)

e Deshidrogenasa (DEasa)

e Mineralizacién de Nitrégeno (MinN)
e Respiracién basal (Resp)

e Coeficiente Metabdlico (qCO»)

=  Variables Bioquimicas 2

Hacen referencia a las “ A ctividades Enzimadticas especificas” del suelo, que
es la actividad enzimatica correspondiente normalizada por unidad de respiracion del

suelo (Resp) correspondiendo con las 5 siguientes variables:

e Actividad Glucosidasa (GLasa) normalizada (normGL)
e Actividad Fosfatasa (FOasa) normalizada (normFO)

e Actividad Arilsulfatasa (ARasa) normalizada (normAR)
e Actividad ureasa (URasa) normalizada (normUR)

e Actividad deshidrogenasa (DEasa) normalizada (normDE)

+ Propiedades del suelo del tipo Microbiolégico

=  Variables Microbiolégicas 1

Las siguientes 6 variables, hacen referencia a datos microbiolégicos (Datos por

grupos de bacterias):

e Biomasa Microbiana (BiomM): Hace referencia a la Biomasa Total. Se
obtiene de la suma de cada una de las variables microbioldgicas 2 mas
otras. No son datos de proporcién (%mol) sino de concentracién.

e Bacterias Gram Positiva (G+) (%mol)

e Actinobacterias (Actin) (%mol)

e Bacterias Gram Negativa (G—) (%wmol)

e Hongos Saprofitos (HSapr) (%mol)

e Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA) (%mol)

=  Variables Microbiolégicas 2

Representan la proporciéon (%molar) de &cidos grasos procedentes de
microrganismos del suelo. A partir de estos valores calculamos datos referentes a las

variables microbioldgicas 1. (Tabla 3)
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Acidos Grasos Acidos Grasos
34F i14:0 84F 17:1 w8c
46F i15:0 87F cyl7:0
47F al5:0 94F 17:0 10Me
60F i16:0 99F 18:3 w6,9,12¢
65F 16:1 w7c 6aF 18:2 w6,9c¢
66F 16:1 wbc 102F 18:1 w9c
75F 16:0 10Me 7aF 18:1 w7c
81F i17:0 111F 18:0 10Me
82F al7:0 117F cy19:0

Tabla 3: Identificacion de los acidos grasos pertenecientes al suelo.

+ Propiedades del suelo del tipo Quimico

=  Variables Quimicos (Pardmetros del suelo)

Contarfamos con las siguientes 6 variables las cuales nos estdan midiendo

distintos parametros del suelo.

e Carbono (C) (%).

e Nitrégeno (N) (%).

e Concentraciéon de fésforo (Pppm)
e Concentracién de Nitrato (NOs)
e Concentraciéon de Amonio (NH,)
e pH (H,O) del suelo (pH)
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3.2. ANALISIS Y METODOS ESTADISTICOS

3.2.1 ANALISIS ESTADISTICOS

Para la obtencién de los resultados, se han llevado a cabo los anélisis
estadisticos con diferentes programas especificos. Se han utilizado el programa
estadistico SPSS en su versién 19.0, principalmente para la realizacién de analisis
descriptivos y otro tipo de analisis como ANOVA (MR) y MANOVAS. También se ha
utilizaddo el programa estadistico MultBiplot (Vicente-Villardén, 2010), el cuél nos ha
permitido hacer una representacién de los resultados de diferentes MANOVAs. La
realizacién de técnicas de ordenaciéon (RDA) ha sido resuelto con la utilizacién del

programa CANOCO for Windows en su versién 4.5.

3.2.2 METODOS ESTADISTICOS MULTIVARIANTES

3.2.3.1. ANOVA MEDIDAS REPETIDAS

Las técnicas iniciales del analisis de varianza fueron desarrolladas por el
estadistico y genetista R. A. Fisher en los afios 1920 y 1930 y es algunas veces conocido
como “ANOVA de Fisher” o “andlisis de la varianza de Fisher”, debido al uso de la

distribucién F de Fisher como parte del contraste de hipétesis (Spiegel et al., 2007).

Los diseios de medidas repetidas se caracterizan por evaluar el patrén de
cambio de los sujetos a través del tiempo en funcién de los tratamientos u otras
variables de tipo biolégicas, psicologicas o sociales. Entendemos por medidas repetidas
las multiples medidas tomadas sobre la misma entidad o sujeto (Livacic-Rojas et al.,

2006).
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En ANOVA de medidas repetidas (en adelante ANOVA MR) se ha aplicado con
un interés explicito en la respuesta sobre el tiempo en campos como la biologia, las
ciencias ambientales, ciencias sociales, medicina,..., entre otros (Ruiz-Ochoa et al.,

2006).

En la ciencia del suelo, algunas de las observaciones se hacen a través del
tiempo sobre la misma unidad taxondémica, pero son analizados mediante graficos
simples por medio de anélisis univariados de varianza (ANOVA) o regresién, y se
ignora informacién potencialmente disponible concerniente a la tendencia sobre el
tiempo y es frecuente que se violen los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianza de los analisis univariados, lo que conduce a estimaciones erréneas de la suma
de cuadrados medios y de los valores de F y a pruebas de hipdtesis no confiables (Ruiz-

Ochoa et al., 2006).

Recordemos, los modelos de medidas repetidas, sirven para estudiar el efecto de
una o més factores, cuando al menos uno de ello, es un factor intra-sujetos. El factor
intra-sujetos se caracteriza porque todos los niveles del factor se aplican a todos los

sujetos de un mismo grupo.

Dentro del analisis de ANOVA MR tenemos distintos modelos con mayor y
menor complejidad, que denominaremos y caracterizaremos brevemente. Estos modelos

los podemos denominar como:

+ Diseilo de medidas repetidas con un factor intra-sujetos.
+ Diseiio de medidas repetidas con dos factores intra-sujetos.
+ Diseilo de medidas repetidas con un factor intra-sujetos y un factor

inter-sujetos.
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+ Disefio de medidas repetidas con un factor intra-sujetos.

El disenio con un factor intra-sujetos cuenta con un dnico factor T con t niveles,
aplicados a los n individuos con los que trabajamos, pretendiendo estudiar el efecto del
factor T(con t niveles) sobre una variable respuesta Y. El disefio en forma de tabla,

seria de la siguiente manera: (Tabla 4)

Factor T
Sujetos 1 2 . 1 . t Medias
1 Yi1 Ya1 . Yi1 . Y1 Y.1
2 Yio Yoz . Yio . Yro Y.2
J Y1 Ys . Yij . Yij v
n yin S S b
Medias Y1. Yo . Yi. . Y. Y.

Tabla 4: Disefio de datos de medidas repetidas con un factor intra-sujetos.

Donde y; es el valor de la variable respuesta del jésimo individuo bajo el tratamiento
-ésimo.
El modelo lineal asociado a este disenio tal y como se ha planteado

anteriormente viene dado por:

yz'j:/J/+O(z"/‘Sj‘/‘€z'j

1i=12,.,t j=12,..,n
t
z a;=0; S;=N(0,01); e;=(0,00) y S; y e; son mutuamente excluyentes
i=1

Donde [t representa la media poblacional de la variable respuesta, ¢ el efecto

medio adicional debido al tratamiento 1, Sj el efecto aleatorio del sujeto j, y e;

representa el error aleatorio. Ademds estamos suponiendo que no existe efecto

interaccion entre los sujetos y el factor.

37



Caracterizaciéon Multivariante del Comportamiento del Suelo Salmantino, bajo Tratamientos de Siembra y Fertilizacion M(Jté’l"ialy Métodos

Si disponemos de t tratamientos y n réplicas por tratamiento, podriamos

interpretarlo mediante una aproximacién de un modelo univariante o como un modelo

multivariante.

+ Disefio de medidas repetidas con dos factor intra-sujetos.

En este tipo de disefios nos encontramos con dos factores intra-suejtos Ty V, con t
v v niveles respectivamente, de forma que tenemos tv tratamientos los cuales se aplican
a una muestra de n sujetos seleccionados aleatoriamente, y lo que se pretende estudiar
es el efecto de los factores intra-sujetos T y V sobre la variable respuesta Y. La

organizacién de los datos seria de la siguiente manera: (Tabla 5)

Factor T
1 t
Factor V 1 v 1 v

1 Y111 . Yivr Yuas . Yivr
V)
Q
-~
g
S
wn

n Yiin . Yion Yiin . Yion

Tabla 5: Disefio de datos de medidas repetidas con dos factores intra-sujetos.

Donde yij es el valor de la variable respuesta del késimo individuo bajo el nivel #ésimo

del factor Ty el nivel jésimo del factor V.

El modelo lineal asociado, viene dado por:
yj = p + o + Bj + (aB)y + Sk + Si + Spp + e
i=12,..,t j=12,.,v k=12,..n

ial 0; Zﬁ, 0; i(aﬁ)l—j:o vJ; i(aﬁ)ij:o Vi
=

=1 j=1 i=1

Sj”N(Oﬁl); 8~ N(0,07); S,-xN(O,o;;); eijk:(07042)

Si) Sil Sikc Y €k son mutuamente independientes
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Donde [t representa la media poblacional de la variable respuesta, O el efecto

medio adicional debido al tratamiento 7 del factor T, B; el efecto medio adicional debido

al nivel j del factor V, (B ); efecto medio adicional a la interaccién entre el nivel 7 del

factor Ty el nivel j del factor V, Sk el efecto aleatorio del sujeto k, Si efecto aleatorio

del nivel 7 del factor T y el sujeto k, Sjk efecto aleatorio del nivel j del factor V y el

sujeto k y e; representa el error aleatorio. Ademés estamos suponiendo que no existe

efecto interaccion de orden tres entre los sujetos y los factores intra-sujetos.

De igual forma que en el caso anterior, si disponemos de tv tratamientos y n
réplicas por tratamiento, este disenio lo podemos interpretar como una aproximacion de

un modelo univariante o como un modelo multivariante.

+ Disefnio de medidas repetidas con un factor intra-sujetos y un factor

inter-sujetos.

Al igual que definimos el factor intra-sujetos, para estos modelos se incluye un
factor denominado inter-sujetos. Los factores inter-sujetos — conocido también como
factores completamente aleatorizados — son aquellos que para nivel del factor se asigna

a un grupo diferente de sujetos.

Por tanto, tenemos un factor A (factor inter-sujetos) con a niveles que se asigna
a grupos independientes de n sujetos, de forma que tenemos a muestras aleatorias
independientes de n sujetos a las que se somete a los ¢ niveles del factor 7" (factor intra-
sujetos). Pretendemos caracterizar el comportamiento de la variable respuesta Y sobre
los a grupos a lo largo de los ¢ niveles del factor 7. La estructura del diseno queda

recogida en la Tabla 6, que se muestra a continuacién.

De manera que y es €l valor de la variable respuesta del k-ésimo individuo bajo

el #ésimo nivel del factor A y el jésimo nivel del factor T. Observemos que al
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considerar los sujetos fuente de variacion sus niveles estan anidados en el factor inter-

sujetos A.
Factor T
Factor A | Sujetos 1 S j S t
1 Y111 e Y1j1 e Y1z
1 k Yi1k o Y1k e Ytk
n Yrin . . . Yiin . . . Y1in
1 Yat1 e Yaji e Yat1
a k Yaik . . . Yajk . . . Yatk
n Yain . . . Yajn . . . Yatn

Tabla 6: Disefio de datos de medidas repetidas con un factor intra-sujetos y un factor inter-sujetos.

Siguiendo la estructura de los disefios anteriores, mostraremos el modelo

matematico, quedando de la siguiente manera:

Vi = p £+ Sea) + o + B + (aB)iy + egr = p + Ski) + €

i=12,,a j=12,miv k=121

a
Z o;=0;

i=1 i

M-

Il
N

B=0; ViZ(aﬁ)ijZO; vj Z(“ﬁ)zjzo
=1 =1

Skay~N(0,0,); ex~N(0,05) Sk v ey, son mutuamente independientes
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Donde [t representa la media poblacional de la variable respuesta, O el efecto

medio adicional debido al tratamiento 7 del factor A, Sy el efecto aleatorio del sujeto k
en el nivel ¢ del factor A, B; el efecto medio adicional debido al nivel j del factor T,

(aB )i efecto medio adicional debido a la interaccién del nivel 7 del factor A y el nivel j
del factor T, i es la respuesta media bajo el nivel #ésimo del factor A y el nivel j

ésimo del factor T e; representa el error aleatorio.

Si disponemos de at tratamiento y n réplicas por cada uno de los tratamientos,
podemos realizar varias interpretaciones al modelo anterior, como una aproximacion de
un modelo univariante o como un modelo multivariante. En este caso tenemos varias
opciones de interpretacién para el modelo univariante mediante un diseno “anidado-

cruzado”, un diseno “bifactorial de bloques incompletos” o un disefio de “parcelas

divididas”.

En algunos casos, para simplificar el analisis cuando se involucran medidas
repetidas sobre la misma unidad taxondémica se usan los polinomios ortogonales. El
procedimiento consiste en generar nuevas variables a través de sumas ponderadas de las
observaciones sobre el mismo individuo, por medio de los coeficientes de los polinomios

y realizar con éstas el anélisis de varianza tradicional (Ruiz-Ochoa et al., 2006).

3.2.3.2. MANOVA - BrrLoT

Los modelos de Anélisis Multivariante de la Varianza (MANOVA) son una
generalizacién directa de los métodos univariantes. La diferencia con éstos, es que se
estudia una respuesta que viene dada por un vector para cada observacién, en vez de

una variable aleatoria escalar (Tusell, 2008).

Las técnicas Biplot, son técnicas estadisticas de anélisis multivariante,

propuestas por Gabriel (1971) como técnicas de representacién. De igual forma que un
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diagrama de dispersiéon muestra la distribucién conjunta de dos variables, un biplot

representa tres o mas variables simultdneamente (Gabriel y Odoroff, 1990).

La técnica conocida por MANOVA-Biplot, nos permite encontrar diferencias
ente grupos cuando estamos trabajando con mas de una variable respuesta, por lo que
es una técnica de andlisis estadistico multivariante. E1 MANOVA-Biplot de una via
naci6 de la mano de Gabriel (1995), conocidos también como Biplot Candnicos
(Vicente-Villardén, 1992; Gower and Hand, 1996). Los disenos de dos via para el

MANOVA Biplot, fue generalizado por Amaro y col. (2004).

Puesto que es de nuestro interés, ya que se aplicard posteriormente,

desarrollaremos mas detenidamente la técnica del MANOVA Biplot de una via.

El MANOVA-biplot de una via, lo podemos entender como una representacién
Biplot de los resultados de un MANOVA. Con la utilizacién de esta técnica se permite
realizar una representacién ponderada de la matriz de medias que consigue las
direcciones con maximo poder discriminante entre los grupos. Esta técnica pone de
manifiesto las principales diferencias que se producen entre los distintos grupos, al igual
que hacer inferencia sobre las variables canodnicas y originales mediante regiones de

confianza que se sitian sobre los puntos medios de cada grupo. (Amaro et al., 2004).

Siguiendo las ideas de Vicente-Villardén (2004) y Amaro y col. (2004), partimos
de una matriz que contiene la informacién de n individuos — muestras — y p variables
(centrada). Los n individuos — muestras — se encuentran divididos en k clases

mutuamente excluyentes con n; individuos cada una de ellas.

X117 X1p X, = (xilj)l(1
X = E ., E —_— .

_ ) k
Xn1 Xnp Xk = (xij)l(k

Donde i = 1,2,..,k

n=mn; + No + .. +
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El modelo MANOVA para p variables, lo podemos expresar de una forma

matricial de la siguiente manera:
X=AB+U

donde X corresponde con la matriz de rango np de las observaciones, A una matriz de
disefio de rango 1, B es la matriz de pardmetros desconocidos, y por iltimo la matriz U,

np, contiene los residuales.

La hipétesis lineal general multivariante es:
Hy=CB=0
donde la matriz C, tiene dimensién gp y rango g < r.

La matriz C, la podemos elegir de diversas maneras, dependiendo de las
hipétesis que estemos estudiando. El propdsito es la construcciéon de una representacion
de filas (grupos) y columnas (variables), de forma que los grupos se encuentren

separados con el maximo poder discriminante entre ellos.

En el caso de los MANOVA-Biplot de una via, los podemos construir a partir de
la descomposiciéon en valores singulares generalizada:
RYV2DEY2=yD,V

siendo R = C(A’A)™C' y D = CB = C(A'A)"1A'X. La matriz E es la suma de cuadrados
vy productos “dentro” de los grupos, y los As son los valores propios correspondientes

segun el proceso de descomposicién en valores singulares.

A partir de aqui podemos tomar los marcadores para las filas y columnas,

siendo estos:

e Marcadores para las filas (grupos): P = RY/2UD,

e Marcadores para las columnas (variables): Q = EY/2V
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En el MANOVA-Biplot sélo tiene sentido el JK-Biplot candénico, debido a que
en él los grupos estan formados por las filas que tienen buena calidad de representacién

y reproduce los elementos de la matriz original.
Algunas de las principales caracteristicas con las que cuenta este método son:

e Si proyectamos los individuos sobre la representacion candnica las
coordenadas en el primer eje representan a los valores de los individuos
sobre la combinacién lineal de las variables originales que produce la mayor
F de Snedecor univariante.

e  Descripcion de la discriminacién entre grupos a partir de las variables
originales, a través de las proyecciones de los puntos fila sobre los puntos
columna.

e La bondad de ajuste de las predicciones se mide a través de la varianza de
cada una de las variables explicada por los factores.

e Descripcién de las diferencias entre los vectores de medias en un MANOVA

Como principales inconvenientes que puede presentar es la utilizacién de un
software especifico y especializado para su realizacion, al igual que la matriz de

covarianzas dentro de los k grupos deben de ser iguales.

3.2.3.3. ANALISIS DE LA REDUNDANCIA (RDA)

El anélisis de redundancia es la extension de la regresién multiple en el contexto
de la modelizacién de datos de respuesta multivariante, y fue propuesto inicialmente
por Rao (1964) y posteriormente Van der Wollenberg, en 1977 hizo nuevas
aportaciones al mismo. El término redundancia quiere decir varianza explicada y se

debe a Gittins, en 1985.

Este andlisis es de tipo asimétrico, siendo Y la matriz de variables respuesta y X

es la matriz de variables explicativas. Cada eje de ordenacién candnica correspondera a



Caracterizaciéon Multivariante del Comportamiento del Suelo Salmantino, bajo Tratamientos de Siembra y Fertilizacion Materialy Métodos

una direccién en el espacio de respuestas de Y, el cual estd correlacionado de forma

méxima con una combinacién lineal de las variables X.

El analisis se basa fundamentalmente en dos etapas:

1) Se efecttian regresiones de cada variable de Y sobre todas las variables

de la matriz X y se calculan los valores estimados.

2) Se lleva a cabo un andlisis de componentes principales sobre la matriz de

valores estimados para obtener los valores y vectores propios.

Esquematicamente el proceso lo podemos ver en la Figura 2.

Eesponse variables Explanatory var.

Data table Data table i
Y X F=YU =
- ordination in
{centred variables) (centred var.) the space of
variables ¥
-————-——— - — =
Fegress each variable v on table X and /
compute the fitted () and residnal (ype,) values 4
Fitted values

from the A

multiple regressions | PCA |U = matrix of il_ YU =
- | cigenvectors — —» C;L ﬂa“c’nﬂ}

AR, [, ¢ e space o

Y=X[XN] X' (canonical) variables X

_F————-——— - — >
Eesidual values
- frCm thE L-res = Yresrres =
multiple regressions | PCA matixof | __ | ordinationin
oA eigenvectors the space of
Yre: =Y-Y (of residuals) residuals
_F————-——— - — >

Figura 2: Analisis de Redundancia en dos etapas:(1) regresidn de cada variable en Y sobre todas las variables de X
calculando los valores estimados; (2) se lleva a cabo un ACP de la matriz de valores estimados para obtener los
vectores y valores propios. Asi se obtienen dos tipos de ordenaciones, una (YU) en el espacio de las variables
respuesta Y, y otra (YU) en el espacio de las variables explicativas X. Ademas puede obtenerse otra ordenacién
mediante la técnica ACP utilizando la matriz de residuos.
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Caracterizando el método de una forma algebraica tenemos:

Sea X,,m la matriz de variables explicativas, con m variables y n objetos, y sea
Ynxp la matriz respuesta formada por p variables y los mismos n objetos. Supondremos
que las matrices estan centradas por columnas y si las variables no son homogéneas en
cuanto a las escalas de medida estin estandarizadas. De esta forma ademas los
términos independientes en las regresiones desaparecerian y la interpretaciéon es maés
sencilla. También podemos suponer que se han realizado las transformaciones necesarias
a las variables para que existan relaciones lineales entre ellas y de alguna forma que

sean lo més simétricas posibles para reducir el efecto de los posibles outliers.

Para cada variable respuesta en la matriz Y calculamos una regresién lineal
multiple sobre todas las variables de X, obteniendo la siguiente ecuacién en forma

matricial que corresponde a las estimaciones:
b =[X'X]"1X'y

por lo que la ecuacién que corresponde al conjunto de todas las variables

respuesta sera:
B =[X'X]"1XY

con B la matriz de coeficientes de regresiéon estimados de todas las variables
respuesta de Y sobre los regresores X. Este proceso se llama "Regresiéon Lineal

Multivariante" (Finn, 1974) y se puede calcular con paquetes estadisticos como SAS.

=~

Por tanto los valores ajustados se obtienen de la expresion Y=XB. Y

sustituyendo en esta ecuacion el valor de B queda:
Y = X[X'X]7'X'Y

Como las variables en las matrices X eY estdn centradas en sus respectivas
medias, no tendriamos término independiente en los vectores de B. Ademés los vectores
de Y estédn centrados y si m=n, que es el caso en el queX es cuadrada puede
demostrarse que las regresiones multiples explican completamente las variables de la

matriz Y, es decir, ¥ =Y.
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La matriz de covarianzas de los valores estimados Y es:

Spy = (=) PP = (=) VXXX XXX X] XY = SyxSiidSyx, sustituyendo el
valor de ¥ en la primera igualdad, siendo Syy la matriz (pzp) de covarianzas de las
variables respuestas, Syy de orden (mzm) la matriz de covarianzas entre los regresores

(que si las variables estan estandarizadas seria Ryy) y Syx de orden (pzrm) la matriz de

covarianzas entre ambas matrices.

El siguiente paso del desarrollo es someter a la matriz ¥ de valores estimados a
un analisis de componentes principales para tratar de reducir la dimensionalidad de la

solucién, lo cual corresponde a resolver la ecuacién:
(Sprp — ADug = 0, 0 bien (SyxSxxSyx — Dy = 0

Esta ecuacién es la que se conoce como ecuacion del analisis de redundancia y
en funcién de los programas expresan los valores propios de diferentes formas, de forma

explicita, como una fraccion de la varianza total de la matriz Y, etc...

La matriz que contiene los vectores candénicos normalizados u se suele llamar U
v es de orden pzp. Ellos muestran las contribuciones de los descriptores en la matriz Y

a los diferentes ejes candnicos.

En cuanto a la ordenacién de las observaciones en el espacio de las variables
respuesta, se puede obtener directamente de la matriz centrada Y proyectandola sobre

los ejes canoénicos:
F=YU.

Los vectores ordenados, es decir, las columnas de la matriz F se les llama "site
scores". Estos vectores tienen varianzas parecidas, aunque no iguales a los valores
propios.

La ordenacion de los objetos en el espacio X se obtiene de la siguiente forma:

7 =YU =XBU
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Estos vectores ordenados (columnas de Z), puesto que son combinacién lineal de
las variables X, se les llama 'fitted site scores'. Tienen varianzas iguales a los

correspondientes valores propios.

La correlacién 1y, entre los vectores ordenados en los espacios Y y X para la &
ésima dimension es lo que en algunos paquetes estadisticos, como CANOCO denominan

correlacién entre especies-variables ambientales.

Hay una cuestién importante para la interpretacién de los resultados de esta
técnica y es la contribucién de las variables explicativas X a los ejes de ordenacion
candnica. Se pueden considerar tanto los coeficientes de las regresiones estimadas como

los coeficientes de correlacion.

La construccién de diagramas biplot relativos al RDA puede consultarse en
detalle en ter Braak y Looman (1994), al igual que los tipos de escalado de los mismos
que condicionan los distintos tipos de representaciones. La eleccién de unos u otros
dependera del énfasis que uno quiera que tenga el biplot, es decir, mostrar las
distancias entre objetos o las correlaciones entre variables. Cuando la mayoria de las
variables explicativas son de tipo binario se utilizard un tipo de escalamiento y si la

mayoria de ellas son cuantitativas se optara por otro diferente.

En el caso de que Y contenga sélo una tnica variable respuesta el anédlisis de

redundancia no es més que un anélisis de regresion multiple de tipo lineal.
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4 - RESULTADOS
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4.1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA Y VARIABLES

Contamos con 5 grupos de variables. FEstos grupos, hacen referencia a las
propiedades del suelo, desde el punto de vista quimico, bioquimico y microbiolégico,

estando diferenciados de la siguiente manera:

+ Propiedades del suelo del tipo Bioquimico
= Variables Bioquimicas 1 (8 variables)
= Variables Bioquimicas 2 (5 variables)

+ Propiedades del suelo del tipo Microbioldgico
=  Variables Microbiologicas 1 (6 variables)
= Variables Microbioldgicas 2 (18 variables)

+ Propiedades del suelo del tipo Quimico

=  Variables Quimicas (6 variables)

La muestra de que disponemos para la realizaciéon de los analisis, cuenta con un
total de 240 muestras. De todas ellas, las 120 primeras, corresponden a las extraidas
durante el ano 2009, en las estaciones de primera, verano y otono. Y su vez, cada
estaciéon cuenta con un total de 40 muestras para los diferentes tratamientos de siembra
y fertilizacién, correspondiendo 20 de ellas a un tratamiento sin fertilizacién (-P) y a las
restantes les fue aplicado un fertilizante fosfatado (4+P). Dentro de cada tratamiento de
fertilizacién, a su vez, contamos con 5 tratamientos de siembra diferentes (T1 — T5),

aplicado cada uno de ellos sobre 4 parcelas diferentes.

Para la realizacién de los andlisis, no se van a utilizar la totalidad de las
variables, centrandonos principalmente — debido a la fundamentacién del estudio — en
las variables que miden las propiedades del suelo de tipo bioquimico y microbioldgico,

en especial, las identificadas como bioquimicas 1 y microbioldgicas 1.
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4.1.1. PROPIEDADES DEL SUELO DEL TIPO

MICROBIOLOGICO (MICROBIOLOGICAS 1)

Las variables microbiolégicas, hacen referencia a la biomasa bacteriana total
presente en el suelo, y a la abundancia relativa de 5 grupos de microorganismos, se

encuentran caracterizadas por el siguiente grupo de variables:

e Biomasa Microbiana (BiomM)

e Bacterias Gram Positivas (G +)

e Actinobacterias (Actin)

e Bacterias Gram Negativas (G —)

e Hongos Saprofitos (HSapr)

e Hongos Microrricicos Arbusculares (HMA)

En un primer analisis -meramente descriptivo- mostraremos la representacién de
los valores medios, acompaiados de su error estandar, de cada una de las variables en
las diferentes estaciones, para observar los comportamientos de los citados valores
medios, en las diferentes estaciones del estudio, que recordemos son: primavera, verano

y otono.

Posteriormente, se mostrard una representacion que aflade a la anterior, los
distintos tratamientos tanto de siembra como fertilizacién, viendo como pueden variar

la relacién con las estaciones.

En la siguiente tabla (Tabla 7), se encuentran los valores medios y error
estandar, al igual que los intervalos de confianza al 95% para la media, de cada una de

las variables microbiolégicas utilizadas en el analisis.
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Media ESM L.I. (95%) L.S. (95%)
Primavera
Biomasa Microbiana 60,79 1,79 57,27 64,31
Bacterias Gram + 13,46 0,26 12,96 13,97
Actinobacterias 4,79 0,11 4,57 5,02
Bacterias Gram — 17,23 0,23 16,78 17,68
Hongos Saprofitos 16,80 0,36 16,10 17,50
Hongos Micorricicos Arbusculares 20,84 0,84 19,21 22,48
Verano
Biomasa Microbiana 51,82 2,01 47,87 55,77
Bacterias Gram + 14,39 0,31 13,77 15,00
Actinobacterias 4,79 0,12 4,56 5,03
Bacterias Gram — 17,04 0,24 16,57 17,51
Hongos Saprofitos 16,07 0,36 15,37 16,77
Hongos Micorricicos Arbusculares 20,77 1,04 18,73 22,81
Otoio
Biomasa Microbiana 53,12 2,30 48,61 57,64
Bacterias Gram + 14,05 0,35 13,26 14,74
Actinobacterias 4,89 0,14 4,62 5,16
Bacterias Gram — 16,84 0,26 16,34 17,35
Hongos Saprofitos 15,37 0,36 14,67 16,06
Hongos Micorricicos Arbusculares 23,12 1,15 20,88 25,37

Tabla 7: Valores medios, error estandar e intervalo de confianza (95%) para las variables microbioldgicas 1 en las

distintas estaciones del estudio.

4.1.1.1. BIOMASA MICROBIANA (BiomM)

60 - I
50 -
40 4

30 A

nmol ac. graso g suelo

20 A

Biomasa microbiana

Primavera

Figura 3: Representacién de los valores medios y error estandar de la biomasa microbiana por estaciones.

Verano

Otofiio

La biomasa microbiana (Figura 3) - nos indica abundancia de microorganismos

en el suelo, sin distincién del grupo al que pertenecen - presenta valores superiores en

media, en primavera (60,79 nmol ac. graso g snel()), respecto del verano (51,82 nmol ac. graso g’ suel())
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y el otono (53,12 umol ac. graso g' suelo). Estos dltimos presentan unos valores mds similares
entre ellos. En cuanto a la dispersion que presentan los datos, el error estandar de la
media, adquiere unos valores similares en las tres estaciones, lo cuél nos indica debido a

sus valores bajos la poca variabilidad en las estaciones.

Si tenemos en cuenta, ademés los tratamientos de siembra y fertilizacion
(Figura 4), nos encontramos, con una mayor cantidad, en aquellas parcelas a las que se
las aplico una siembra de monocultivo en gramineas (T1), pero de una forma
timidamente superior, si se ha aplicado el fertilizante fosfatado (+P) (Barras rayadas).
Esto puede ser debido a al mayor crecimiento radical que produce el fésforo en la

graminea, lo que causa un aumento de las poblaciones de microorganismos asociados a

ellas.
Biomasa microbiana
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Figura 4: Representacién de los valores medios de la biomasa microbiana, por estaciones, tratamientos de siembra
y tratamientos de fertilizacion

4.1.1.2. BACTERIAS GRAM POSITIVAS (G+)

Las Bacterias Gram Positivas, son una de las grandes divisiones en que se
distinguen las bacterias, y son las que generalmente resisten bien los estreses

ambientales, por ser capaces de formar esporas. En este caso (Figura 5), presenta unos
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valores mayores en el verano (14,39 %mol), seguidos en la estacién de otonio (14,05 %mol) y
unos valores inferiores en la primavera (13,46 w%mol). Esto puede ser debido a su
capacidad de resistir el calor y la sequia por la propiedad de esporulacién antes
mencionada. La dispersién, observamos que un poco mayor en verano y otono (0,31 y
0,35 respectivamente), respecto a la primavera (0,26) teniendo por tanto una

variabilidad pequeia en los datos dentro de las estaciones.

Bacterias Gram +

14,5 4

14,0 4

13,5 4 I

13,0 4

%mol

12,5 4

12,0 T
Primavera Verano Otofio

Figura 5: Representacion de los valores medios y error estandar de las Bacterias Gram Positivas por estaciones.

En la Figura 6, observamos una tendencia creciente, en las tres estaciones, a
medida que varia el tratamiento de siembra, ya sea en las parcelas sin fertilizar (Barras
lisas) 0 en las parcelas fertilizadas (Barras rayadas). Lo que nos indica, que a medida que
pasamos de un monocultivo de graminea (T1) hacfa un monocultivo de leguminosa
(T5), el porcentaje molar de estas bacterias aumenta, encontrandose en una mayor

proporcién en suelo.
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Figura 6: Representacion de los valores medios de las Bacterias Gram Positivas, por estaciones, tratamientos de

4.1.1.3. ACTINOBACTERIAS (ACTIN)
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Figura 7: Representacién de los valores medios y error estandar de las Actinobacterias por estaciones.

A diferencia que las dos anteriores, las Actinobacterias (Figura 7) tienen una

presencia mayor en otonio (4,89 %mo), que en primavera (4,79 %md) y verano (4,79 %mol),

estas ultimas presentan la misma proporciéon. Esto puede darse, debido a que tienden a
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aprovecharse més que otros microorganismos los residuos organicos de las plantas

cuando estas entran en fase de marchitamiento.

De una forma muy similar, la proporcién de Actinobacterias en el suelo, es

mayor cuando hay un mayor porcentaje de leguminosas en el suelo. (Figura 8)

Actinobacterias
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Primavera Verano

Figura 8: Representacién de los valores medios de las Actinobacterias, por estaciones, tratamientos de siembra 'y
tratamientos de fertilizacion.

4.1.1.4. BACTERIAS GRAM NEGATIVAS (G—)
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Figura 9: Representacion de los valores medios y error estandar de las Bacterias Gram Negativas por estaciones.
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En cuanto a las Bacterias Gram Negativas (Figura 9), observamos un
decremento a medida que pasan las estaciones, con una dispersiéon similar en ellas. El
porcentaje molar de este tipo de bacterias es superior en la estacién de primavera
(17,23 %mol), seguido del verano (17,04 %mol) y otonio (16,84 %md), debido a su alta
capacidad proliferativa cuando las condiciones de temperatura y humedad son 6ptimas.
En relacién a los tratamientos (Figura 10), sigue una tendencia similar que en los casos
anteriores. Cuando estamos en el caso del monocultivo de gramineas (T1), tenemos una
menor proporcién, y segin variamos el tratamiento aumenta, encontrdndose en

proporciones similares para el resto.

Bacterias Gram —
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Figura 10: Representacion de los valores medios de las Bacterias Gram Negativas, por estaciones, tratamientos de
siembra y tratamiento de fertilizacién.
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4.1.1.5. HONGOS SAPROFITOS (HSAPR)

Hongos Saprofitos
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16,0 1
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13,5 T T
Primavera Verano Otoio

Figura 11: Representacion de los valores medios y error estandar de los Hongos Saprofitos por estaciones.

En la Figura 11, nos encontramos con un comportamiento similar, decreciente a
medida que pasan las estaciones, ademés de una dispersién similar. La primavera (16,80
%mol) presenta el porcentaje molar mas elevado, ya que estos microorganismos necesitan
una estacionalidad muy acusada en su crecimiento, luego el porcentaje decrece en
verano (16,07 %mol) y otono (15,37 %mo1). En la Figura 12, vemos como estos porcentajes
varian en funcién del tratamiento de siembra y fertilizacion. Nuevamente, la menor
proporcién la encontramos cuando estamos trabajando sobre una diversidad vegetal
unicamente de gramineas (T1), y a medida que variamos estos porcentajes de siembra,
vemos que la proporcién aumenta, siendo mayor en el monocultivo de leguminosas

(T5), aunque la diferencia no es muy destacada.
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Hongos Saprofitos
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Figura 12: Representacidn de los valores medios de los Hongos Saprofitos, por estaciones, tratamientos de siembra
y tratamientos de fertilizacion.

4.1.1.6. HONGOS MICORRICICOS ARBUSCULARES
(HMA)
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Figura 13: Representacion de los valores medios y error estandar de los Hongos Micorricicos Arbusculares por
estaciones.

Este tipo de microorganismo, como podemos ver (Figura 13), se comporta
practicamente igual en las tres estaciones, con una dispersién pequena. Se observa una

proporcién un poco mayor en el otoino (23,12 %mol), frente a primavera y verano (20,84
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y 20,77 %mol respectivamente), no siendo unas diferencias muy pronunciadas. Por el
contrario, si observamos los tratamientos de siembra y fertilizacién (Figura 14), vemos
una clara y notable diferencia, respecto a los otros microorganismos. Se observa un
porcentaje muy superior, cuando se presta atencién a monocultivos de gramineas (T1),
que decrece notablemente cuando interactiian las leguminosas, teniendo el menor
porcentaje en el monocultivo de leguminosa (T5). Esto puede ser causado porque son
microorganismos viven como simbiontes en el interior de las raices, y al ser més densa

la masa radicular de las gramineas, propicia que ellos también, sean més abundantes

Hongos Micorricicos Arbusculares
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Figura 14: Representacion de los valores medios de los Hongos Micorricicos Arbusculares, por estaciones,
tratamientos de siembra y tratamientos de fertilizacién.

4.1.2 PROPIEDADES DEL SUELO DEL TIPO

BIOQUfMICO (BroQuiMICAS 1)

Las variables bioquimicas nos muestran las propiedades del suelo en relacién con
la actividad que tienen los microorganismos en el reciclado de los nutrientes. Este

grupo, lo encontramos caracterizadas por las siguientes variables:
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e Glucosidasa (GLasa) e Mineralizaciéon de  Nitrégeno
e Fosfatasa (FOasa) (MinN)

e Arilsulfatasa (ARasa) e Respiracién basal (Resp)

e Ureasa (URasa) e Coeficiente Metabélico (qCO3)

e Deshidrogenasa (DEasa)

De forma similar a la anterior, procederemos a mostrar los valores medios y su
error estandar, para cada una de las variables, a fin de ver su comportamiento en las
distintas estaciones del estudio de forma global. Mostraremos también Ila
representacién, teniendo en cuenta tanto el tratamiento de siembra como el tratamiento

de fertilizacién, para ver su evolucion en las tres estaciones.

En la Tabla 8, se muestran los valores medio, acompanados de su error estandar
para la media, y el intervalo de confianza para las estaciones de primavera, verano y

otono de cada una de las variables bioquimicas 1 del estudio.

Media ESM L.I. (95%) L.S. (95%)

Primavera
Glucosidasa 9,18 0,19 8,80 9,56
Fosfatasa 18,85 0,47 17,92 19,78
Arilsulfatasa 2,33 0,05 2,23 2,44
Ureasa 0,17 0,01 0,16 0,18
Deshidrogenasa 1,56 0,09 1,38 1,74
Mineralizacién de Nitrégeno 0,47 0,03 0,41 0,53
Respiracion Basal 16,77 0,46 15,87 17,68
Coeficiente Metabdlico 24,04 0,80 22,47 25,61
Verano 0,00 0,00
Glucosidasa 7,65 0,12 7,42 7,88
Fosfatasa 12,81 0,26 12,30 13,32
Arilsulfatasa 4,90 0,15 4,61 5,19
Ureasa 0,19 0,00 0,18 0,20
Deshidrogenasa 2,24 0,15 1,95 2,54
Mineralizacién de Nitrégeno 0,17 0,02 0,14 0,20
Respiracion Basal 13,22 0,33 12,58 13,86
Coeficiente Metabdlico 24,34 1,37 21,66 27,03
Otofio 0,00 0,00
Glucosidasa 4,16 0,07 4,01 4,30
Fosfatasa 10,33 0,24 9,87 10,80
Arilsulfatasa 2,33 0,04 2,26 2,40
Ureasa 0,22 0,01 0,20 0,24
Deshidrogenasa 1,58 0,04 1,49 1,66
Mineralizacién de Nitrégeno 0,22 0,01 0,20 0,24
Respiracion Basal 9,74 0,29 9,17 10,32
Coeficiente Metabdlico 17,10 0,80 15,53 18,66

Tabla 8: Valores medios, error estandar e intervalo de confianza (95%) para las variables bioldgicas 1 en las distintas
estaciones del estudio.
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4.1.2.1. GLUCOSIDASA (GLASA)
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Figura 15: Representacion de los valores medios y error estandar de la Glucosidasa por estaciones.

La glucosidasa nos mide la tasa de degradacién de carbohidratos. Se observa
(Figura 15) una tendencia decreciente a medida que pasamos de la primavera al otono.
Esto puede estar causado, por que el crecimiento de los microorganismos, en su
conjunto, es mayor en primavera que en las otras estaciones y, para mantener su tasa
de crecimiento alta, necesitan obtener carbohidratos y, por tanto, producir mayores
cantidades de glucosidasa, esta es la razén de que presenten un valor medio en
primavera (9,18 umol PNF g suelo k') superior a verano (7,65 umol PNF g' suelo 1) ¥ otono (4,16
pmol PNF g sudlo ). En cuanto a la dispersion, observamos, una variacién pequeia en todos

los casos, siendo un poco mayor en primavera, que en el resto de estaciones.

Teniendo en cuenta los tratamientos de siembra y fertilizacién (Figura 16), no
se observan grandes diferencias en relacion a esta variable, presentando valores

similares cuando utilizamos diferentes tratamientos de siembra.
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Figura 16: Representacion de los valores medios de la Glucosidasa, por estaciones, tratamientos de siembra y

tratamiento de fertilizacion.

4.1.2.2. FOSFATASA (FOAsA)

La fosfatasa, nos indica la capacidad de los microorganismos para solubilizar el

fosforo del suelo. Al igual que en el caso de la glucosidasa, los valores mayores los

encontramos en la primavera (18,85 umol PNF g suelo 1), seguidos del verano (12,81 umol PNF

g suelo ')y otono (10,33 umol PNF g' suelo k'), como podemos observar en la Figura 17.

Respecto a la dispersion presentada por los datos, observamos que las variaciones son

pequenas en las diferentes estaciones.
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Figura 17: Representacion de los valores medios y error estandar de la Fosfatasa por estaciones.
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Figura 18: Representacion de los valores medios de la Fosfatasa, por estaciones, tratamientos de siembray
tratamiento de fertilizacion.

Teniendo en cuenta los distintos tratamientos (Figura 18), se observa unos
niveles superiores, cuando nos encontramos en un monocultivo de leguminosas (T5) o
encontramos una mayor proporcién en el porcentaje de siembra, aunque no es una

diferencia muy pronunciada respecto al resto.

4.1.2.3. ARILSULFATASA (ARAsA)

En contraposicién, con las otras dos variables tenidas en cuenta, podemos
observar (Figura 19), como obtenemos unos valores muy superiores en el verano (4,90
pmol PNF g' suelo b') puesto que esta variable senala la degradacion de las proteinas
presentes en el suelo. La dispersiéon que podemos ver es pequeila, especialmente en el

otoilo.
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Arilsulfatasa
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Figura 19: Representacion de los valores medios y error estandar de la Arilsulfatasa por estaciones.

La Figura 20, nos estd mostrando los valores de Arilsulfatasa recogidos en el
suelo, teniendo en cuenta los distintos tratamientos de siembra y fertilizacion. Se ven
claramente las diferencias comentadas anteriormente. Ademaés, podemos observar, unos
valores muy elevados en verano, respecto al resto de las estaciones, destacando estas

diferencias en aquellos tratamientos que no disponen de una fertilizacién fosforica.
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Figura 20: Representacion de los valores medios de la Arilsulfatasa, por estaciones, tratamientos de siembra 'y
tratamiento de fertilizacién.
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4.1.2.4. UREASA (URASA)

La wureasa nos indica la capacidad del suelo para degradar compuestos
nitrogenados. Encontramos unos valores superiores, con una mayor dispersién en el
otono (0,22 umol N-NH, ¢ suelo ') debido a que en esta estacién se ha acumulado la
producida en las anteriores estaciones, ya que esta enzima a diferencias de las otras,

permanece activa en el suelo largos periodos. (Figura 21)
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Figura 21: Representacion de los valores medios y error estandar de la Ureasa por estaciones.

Teniendo en cuenta los diferentes tratamientos (Figura 22), vemos ver como en
otofio se obtienen unos valores superiores, cuando se trata de parcelas sembradas en
forma de monocultivo (T1 y T5). Esto puede estar causado al producirse una

interacciéon negativa entre ambas especies de plantas, suprimiendo los microorganismos

que producen esta enzima.
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Figura 22: Representacion de los valores medios de la Ureasa, por estaciones, tratamientos de siembra y
tratamientos de fertilizacion.

4.1.2.5. DESHIDROGENASA (DEASA)

La deshidrogenasa muestra la actividad metabdlica de los microorganismos.
Cuando se trata de primavera (1,56 nmol INTF g' suclo 1') U otofio (1,58 nmol INTF g' suclo h')
vemos que se comporta de igual forma, mostrando un pequefio incremento en la
dispersiéon en primavera. La diferencia la encontramos cuando vemos los datos del
verano (2,24 mmol INTF ' suclo ') ya que en este caso obtenemos unos valores superiores con

una mayor dispersién. (Figura 23)
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Figura 23: Representacion de los valores medios y error estandar de la Deshidrogenasa por estaciones.
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Observando los tratamientos (Figura 24), se ve una variaciéon dependiendo del
tipo de siembra que tengamos, destacando en primavera, sus altos niveles cuando se

trata de un monocultivo de gramineas (T1).
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Figura 24: Representacion de los valores medios de la Deshidrogenasa, por estaciones, tratamientos de siembra y
tratamientos de fertilizacién.

4.1.2.6. MINERALIZACION DE NITROGENO (MinN)

La mineralizacién de nitrégeno nos indica la capacidad que tienen los
microorganismos para degradar los compuestos nitrogenados. Este proceso destaca por
sus valores méas elevados en la primavera (0,48 ug N g' suco dia'), duplicando tanto al
verano (0,17 ug N g' suelo dia’) como al otono (0,22 ug N g' suelo dia'); puesto que en primavera
es cuando se produce un mayor crecimiento de los microorganismos, y es mayor su

necesidad de nitrégeno para sustentar su crecimiento. (Figura 25)
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Figura 25: Representacion de los valores medios y error estandar de la Mineralizacion de Nitrégeno por estaciones.

En cuanto a los tratamientos, a excepcién del otofio, se observa unos valores

superiores de dicha variable cuando nos referimos a monocultivos de leguminosas (T5)

y notablemente inferiores cuando se trata de monocultivos de gramineas (T1). (Figura

26)
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Representacion de los valores medios de la Mineralizacion de Nitrégeno, por estaciones, tratamientos de
siembra y tratamientos de fertilizacion.
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4.1.2.7. RESPIRACION BASAL (REsp)

Respiracion basal
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Figura 27: Representacion de los valores medios y error estandar de la Respiracidn Basal por estaciones.

La respiracion basal muestra la actividad respiratoria del conjunto de la
biomasa microbiana. En la Figura 27, podemos ver como sus valores medios decrecen,
de una forma notable, a medida que pasamos de primavera (16,77 ng C-CO. g' suclo dia’) &
otono (9,74 g c-co. ¢ suelo dia’). En las tres estaciones se observa una dispersion de los
datos pequena y similar. En cuanto a los tratamientos (Figura 28), destaca el
incremento en el T1 cuando se aplica un fertilizante fosfatado en la parcela, obteniendo
unos valores muy superiores al resto, causado por que el fésforo aumenta el crecimiento
de los microorganismos y por tanto se da un mayor desprendimiento de diéxido de

carbono, que es lo medido con esta actividad.
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Figura 28: Representacion de los valores medios de la Respiracion Basal, por estaciones, tratamientos de siembray
tratamientos de fertilizacion.

4.1.2.8. COEFICIENTE METABOLICO (QCO.)

Por udltimo, el coeficiente metabdlico es la razén entre respiracién microbiana y
biomasa microbiana. En la Figura 29, observamos como estos valores son inferiores en
otono (17,10 nmol CO. dia” nmol” ac. graso), respecto a primavera (24,04 mmol CO; dia” nmol" ac. g‘rast)) y
verano (24,34 nmol CO. dia’ nmol” ac. graso), aunque los valores son muy similares. Esto se debe
a que los microorganismos estdn entrando ya en una fase de latencia de cara al
invierno, y por tanto, aunque su biomasa pueda ser todavia alta, su actividad

metabdlica (respiracién) decrece.
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Figura 29: Representacion de los valores medios y error estandar del Coeficiente Metabdlico por estaciones.

Si nos fijamos en esta variable, con los diferentes tratamientos de siembra y
fertilizacién, se observa como presenta ciertas diferencias a medida que varia los
porcentajes de siembra, v de igual forma, si se trata de parcelas fertilizadas, o no. En
otoflo se observa una tendencia creciente a medida que pasamos de T1 a T5. En
verano, destacan los altos valores del coeficiente metabdlico cuando se trata de

monocultivos de leguminosas, (T5) en parcelas no fertilizadas. (Figura 30)
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Figura 30: Representacion de los valores medios del Coeficiente Metabdlico, por estaciones, tratamientos de
siembra y tratamiento de fertilizacién.
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4.2. ANALISIS DE LA ESTACIONALIDAD EN LOS

DisTINTOS ANOS

Como hemos visto en los resultados descriptivos, tanto las variables que hacen
referencia a las propiedades bioquimicas como microbioldgicas del suelo, tienen un

comportamiento diferente en cuanto a estacionalidad se refiere.

Los resultados estaban mostrando los valores medios para de cada una de las

variables en relacién a las estaciones, sin tener en cuenta en factor tiempo.

Como ya sabemos, la recogida de muestras se ha llevado a cabo en dos afos
consecutivos diferentes, y en diferentes estaciones del ano. La variable que recogia esta
informacién de forma conjunta es la variable “Muestreo”. Recordemos que esta
variable, se encontraba codificaba en 6 categorias diferentes (3m,.., 8m). Las categorias
3m y 6m, nos estan diciendo que se trata de las muestras obtenidas en la estacién de
primavera, 4m y 7m corresponde a la estacion de verano y por Gltimo 5m y 8m se estan
refiriendo a las muestras obtenidas en otono. Ademas de la informacién estacional que
nos estd proporcionando, también debemos afadir la informacién temporal que nos
aporta. Las categorias 3m, 4m y bHm, recordemos que nos estan diciendo que las
muestras se han tomado en el afio 2009. De forma analoga, las categorfas 6m, 7m y 8m

se refieren a las muestras tomadas en el afio 2010.

Puesto que tratamos de analizar como afecta tanto la estacionalidad como el
factor temporal - para tratar de fusionar los datos a la hora de andlisis posteriores - con
la finalidad de una mejor interpretabilidad y obtencién de conclusiones, analizaremos
en primer lugar las variables de un modo univariante y posteriormente mediante

técnicas multivariantes.

En primer lugar, representaremos para cada una de las variables — tanto de las

propiedades del suelo del tipo microbiolégico y bioquimico descritas — los valores
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medios y sus correspondientes valores del error estandar (Tabla 9 y Tabla 10), y con la
finalidad de facilitar la interpretacién sus respectivos diagramas de dispersion, los

cuales nos dan una visién mas grafica de los resultados.

Aiio 2009 Aio 2010
Media ESM Media ESM
Primavera
Biomasa Microbiana 59,48 1,76 62,10 3,14
Bacterias Gram + 13,37 0,33 13,55 0,40
Actinobacterias 4,34 0,12 5,24 0,17
Bacterias Gram — 16,96 0,30 17,50 0,35
Hongos Saprofitos 16,80 0,42 16,80 0,58
Hongos Microrricicos Arbusculares 20,88 1,13 20,81 1,25
Verano
Biomasa Microbiana 48,77 2,46 54,87 3,14
Bacterias Gram + 14,33 0,41 14,45 0,48
Actinobacterias 4,37 0,14 5,22 0,18
Bacterias Gram — 16,63 0,34 17,45 0,34
Hongos Saprofitos 16,09 0,56 16,05 0,45
Hongos Microrricicos Arbusculares 20,50 1,36 21,03 1,59
Otoiio
Biomasa Microbiana 50,43 2,17 55,82 4,05
Bacterias Gram + 14,39 0,45 13,71 0,54
Actinobacterias 4,79 0,16 5,00 0,23
Bacterias Gram — 16,75 0,34 16,94 0,39
Hongos Saprofitos 14,32 0,36 16,41 0,58
Hongos Microrricicos Arbusculares 22,50 1,36 23,74 1,86

Tabla 9: Valores medios y errores estandar para las variables que miden las propiedades del suelo de tipo
microbioldgico, en los diferentes muestreos realizados por estaciones.

Para facilitar su lectura, en la Figura 31, se muestran la representacion
mediante un diagrama de dispersién, que nos ayuda a entender los que pasa tanto en

las estaciones como en los afios correspondientes.

Observando las diferentes representaciones (Figura 31), vemos que no todas se
comportan por igual. En relacién a la tendencia seguida en tanto en afio 2009 como en
el 2010, la Biomasa microbiana (BiomM) y los Hongos Micorricios Arbusculares
(HMA), son las variables que siguen una tendencia claramente similar en ambos afos.
En el resto de las variables, no se ve de una forma tan clara, pero tenemos que
observar, debido a los escalamientos de los ejes que pequenas diferencias en la realidad
aparecen aumentadas graficamente. Debido a las caracteristicas que presentan estas
variables, y la opinién de los expertos al respecto, este comportamiento se puede

considerar normal en este tipo de variables.
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Figura 31: Diagrama de dispersién de las variables microbioldgicas 1, representando los valores medios en los
diferentes muestreos realizados durante el estudio.

De igual modo que hemos procedido en el caso de las variables microbiolégicas,

procederemos para el estudio de las variables que nos dan informacién de las

propiedades del suelo de tipo bioquimico que estamos analizando. A continuacién se

muestra los datos medios y errores estandar de las distintas variables en relacién a las

estaciones y afios del estudio. (Tabla 10)
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Ano 2009 Afio 2010
Media ESM Media ESM
Primavera
Glucosidasa 9,66 0,32 8,70 0,19
Fosfatasa 19,44 0,74 18,25 0,58
Arilsulfatasa 2,51 0,07 2,16 0,07
Ureasa 0,21 0,01 0,13 0,00
Deshidrogenasa 1,31 0,11 1,81 0,14
Mineralizacion de Nitrogeno 0,67 0,04 0,27 0,02
Respiracion basal 18,24 0,77 15,31 0,40
Coeficiente metabdlico 26,00 1,16 22,08 1,03
Verano
Glucosidasa 8,21 0,16 7,09 0,11
Fosfatasa 12,64 0,37 12,98 0,36
Arilsulfatasa 3,82 0,08 5,97 0,15
Ureasa 0,16 0,00 0,22 0,00
Deshidrogenasa 1,07 0,04 3,42 0,14
Mineralizacion de Nitrogeno 0,24 0,03 0,11 0,01
Respiracion basal 12,25 0,46 14,20 0,41
Coeficiente metabdlico 24,28 2,26 24,41 1,57
Otoino
Glucosidasa 3,59 0,05 4,72 0,05
Fosfatasa 9,86 0,28 10,80 0,37
Arilsulfatasa 2,39 0,06 2,26 0,05
Ureasa 0,31 0,01 0,13 0,01
Deshidrogenasa 1,62 0,06 1,53 0,07
Mineralizacion de Nitrogeno 0,21 0,02 0,23 0,01
Respiracion basal 9,32 0,41 10,17 0,41
Coeficiente metabdlico 16,78 1,12 17,41 1,15

Tabla 10: Valores medios y errores estandar para las variables que miden las propiedades del suelo de tipo
bioquimico, en los diferentes muestreos realizados por estaciones.

Debido a que las variables no se encuentran medidas todas ellas en las mismas
unidades, no podemos extraer conclusiones conjuntas tras el analisis de esta tabla, pero

si podemos ver el comportamiento de cada variable en relacion a los dos afios.

Observando los datos, podemos ver como la tendencia general son valores maés
elevados en el verano —no para todas las variables- que en las estaciones de primavera y
otono. Esto puede ser debido a las condiciones climatologicas propias del verano, y

caracteristicas de las variables estudiadas.

Para facilitar su lectura, en la Figura 32 podemos encontrar la representacién de
las variables mediante un diagrama de dispersiéon, en que podemos observar su

evolucion en funcién de los aflos y muestreos.

76



Caracterizacion Multivariante del Comportamiento del Suelo Salmantino, bajo Tratamientos de Siembra y Fertilizacion

Glucosidasa
12
9,66
10 8,70
o 821
o 7,09
o g
b 8
3
@
o
w 6 472
w
g 3,59
5 4
E
E
2
0 T T T T T
Primavera Verano Otofio Primavera Verano Otofio
2009 2009 2009 2010 2010 2010
Arilsulfatasa
7 -
5,97
6 |
ol
55
k] 3,82
a4
o
y 2,51
w
3 ) 2,39
g 2,16 2,26
°
E 2
E
14
0 T T T T T
Primavera Verano Otofio Primavera Verano Otofio
2009 2009 2009 2010 2010 2010
Deshidrogenasa
4,0
3,42
35
T 30
o
g 2,5
o 1,81,
20 1,62 153
E 131
215 1,07
t
E o
05
0,0 T T T T T
Primavera Verano Otofio Primavera Verano Otofio
2009 2009 2009 2010 2010 2010
Respiracion basal
2 18,24
18
15,31
- 16 14,20
w
5 14 12,25
o
k] 10,17
ﬁ 2 9,32
o
N 10
g s
Q
U 6
o
*q
2
0 T T T T T
Primavera Verano Otofio Primavera Verano Otofio
2009 2009 2009 2010 2010 2010

Resultados
Fosfatasa
25
19,44 1825
L0 »
=
[}
T
215 12,64 12,98
" 10,80
:_n 9,86
Z 10
°
E
ES
5
o] T T T T T 1
Primavera Verano Otofio Primavera Verano Otofio
2009 2009 2009 2010 2010 2010
Ureasa
0,4
0,31
ol
E 0,3
o
2 0,21 0,22
o
h: 0,2 0,16
§. 0,13 0,13
z
°
E 01
EY
00 T T T T T 1
Primavera Verano Otofio Primavera Verano Otofio
2009 2009 2009 2010 2010 2010
Mineralizacion de Nitrogeno
08
0,67
0,7
. 06
o
Tos
©
204
o 0,27
;” 0,3 024 0,21 023
% 2
02 0,11
01
0,0 T T T T T 1
Primavera Verano Otofio Primavera Verano Otofio
2009 2009 2009 2010 2010 2010
Coeficiente Metabdlico
% 26,00
0 26 24,28 23,41
8
i'f 24 22,08
®
o 22
©
g 20
] 17,41
16,78
e
16
o
=]
TE7 14
c 12
10 T T T T T 1
Primavera Verano Otofio Primavera Verano Otofio
2009 2009 2009 2010 2010 2010

Figura 32: Diagrama de dispersion de las variables bioquimicas 1, representando los valores medios en los
diferentes muestreos realizados durante el estudio.

Tras la visualizacién de estos graficos podemos observar la tendencia comentada

anteriormente. De una forma general, se puede observar en casi todas las variables,

pero si que debemos de destacar, que tanto en la Ureasa (URasa) como en la

Deshidrogenasa (DEasa), dicha tendencia no se presenta.
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En ambas variables — Ureasa (URasa) y Deshidrogenasa (DEasa) - presentan la
misma caracteristica en torno a la tendencia que presentan en el transcurso del afio
2009 y 2010. En el verano (2009) (0,164 pmol N-NH, g' suelo h' Yy 1,074 nmol INTF g' suelo h'
respectivamente) presentan valores inferiores que en los obtenidos en la primavera
(0,211 pmol N-NH, g suclo k' ¥ 1,308 nmol INTF g suclo ' respectivamente) y otofio (0,310 umol N-NH,
g suelo 'y 1,622 nmol INTF g suelo b respectivamente) del mismo periodo. De modo contario
a lo ocurrido en el aio 2010. Este hecho, es lo que se produce de una manera general en

el resto de variables confirmandose para ambos anos.

La aparicién de esta “tendencia invertida” en ambas variables puede ser debido
a numerosos factores dificilmente explicables, ya que no se esperaba que ocurriera esto.
Como posible explicacién, puede ser debido a propiedades internas de las variables
medidas. También que hayan podido ser afectadas por algin tipo de climatologia
adversa en el momento de muestreo; pudiendo ser el causante de obtener mediciones

incorrectas de dichas variables, entre una de las muchas opciones posibles.

Con la finalidad de valorar el efecto que provoca la temporalidad sobre las
propiedades microbiolégicas y bioquimicas del suelo vamos a emplear el método
ANOVA MR, en el cual es considerado cada parcela experimental como un dnico sujeto
— de forma independiente al tratamiento de siembra o fertilizacién. Recordemos que
este método se utiliza cuando nos encontramos con la situacién que las muestras — en
este caso en las distintas estaciones — han sido tomadas sobre los mismos sujetos — en
nuestro caso las parcelas experimentales -. Como sabemos contamos con distintos
métodos para su aplicacién. Se ha utilizado en andlisis de medidas repetidas con un
factor intra-sujetos — considerando el factor “muestreo” — caracterizandose porque todos
los niveles del factor han sido aplicados al mismo grupo de sujetos — parcelas

experimentales -.

En el Anexo 1, podemos encontrar los resultados de las pruebas de normalidad
realizadas para cada nivel del factor, y para cada variable, tanto en las microbiolégicas

como bioquimicas. Se puede observar — en las variables bioquimicas - que en todos los
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casos, a excepcion del verano del ano 2009 para la variable “Coeficiente Metabdlico”
(qCO;) — para un nivel de significacién de 0,05 — no podemos rechazar la hipétesis de
normalidad. Esto quiere decir, que estadisticamente se pueden considerar normales
nuestros datos en los diferentes niveles de cada factor para cada una de las variables.
En las microbiolégicas, podemos aceptar la hipdtesis de normalidad practicamente en
todos los casos, a excepcién del aiio 2010 en algunas variables como son, Bacterias
Gram + (G+), Bacterias Gram — (G—) — en verano presenta también sig. < 0,05 - y

Hongos Micorricicos arbusculares (HMA), en el otono.

Tras estos resultados, la Tabla 11, muestra los resultados asociados al ANOVA

de medidas repetidas, para ambos conjuntos de variables.

W de Mauchy Lambda de Wilks
Chi-Cuadrado (**) Sig. F Sig.
Variables Bioquimicas
Glucosidasa 124,611 0,000 378,212 0,000
Fosfatasa 43,059 0,000 76,731 0,000
Arilsulfatasa 111,789 0,000 272,271 0,000
Ureasa 79,907 0,000 118,030 0,000
Deshidrogenasa 76,433 0,000 89,249 0,000
Mineralizacién de Nitrégeno 81,317 0,000 60,978 0,000
Respiracion basal 27,572 0,016 27,063 0,000
Coeficiente Metabdlico 37,877 0,001 12,643 0,000
Variables Microbioldgicas
Biomasa Microbiana 38,619 0,000 14,881 0,000
Bacterias Gram + 34,854 0,002 11,412 0,000
Actinobacterias 36,478 0,001 12,157 0,000
Bacterias Gram — 23,770 0,049 3,003 0,023
Hongos Saprofitos 15,551 0,343 7,079 (*) 0,000
Hongos Micorricicos Arbusculares 28,167 0,014 4,246 0,004

(*) Valor de contraste de esfericidad asumida. Al aceptar la hipotesis de esfericidad, es preferible utilizar el contraste univariado de esfericidad asumida.
(**) Valor de la Chi-Cuadrado Aproximado

Tabla 11: Resultados asociados al ANOVA de MR. Se muestra la prueba de esfericidad W de Mauchy, como el
estadistico de contraste Lambda de Wilks

Cuando estamos trabajando con modelos de ANOVA MR, es necesario suponer
que las varianzas de las diferencias entre cada dos niveles del factor son iguales. En este
caso, tenemos 6 niveles del factor, por lo tanto tenemos 15 pares de combinaciones dos
a dos entre niveles. Calculando las diferencias de esas 15 combinaciones de pares de

variables, obtenemos 15 nuevas variables. En el modelo de un factor de MR suponemos
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que las varianzas de esas 15 variables son iguales. Este supuesto equivale a afirmar que

la matriz de varianzas—covarianzas es circular o esférica.

La W de Mauchy — prueba de esfericidad de Mauchy — nos ayuda a contrastar
este hecho. En este caso, observamos que tenemos resultados significativos (< 0,05) en
todos los casos, por lo que rechazamos la hipdtesis de circularidad. Por ello, basamos
nuestra decision en los estadisticos multivariados — estos no son afectados por la
hipotesis de circularidad -, méas concretamente en la Lambda de Wilks, para afirmar

que en todos los casos obtenemos diferencias en los distintos periodos de muestreos.

Con este tipo de analisis, vemos que de una forma individualizada, encuentra
diferencias para los distintos periodos de muestreos. Debido a que este tipo de anéalisis
puede estar sujeto a errores de significaciéon, como ya sabemos a la hora de realizar

multiples contrastes.

Puesto que se ha demostrado la existencia de la evolucién temporal que existe
entre los distintos parametros del suelo que estamos analizando - ya sean del tipo
microbiolégico o bioquimico — y con la finalidad de evitar estos posibles errores, y
obtener una visién mas clara de las posibles diferencias entre muestreos — estaciones en
relacién a los afios — ademas de conocer aquellas variables que puedan ser las causantes

de dicha evolucién, realizaremos un MANOVA Biplot.

Recordemos que estamos analizando si las estructuras tanto en el ano 2009
como en el ano 2010, en relacién a las estaciones de primavera, verano y otoflo, son

similares.

La aplicacién de esta técnica multivariante, pone de manifiesto las principales
diferencias que se pueden producir entre diversos grupos, al igual que de una forma

conjunta, las variables responsables de dicha separacién.

La forma de actuar va a ser la siguiente. Realizaremos multiples MANOVAS
Biplot, que representen la estructura — tanto en las variables microbioldgicas como

bioquimicas - de las estaciones en el ano 2009 y 2010. Posteriormente, haremos una
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representacién conjunta de ambos afios, y mediante la comparativa veremos si se
mantienen dichas estructuras, lo cual nos permitird fusionar los datos para analisis

posteriores sin tener en cuenta el factor tiempo.

De acuerdo con los resultados obtenidos tras realizar el andlisis de los datos
para las variables microbiolégicas de forma conjunta mediante el MANOVA-Biplot, el
contraste global — con los datos referidos al afio 2009 — muestra un valor de la Lambda
de Wilks de 8,4176 (Anexo 2), resultando significativo (sig. = 0,000), por lo que
podemos afirmar que al menos dos vectores de medias de las distintas estaciones son
diferentes en este afo. Teniendo en cuenta, el afio 2010 y los datos conjuntos de ambos

afios, los resultados que se obtienen igualmente resultan significativos. (Anexo 2)

En la Figura 33, se muestra la representacion de los datos correspondientes al

ano 2009.

Variables Microbiolégicas 1 — Datos Ano 2009

Figura 33: Representacion Biplot de los resultados de un MANOVA de las variables Microbioldgicas 1, por estacién
en el afio 2009.
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En primer lugar, se observa una dispersiéon importante de los datos. Esto es
debido a la tipologia de las variables que estamos representando, ya que la aplicaciéon
de los tratamientos de siembra y fertilizacién puede dar lugar a que las variables tomen
valores muy diferentes. No obstante a pesar de dicha dispersién, se observan 3
estructuras diferenciables, correspondientes a las estaciones de primavera, verano y

otoio.

Si observamos las calidades de representacién de las variables (Tabla 12),

podemos caracterizar los ejes factoriales.

Eje 1 Eje 2
BiomM 70,25 29,75
G+ 85,09 14,91
Actin 71,29 28,71
G — 49,81 50,19
Hsapr 90,64 9,36
HMA 42,41 57,59

Tabla 12: Calidades de representacion de las variables microbioldgicas 1, respecto a los ejes factoriales en la
representacion de los datos del afio 2009.

El primero de los ejes se encuentra caracterizado por la Biomasa microbiana
(BiomM) y los Hongos Saprofitos (HSapr) en sentido positivo del eje, teniendo unos
valores superiores en la estacién de primavera. Las Bacterias Gram Positivas (G+) y
Actinobacterias (Actin) se encuentra en sentido negativo del eje caracterizando
principalmente al otono. El segundo eje factorial, lo caracteriza principalmente los
Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA) en sentido negativo, que caracterizan
principalmente a la estacién estival, con los valores muy bajos en dicha estacién. Siendo
estrictos deberfamos decir que las Bacterias Gram Negativas (G—) también
caracterizan el eje 2, pero como vemos, es una variable de plano, y debido a ello, no se

ha considerado.

Atendiendo a las regiones de confianza (95%) para la media — calculadas de
forma multivariante -, observamos que no hay interseccién entre ellas, lo que de una
forma gréafica, nos dice que existen realmente diferencias entre las estaciones para el ano

2009.
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Variables Microbiolégicas 1 — Datos Ano 2010

Figura 34: Representacion Biplot de los resultados de un MANOVA de las variables microbioldgicas 1, por estacion
en el afio 2010.

En cuanto a la Figura 34, estd mostrando la representacién de los datos
correspondientes al afio 2010. Tratemos de ver si se mantienen las estructuras como en

el anio anterior.

De forma anéloga, hay una dispersién importante en los datos, pudiendo ser
debido a los tratamientos aplicados, al igual que en este tipo de experimentos, la
climatologia es un factor importante, que puede provocar cambios en las muestras o

modificaciones, puesto que no es una variable facilmente controlable.

Observamos también 3 estructuras, con un posicionamiento similar al afo
anterior. Los moédulos de las variables (vectores) vemos que son inferiores al caso
anterior, por lo que las variables tienen una capacidad informativa menor, siendo

variables més estables.
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Eje 1 Eje 2
BiomM 70,94 29,06
G+ 1,65 98,35
Actin 78,76 21,24
G— 75,53 24,47
Hsapr 41,7 58,3
HMA 67,2 32,8

Tabla 13: Calidades de representacion de las variables Microbioldgicas 1, respecto de los ejes factoriales en la
representacion de los datos del afio 2010.

Atendiendo a las calidades de representacién de las variables (Tabla 13), los ejes
en este afio no quedan definidos practicamente igual por las mismas variables. Las

regiones de confianza en este caso se cruzan.

En cuanto a las estructuras que estdbamos buscando, en ambos anos se
mantienen similares, con posibles diferencias en algunas variables, pero como hemos
comentado, puede ser debido al tipo de variables, ya que desde el punto de vista
ecolodgico, se podria explicar como que la evolucién de las poblaciones microbianas son
cambiantes con el tiempo, tendiendo a converger ciertos grupos de microorganismos en
cuanto a su presencia relativa en el suelo, mientras que otros muestran una divergencia

a medida que pasa el tiempo.

Para corroborar las posibles diferencias entre las estaciones, y ver si las
estructuras se mantienen, trataremos los datos de forma conjunta, y observaremos su
posicionamiento. Para esta ultima representacién, caracterizaremos los grupos en
funcién del afio y la estacién — para ello se utilizé la variable “muestreo” -. Se han
eliminado los puntos individuales para facilitar la interpretacién del grafico, (Figura 35)

representando los valores medios acompanados de su regién de confianza al 95 %.
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Variables Microbiolégicas 1 — Datos Ano 2009 y 2010
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Figura 35: Representacion Biplot de los resultados de un MANOVA de las variables microbioldgicas 1, por estacién y
afio.

Con esta representacion observamos de una forma clara las diferencias que
existen entre los afos de estudio. En los datos referidos al afio 2009, las diferencias
entre las estaciones se observan de una manera mas clara que en el caso del segundo

ano.

En la siguiente tabla (Tabla 14) se muestra las calidades de representacién de

las variables en este caso.

Eje 1 Eje 2
BiomM 33,66 66,28
G+ 12,89 53,48
Actin 77,85 3,60
G— 52,12 14,60
Hsapr 8,28 68,40
HMA 15,88 31,33

Tabla 14: Calidades de representacién de las variables Microbiolégicas 1, respecto los ejes factoriales en la
representacion conjunta de los del afio 2009 y 2010.
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En cuanto al comportamiento respecto al factor temporal de los datos, debemos
decir, que aunque no se vea de una forma muy clara, segiin los expertos en el tema, este
comportamiento puede ser explicable, atendiendo a las propiedades de las variables con
el paso del tiempo. Vemos una diferenciacion entre ambos afios de manera clara en
relacién a la media de las estaciones — los del afio 2009 todos se encuentran situados a
la derecha del eje de coordenadas, y los del 2010 a la izquierda -. En cuanto a los
distintos periodos de muestreo, en el primer ano de estudio se observan las diferencias
entre ellos al no solaparse las regiones de confianza para la media, no ocurriendo lo

mismo para el ano 2010.

Las diferencias entre los anos se deben principalmente a una menor abundancia
de Actinobacterias (Actin) en el afio 2009 respecto el 2010. En cuanto a las diferencias
entre las estaciones son causadas por una mayor biomasa microbiana (BiomM) y
presencia de Hongos Saprofitos (Hsapr) en las estaciones de primavera, decreciendo en

verano y mas aun en otoo.

Cuando trabajamos con la variables bioquimicas, obtenemos resultados
significativos tras la realizacién del anélisis del MANOVA-Biplot — ya sean los datos
del 2009, 2010 o conjuntos — para el contraste multivariante (Anexo 3). Las pruebas
mediante el estadistico de la Lambda de Wilks han mostrado unos valores de 110,146
para el ano 2009, 106,787 para el 2010 y 90,535 cuando tratamos los datos de forma
conjunta. Todos ellos con una significacién < 0,05, por lo que tenemos evidencias
estadisticas para afirmar que existen diferencias, en al menos, dos vectores de medias,

en todos los casos.

Por ello, ahora debemos de ver si las estructuras se mantienen de
independientemente del ailo, lo que nos permitird fusionar los datos para posteriores

andlisis, eliminando por tanto el factor del afio, como ya hemos comentado.

En primer lugar representaremos los datos correspondientes al afio 2009, como

se puede ver en la Figura 36.
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Variables Bioquimicas 1 — Datos Ao 2009
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Figura 36: Representacion Biplot de los resultados de un MANOVA de las variables bioquimicas 1, por estacion en el
afio 2009.

Tras la representacién, se observa de una manera grafica y clara, que tenemos

diferencias entre las 3 estaciones, puesto éstas se encuentran perfectamente separadas

en 3 agrupaciones diferentes. En cuanto a la dispersién, se observa menos que en el caso

de las variables microbiolégicas — debido a las caracteristicas propias de las variables —

y en verano y otofio, encontramos una menor dispersién en los datos que en la

primavera, debido a la proximidad que hay entre ellos.

El plano factorial, lo podemos categorizar en funcion de la calidad de

representacion de las distintas variables (Tabla 15).

Eje 1 Eje 2
Glasa 94,97 5,03
Foasa 91,03 8,97
Arasa 1,92 98,08
Urasa 50,71 49,29
Deasa 38,91 61,09
MinN 74,65 25,35
Resp 93,27 6,73
qCO, 92,31 7,69

Tabla 15: Calidades de representacidn de las variables Bioquimicas 1, respeto a los ejes factoriales en la
representacion de los datos del afio 2009.
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El eje 1 vemos que estd caracterizado por las variables Glucosidasa (GLasa),
Fosfatasa (FOasa), Mineralizacién de Nitrégeno (MinN), Respiracién basal (Resp) y el
Coeficiente Metabdlico (qCOz2) en sentido positivo. Siendo muy estrictos tendriamos
que incluir la Ureasa (URasa), que en este caso se encontraria en sentido negativo, pero
como vemos presenta casi la misma calidad en ambos ejes. Todas ellas, presentan
moédulos grandes, lo que nos indican que tienen mucha capacidad informativa, a
excepcién del Coeficiente Metabdlico (qCOz2) siendo estd la variable méas estable de

todas, ya que su modulo es inferior al del resto.

El eje 2, quedaria claramente caracterizado por la Arilsulfatasa (ARasa) en
sentido positivo, y podriamos decir que de la Deshidrogensa (DEasa) también
caracterizaria dicho eje, pero en este caso en sentido negativo, pero como vemos con un

porcentaje muy inferior que la Arilsulfatasa (ARasa).

Atendiendo a las variables del eje 1, podemos decir que todas ellas covarian
entre si, ya que entre ellas existe un angulo “pequefio”, pero a su vez, podemos hacer
una pequena distincién entre dos grupos de variables. Esto quiere decir, que la variable
GLasa y qCO2 presentan una mayor covariacion entre ellas, que con el resto de
variables. Y a su vez, las variables FOasa, MinN y Resp, tienen también una

importante covariacién entre ellas.

En esta primera visualizacién, vemos como el verano quedaria situado en la
parte superior del grafico, y claramente caracterizado por los valores de la Arilsulfatasa
(ARasa), ya que esta época del afo, es cuando se observan mayores valores en dicha

variable, siendo mucho menor en el caso de la primavera o el otofio.

El otofio, a pesar de la problematica comentada anterioremente en relacién a la
Ureasa (URasa) y Deshidrogenasa (DEasa), se encuentra caracterizado por dichas
variables, siendo en este ano, donde toman unos valores superiores al resto de

estaciones.

Por dltimo, en la primavera, vemos que es la estacién que presenta mayor

dispersién como ya habiamos comentado anteriormente, pudiendo ser debido a que se
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encuentra también caracterizada por un mayor ntmero de variables. Principalmente
por la Fosfatasa (FOasa), Respiracién basal (Resp) y la Mineralizaciéon de Nitrégeno

(MinN).

Sabemos lo que ocurre con nuestros datos en el aio 2009, veamos a continuacién
si ocurre algo similar en al ano 2010. Sabemos que tenemos dos variables (URasa y
DEasa) que presentaban una tendencia diferente en los dos afios, por lo que estas

diferencias las tenemos que observar en la representacion.

Variables Bioquimicas 1 — Datos Ao 2010
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Figura 37: Representacion Biplot de los resultados de un MANOVA de las variables bioquimicas 1, por estacién en el
afio 2010.

Sin entrar a valorar muy a fondo, a primera vista, encontramos nuevamente una
separacion clara de las distintas estaciones (Figura 37). El otofio, sigue presentando una
dispersién menor, pero en este caso el verano muestra una dispersién un poco mayor
que al ano anterior, pudiendo ser debido a variables que lo caracterizan en este caso,

como veremos més adelante.
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Atendiendo a la capacidad informativa que presentan las variables, encontramos
una similitud respecto al aflo anterior, ya que todas ellas presentan una alta capacidad
informativa a excepcién del Coeficiente Metabdlico (qCO2) que nuevamente en este
aflo, presenta mucha estabilidad debido a que la longitud de su médulo es muy inferior

que el resto de variables.

Si caracterizamos nuevamente los ejes, obtenemos las siguientes calidades de

representacién para las variables:

Eje 1 Eje 2
Glasa 7,99 92,01
Foasa 0,34 99,66
Arasa 95,99 4,01
Urasa 97,6 2,4
Deasa 99,85 0,15
MinN 81,85 18,15
Resp 22,38 77,62
qCo, 73,75 26,25

Tabla 16: Calidades de representacion de las variables Bioquimicas 1, respecto de los ejes factoriales en la
representacion de los datos del afio 2010.

En cuanto a la caracterizacién, encontramos alguna diferencia respecto al afio
anterior, como ya era previsto. En este caso el eje 1 lo encontramos caracterizado
principalmente en sentido positivo por la Mineralizacién de Nitrégeno (MinN), y en
sentido negativo del eje, por la Arilsulfatasa (ARasa), Ureasa (URasa) ¥y
Deshidrogenasa (DEasa). En cambio el eje 2, estaria principalmente por la Glucosidasa
(GLasa) y la Fosfatasa (FOasa), pero también por la Respiracién basal (Resp), todas

ellas en el sentido positivo del eje.

En este caso, encontramos que las variables del eje 2, presentan una covariacion
fuerte entre ellas, debido a que se encuentran representadas muy préximas. Y también,
las variables Arilsulfatasa (ARasa), Ureasa (URasa) y Deshidrogenasa (DEasa), que en
este caso se encuentran caracterizando el eje 1 en sentido negativo, covariando de forma

contraria a la Mineralizacién de Nitrégeno (MinN).

Observando el verano, encontramos diferencias respecto al afio anterior, debido

a que ahora se encuentra caracterizado ademés de por la Arilsulfatasa (ARasa),
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también por la Ureasa (URasa) y la Deshidrogenasa (DEasa). El hecho que nos
encontremos que en este ano el verano esté caracterizado por estas 3 variables y en el
ano anterior solo por 1, es debido a la “ftendencia inversa” que poseian estas variables,
que como dijimos, puede ser debido a infinidad de sucesos, relacionados con las
condiciones climatolégicas entre otros. Para poder comprobar a que es debido este
cambio tan drastico, hubiera sido bueno disponer de mas periodos de muestreo para ver
como se comportan estas variables al paso del tiempo, y encontrar asi una posible

explicacion.

La primavera, de forma analoga al afio anterior, presenta una variabilidad muy

similar y caracterizada por las mismas variables.

El ototio es la estacién, que en este caso, no se encuentra caracterizada por tener
valores méas elevados de una/s variables, sino por encontrarse valores inferiores de las
variables. Es decir, se diferencia de la primavera, en que éste presenta unos valores
inferiores tanto en Glucosidasa (GLasa), Fosfatasa (FOasa) como en Respiracién basal
(Resp) principalmente. Y de igual forma, lo diferenciamos del verano, al tomar valores
inferiores respecto a la Arilsulfatasa (ARasa), Ureasa (URasa) y Deshidrogenasa

(DEasa).

A pesar de estas ligeras diferencias, que pueden tener o no una explicacién
biolégica, haciendo una lectura global, encontramos comportamientos similares tanto en
el afio 2009, como en el afo 2010. Se observan claramente 3 estructuras bien
diferenciadas, y las variables que en cada aflo caracterizan a estas estructuras, que son

las estaciones, concuerdan de una manera similar.

Para contrastar estos agrupamientos y separaciones, podemos tratar los datos
de una forma global, es decir, uniendo ambos anos, y viendo si el comportamiento se

mantiene, ya que es parte de lo que estamos pretendiendo demostrar.
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Variables Bioquimicas 1 — Datos Aiio 2009 y 2010
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Figura 38: Representacion Biplot de los resultados de un MANOVA de las variables bioquimicas 1, por estacion y
afo.

Sin entrar en mucho detalle, puesto que ya hemos comentado la lectura de este
tipo de graficos, podemos observar que al tratar los datos como una unidad, se
mantienen las tres estructuras bien diferenciadas, en el verano, otofio y primavera.
Nuevamente representaremos para facilitar la lectura, las medias de los distintos

muestreos acompafiados de su regién de confianza (95 %). (Figura 38)

En la primavera, los muestreos de ambos afios presentan una gran similitud
entre ellos, mientras que no ocurre lo mismo en las estaciones de verano y otofio,
caracterizandose estas diferencias por una presencia mayor de ciertas propiedades

bioquimicas en el suelo con el paso del tiempo.

A continuacién, mostramos las calidades de representacién de las variables en

relacién a los ejes factoriales de esta representacién. (Tabla 17)
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Eje 1 Eje 2

Glasa 0,17 89,65
Foasa 7,3 74,84
Arasa 97,55 0,35
Urasa 0,71 43,8
Deasa 62,52 0,21
MinN 33,53 24,87
Resp 0 73,96
qCO, 13,66 63,81

Tabla 17: Calidades de representacién de las variables Bioquimicas 1, respecto de los ejes factoriales en la
representacion conjunta de los afios 2009 y 2010.

La primavera se caracteriza por unos valores altos en la Fosfatasa (FOasa)
presente en el suelo, al igual que Glucosidasa (GLasa), Mineralizacion de Nitrogeno

(MinN) y Respiracién basal (Resp).

El verano lo encontramos caracterizado por altos valores tanto de Arilsulfatasa
(ARasa) como Deshidrogenasa (DEasa). Estos valores elevados en cuanto a la
Deshidrogenasa (DEasa) recordemos que son debidos principalmente a los obtenidos en
el afio 2010, y que dicha wvariable presentaba la problemética de la “tendencia

nvertida”.

El otofio queda caracterizado principalmente por la actividad de la Ureasa
(URasa) debido a los altos valores que presenta en la estacién. Debemos recordar que
esta variable posee la misma problematica que la Deshidrogenasa (DEasa), es decir, la

“tendencia invertida” en ambos anos.

En vista de los resultados, en relacién a las variables que miden las propiedades
bioquimicas del suelo, hemos visto comportamientos similares en ambos aflos de
estudio, por lo que al igual que lag variables microbiolégicas, procederemos a fusionar
los datos por estacién. Mediante esta fusion, no consideraremos el efecto temporal de
los datos ya que representaremos e interpretaremos los datos por estaciones, sin tener

en cuenta el ano en que se obtuvieron las muestras.
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4.3. EFECTOS DE LOS TRATAMIENTOS DE SIEMBRA Y
FERTILIZACION SOBRE LA MICROBIOLOGIA Y

B1oQuiMICA DEL SUELO

En esta seccion, se trata de dar una imagen del efecto que tienen los
tratamientos de siembra y tratamientos de fertilizacién, sobre las propiedades
microbiolégicas y bioquimicas principalmente y observar de forma breve su efecto sobre

las variables quimicas.

Como hemos visto en secciones anteriores, la estacionalidad en los datos era un
factor importante, pero después de demostrar que las estructuras en ambos aflos eran
similares, se procedera a realizas los andlisis teniendo tinicamente en cuenta la estacién
de los mismos, es decir, fusionando los datos de los anos 2009 y 2010 y procediendo a su

analisis por las estaciones de primavera, verano y otoflo.

Para ello, se ha realizado un analisis de la redundancia (RDA) siendo una
técnica de ordenaciéon multivariante de andlisis de correlacién canénica. El objetivo de
este tipo de analisis es centrarnos en explicar la variabilidad de los datos que viene
mejor explicada por lo que el programa - CANOCO for Windows 4.5. - denomina
“variables ambientales” — que en nuestro caso serdn los tratamientos de siembra y
fertilizacién — buscando para ello como dichos tratamientos explican la microbiologia y

bioquimica del suelo.

Con la utilizacién de este programa, tenemos la opciéon de hacer varios tipos de
representaciones. Nos permite representar los resultados del analisis de la redundancia
(RDA) con varios tipos de escalamientos, “Inter-sample distance”, “Inter-species
correlations” y “Symmetric”. En los resultados que se muestran a continuaciéon se ha
utilizado dos tipos de escalamiento, siendo el “Inter-sample distance” — para optimizar

las distancias reales entre las muestras en el subespacio de ordenaciéon definido por las
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variables — y el escalamiento “Inter-species correlations” — para optimizar la

visualizacién de la correlacién que se producen entre las variables -.

Comenzaremos viendo lo que ocurre a los tratamientos de siembra y fertilizacion
en primer lugar para las propiedades del suelo del tipo microbiolégico v posteriormente
para las variables que nos miden las propiedades del tipo bioquimico, como hemos

venido haciendo en analisis anteriores.

Antes de mostrar los resultados, y para una correcta visualizaciéon de los datos,
debemos de hacer referencia a la leyenda que se ha utilizado en la elaboracién de los
graficos, puesto que esta se decidié extraer del gréafico para facilitar su lectura e
interpretacién. En los distintos graficos aparecen una serie de simbolos, que
corresponden a los distintos tratamientos de siembra y fertilizacién. Para una mayor
comprension, en la Figura 39 aparecen representados dichos simbolos acompaiados de

su respectiva caracterizacion.
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Figura 39: Leyenda de las representaciones del RDA, identificdndonos los tratamientos de siembra y fertilizacién.

Recordemos para este andlisis que los resultados se mostraran por estaciones,
independiente del aiflo en que se obtuvo la muestra, por lo que se visualizaran los

resultados relativos a la estaciéon de primavera, verano y otoio.
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En primer lugar, y de forma analoga a lo que venimos haciendo hasta el
momento, analizaremos los resultados del tipo microbiolégico de los resultados. Se
mostraran las representaciones obtenidas bajo un escalamiento “Inter-species
correlations”, para visualizar como se comportan las variables en funcién de los
tratamientos, v a su vez una representacion con el escalamiento “Inter-sample

distance”, mediante el cual veremos las diferencias que se producen entre los distintos

tratamientos.
o
1
J 0
HSapr

BiomTot

-1.0

Figura 40: 1) Representacion biplot de especies y muestras en el RDA, con un escalamiento Inter-species
correlation, en la estacion de PRIMAVERA con las variables microbioldgicas 1. 2) Representacion biplot de especies y
muestras en el RDA, con un escalamiento Inter-sample distance, en la estacién de PRIMAVERA con las variables
microbioldgicas 1.
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En esta representacién (Figura 40 (1)) se optimiza la correlacién entre las
variables representadas, siendo éstas las que nos miden las propiedades microbiolégicas
del suelo — biomasa microbiana y abundancia relativa de diferentes grupos de

microrganismos -

El eje 1 explica en gran medida esta ordenacién (96,6%) el cual lo podemos
relacionar con los tratamientos de siembra — refiriéndonos a los distintos porcentajes de
cobertura vegetal — ya que tenemos una clara diferenciacién de los mismos, el
monocultivo de alfalfa (T5) — queda representado por los circulos verdes — y el

monocultivo de déactilo (T1) — quedando representado por los cuadrados rojos -.

En relacion a las variables, estamos viendo como la biomasa microbiana
(BiomM) junto con los Hongos Micorricos Arbusculares (HMA) tienden a incrementar
sus niveles en los suelos donde hay mayor abundancia de la especie dactilo — parte
derecha del grafico -. Por el contrario, el resto de microrganismos — Hongos Saprofitos
(HSapr), Bacterias Gram Postivas (G+), Actinobacterias (Actin) y Bacterias Gram
Negativas (G—) — lo hacen cuando en el suelo hay un mayor porcentaje de alfalfa —

parte derecha del grafico -.

La Figura 40 (2), nos estd mostrando la misma representacién anterior (Figura
41 (1)) con un escalamiento “Inter-sample distance”, en el cual se optimiza las
distancias entre las muestras que se estan analizando, caracterizadas en este caso por

los tratamientos.

Se observa una clara distincién entre los diferentes suelos de monocultivos (T1 y
T5) — correspondiendo con los cuadrados y los circulos respectivamente — y los suelos
con una siembra mixta (T2, T3 y T4) que poseen caracteristicas similares en cuanto a
la microbiologia del suelo. Se ve una mayor diferenciacién entre los monocultivos de
dactilos (T1) respecto a las parcelas con siembra mixta, que entre estos y los
monocultivos de alfalfa (T5). Este hecho lo veremos reflejado en las distintas estaciones

del estudio, y puede ser debido desde el punto de vista ecolégico, a los altos valores que
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presentan la biomasa microbiana (BiomM) y los Hongos Micorricicos Arbusculares
(HMA) en los monocultivos de dactilo (T1) — correspondiente a los cuadrados -. Ya que
los tratamientos con siembra mixta (T2, T3 y T4), también en todas las estaciones,

presentan unas estructuras microbiolégicas similares.
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Figura 41: 1) Representacidn biplot de especies y muestras en el RDA, con un escalamiento Inter-species
correlation, en la estacion de VERANO con las variables microbioldgicas 1. 2) Representacion biplot de especies y
muestras en el RDA, con un escalamiento Inter-sample distance, en la estacién de VERANO con las variables
microbioldgicas 1.

En la representaciéon de los datos correspondientes al verano (Figura 41), el
primero de los ejes nuevamente nos esta caracterizando la cobertura vegetal de nuestras
parcelas — es decir, los distintos tratamientos — explicando casi la totalidad de la

variabilidad de los datos (98,6 %).
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En relacién a las variables, (Figura 41 (1)) vemos que se produce una
correlacién muy similar entre ellas respecto a la primavera, manteniéndose la estructura

a la hora de interpretar o caracterizar el eje en funcién de las mismas.

Si atendemos a la diferenciacién en los tratamientos, la separacién entre ellos
responde de igual forma que en la primavera, estando ordenados en funcién de los
porcentajes de siembra que posee cada uno de ellos. Estas diferencias se pueden ver de
una forma mas clara en la representacién con un escalamiento “Inter-sample distance”.

(Figura 41 (2)).

Para finalizar con las variables que definen las propiedades del tipo

microbioldgico, observamos los resultados que se dan en otono (Figura 42).

Vemos como la estructura que se da en las tres estaciones en relacién a las
variables representadas es muy similar en todas ellas (Figura 42 (1)). El eje 1
nuevamente nos explica practicamente la totalidad de la variabilidad de los datos (99
%) indicdndonos que la cobertura vegetal influye de forma decisiva en el conjunto de la
microbiologia del suelo. La biomasa microbiana (BiomM) junto con los Hongos
Micorricicos Arbusculares (HMA) siguen los mismos patrones que en las estaciones
anteriores, indicindonos una mayor abundancia — HMA - y presencia — BiomM - de
estas variables en los suelos con monocultivo de déctilo (T1) — cuadrados rojos a la

derecha del grafico -.

En cuanto a la diferenciacién entre los tratamientos (Figura 42 (2)),
nuevamente se observa las caracteristicas comentadas anteriormente. La mayor
separaciéon se produce con los monocultivos de déctilos (T1) — cuadrados rojos —
respecto del resto de tratamientos. Los tratamientos de siembra mixta, se comportan de
forma similar en cuanto a la microbiologia del suelo, debido a la similaridad de

porcentajes de dactilo y alfalfa dados en dichos tratamientos.
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Figura 42: 1) Representacién biplot de especies y muestras en el RDA, con un escalamiento Inter-species
correlation, en la estacién de OTONO con las variables microbioldgicas 1. 2) Representacion biplot de especies y
muestras en el RDA, con un escalamiento Inter-sample distance, en la estacién de OTONO con las variables
microbioldgicas 1.

Para ver los comportamientos que se producen en los suelos con distintos
tratamientos de siembra y fertilizacion, con respecto a las variables del tipo bioquimico,
procederemos de igual forma que en el caso de las propiedades microbiolégicas,

analizando los datos por estaciones.
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Figura 43: 1) Representacién biplot de especies y muestras en el RDA, con un escalamiento Inter-species
correlation, en la estacion de PRIMAVERA con las variables bioquimicas 1. 2) Representacion biplot de especies y
muestras en el RDA, con un escalamiento Inter- sample distance, en la estacion de PRIMAVERA con las variables

bioquimicas 1.

El plano de representacién para esta estacion, presento un alto porcentaje de
variabilidad explicada de los datos en funcién de los tratamientos de siembra y
fertilizacién, siendo un 82,8 %. El eje 1, que nos nuevamente se vuelve a relacionar con
la cobertura vegetal de las parcelas, es el que mayor porcentaje explica (66,4%),
quedando explicado el 16,4 % por el eje 2, que nos hace una separaciéon de los

tratamientos que han sido fertilizados (4+P) de los que no (-P).
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En la Figura 43 (1), se muestra los resultados para la primavera en relacién a
las propiedades del suelo del tipo bioquimico. Las variables que aportan una mayor
informacién a esta ordenacién son la Deshidrogenasa (DEasa), Mineralizacién de

Nitrégeno (MinN) para el eje 1 y la Arilsulfatasa (ARasa) para el eje 2.

El eje 2, queda definido préacticamente por la Arilsulfatasa (ARasa), y vemos
como independientemente de la combinacién en la siembra de las parcelas — cobertura
vegetal — aquellas que no fueron fertilizadas con el fertilizante fosfatado muestran unos

valores superiores en esta variable, que en aquellos a los que se les aplico.

El eje 1 se encuentra definido principalmente por la actividad de la
Deshidrogenasa (DEasa) en sentido positivo y la Mineralizacién de Nitrégeno (MinN)
en sentido negativo. Esto nos esté indicando que en aquellas parcelas en las que hay un
mayor porcentaje de dactilo esta propiedad tienen unos valores superiores, en especial
en las parcelas que se encuentran con monocultivo de déctilo (T1) — cuadrados rojos -.
De forma contraria ocurre con la Mineralizacién de Nitrégeno (MinN), encontrandose
de una forma superior en las parcelas con mayor porcentaje de siembra de leguminosas,

especialmente en el monocultivo de alfalfa (T5) — circulos verdes -.

La Respiracién basal (Resp) mostr6 un incremento en las parcelas con
monocultivo de déctilo (T1) y en las que ademés tuvieron el efecto del fertilizante
fosfatado. La actividad referente a la fosfatasa (FOasa) se ve incrementada en las
parcelas con un tratamiento de fertilizacion (+P), y a medida que aumenta el

porcentaje de siembra de la alfalfa.

La Figura 43 (2), la cual nos muestra de una forma optimizada las principales
diferencias entre las muestras analizadas — parcelas en nuestro caso caracterizadas por
el tratamiento de siembra y fertilizacién -. Se ve una clara diferenciacién entra los
tratamientos de siembra y fertilizacién en relacién a las propiedades bioquimicas del
suelo. De igual forma que ocurria con las propiedades microbiologicas, se produce una
mayor separacién entre los monocultivos de déctilo (T1) — cuadrados — con el resto de

tratamientos, debido a su mayor actividad de la Deshidrogenasa (DEasa) y su menor
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tasa de mineralizacién de Nitrégeno (MinN) que se produce en él. A diferencia con las
propiedades microbiolégicas, los tratamientos con un monocultivo de alfalfa (T5) —
circulos — muestran una mayor similaridad a los tratamientos con siembra mixta (T2,
T3 y T4). La utilizaciéon del fertilizante sobre las parcelas, para los mismos
tratamientos de siembra, queda caracterizado por la reduccién en la actividad de la

Arilsulfatasa (ARasa) en aquellas parcelas que fueron tratadas con fertilizante fosfatado

(+P).
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Figura 44: 1) Representacion biplot de especies y muestras en el RDA, con un escalamiento Inter-species
correlation, en la estacion de VERANO con las variables bioquimicas 1. 2) Representacién biplot de especies y
muestras en el RDA, con un escalamiento Inter- sample distance, en la estacion de VERANO con las variables

bioquimicas 1.
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La representaciéon que nos muestra la Figura 44, referente a los datos del
verano, nos estd enseflando una ordenacién con un alto porcentaje de variabilidad
explicada (80,3 %), siendo el 50,1 % el porcentaje explicado por el eje 1, y el 30,2 % el
eje 2. En este caso vemos una similaridad de las variables en relacién a su capacidad
informativa, debido a que presentan moédulos méas similares entre ellos, con alguna

diferencia. (Figura 44 (1))

La utilizacién del fertilizante fosfatado, y a diferencia de la primavera, muestra
como en las parcelas fertilizadas (+P), tanto la Arilsulfatasa (ARasa) como la
Respiracién basal (Resp) presentan unos valores inferiores que en aquellas que no
fueron fertilizadas (-P), ocurriendo el efecto contrario con la Glucosidasa (GLasa). Los
monocultivos de dactilo (T1) — cuadrados — en este caso ademés de la Deshidrogenasa
(DEasa) se encuentran caracterizados por la actividad de la Ureasa (URasa) —
recordemos la problemética de la “tendencia invertida” en esta estacién -. Por dltimo,
los tratamientos que poseen un monocultivo de alfalfa (T5) — circulos — se encuentran
diferenciados del resto por sus altos valores en la Mineralizacién de Nitrégeno (MinN),

Fosfatasa (FOasa) y el Coeficiente Metabélico (qCOs).

En cuanto a la diferenciacién con los tratamientos (Figura 44 (2)), vemos como
se repiten los patrones anteriores, donde los monocultivos (T1 y T5) — ya sean de
déctilo o alfalfa — quedan situados de forma contraria y con una distancia significativa.
En cuanto a los tratamientos con un porcentaje de siembra mixto (T2, T3 y T4) tienen
comportamientos similares en relacion a las propiedades bioquimicas también. La
fertilizacion de las parcelas, queda definida perfectamente por la actividad que produce
la Arilsulfatasa (ARasa) principalmente, descendiendo su valor en aquellas parcelas a

las que fueron aplicadas dicho fertilizante.

Por dltimo, con los datos referentes al otoflo se consigue explicar un alto
porcentaje de variabilidad correspondiendo con el 90,5 %. El eje 1 — definido por la
cobertura vegetal — aporta un 49,8 % y el 40,7 % es aportado por el eje 2 — definido por

la fertilizacion fosférica -.
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Observamos una actividad importante en Arilsulfatasa (ARasa) principalmente,
aunque también con otras variables, en cuanto al factor referente la fertilizacién, ya que
nos hace una distincién nuevamente entre parcelas fertilizadas (+P) y parcelas no

fertilizadas (-P). (Figura 45 (1))

0.8

(2)

Figura 45: Representacion biplot de especies y muestras en el RDA, con un escalamiento Inter-species correlation,
en la estacién de OTONO con las variables bioquimicas 1. 2) Representacién biplot de especies y muestras en el
RDA, con un escalamiento Inter- sample distance, en la estacién de OTONO con las variables bioquimicas 1.

Los tratamientos de siembra con mayor porcentaje de alfalfa — situados a la

izquierda — se encuentran caracterizados por valores elevados tanto en la Mineralizacion
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de Nitrégeno (MinN), como en el Coeficiente Metabélico (qCO,) y Respiracién basal

(Resp) principalmente en aquellos que no han sido fertilizados.

En la representacion con una optimizacién en las diferencias entre los
tratamientos (Figura 45 (2)), se observa una mayor separacién respecto del eje 2, que
en las apreciadas en las estaciones anterioresin. Esto nos indica, que en el otono, la
fertilizacién de las parcelas influyé, ademés de la actividad de la Arilsulfatasa (ARasa),

sobre méas parametros bioquimicos que en estaciones anteriores.

Para finalizar este andlisis, debido a las caracteristicas de las variables que
muestran las propiedades del tipo quimico de suelo, y su importancia veremos de forma

breve las principales caracteristicas que se producen en relacién distintos tratamientos.

En las Figuras 46 se muestra la representaciéon de estas variables — que
recordemos son el Carbono (C), Nitrégeno (N), Concentracién de fésforo (Pasim),
Concrentracién de Nitrato (N-NOs), Concentracién de Amonio (N-NHy) y el pH del
suelo (pH) — sobre el plano de ordenacién en funcién de los tratamientos de siembra y

fertilizacién.

Se puede observar como en las tres estaciones, tenemos 3 variables que destacan
del resto principalmente. Estas son la concentracién de fésforo (Pasim), concentracién

de nitrato (N-NOs) y el pH de suelo.

En relacién a la concentracién de fésforo (Pasim) en el suelo, como es 16gico, fue
muy superior en aquellos suelos a los que se les aplicé el fertilizante fosfatado, sin tener

ningun efecto sobre los distintos tratamientos de siembra en las parcelas.

En las tres estaciones, la concentracién de Nitrato (N-NOs) se observar que ha
tenido un efecto sobre la cobertura vegetal de las parcelas. Se ve claramente como
presenta unos valores méas elevados sobre a medida que nos encontramos en suelos que
presentan una mayor cobertura vegetal de alfalfa — parte izquierda del grafico -.En

cuanto a la concentracién de Amonio (N-NH,) no se observan comportamiento definido
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en funciéon de ambos tratamientos, al igual que ocurre con el Carbono (C), y el

Nitrégeno (N).

PRIMAVERA

1.0

Pasim

-0.8

0.8

-0.8

VERANO
© O
©
NNo3
=
Ya ! Pasim
-1.0 1.0

-0.8
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Figura 46: Representacion biplot de especies y muestras en el RDA, con un escalamiento Inter-sample distance, en
la estacion de primavera, verano y otofio con las variables Quimicas 1.

Por dltimo, en relacién con el pH del suelo, observamos que fue mucho més

elevado en los terrenos que presentaban monocultivo de déctilo (T1) y en especial en

aquellas parcelas que fueron fertilizadas.
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5.1. DISCUSION

Cuando trabajamos con datos bioldgicos, y especialmente en trabajos de campo
donde no se pueden controlar todas las condiciones ambientales, el papel que juega el
clima es fundamental en las propiedades biolégicas del propio suelo (Frank and
Groffman, 1998; Wardle, 1998). La climatologia afecta de una forma muy significativa a
las propiedades del suelo, al igual que a las propias composiciones microbiolégicas y
bioquimicas que puedan encontrar en el suelo. Por ejemplo, tanto la temperatura como
la humedad afectan notablemente al tamafio, actividad y estructuras de las
comunidades microbiolégicas y bioquimicas de los suelos (Insam et al., 1989; McGill et

al., 1986; Schimel y Clein, 1996).

Como hemos comprobado tras la realizacion de los anélisis de los datos, las
diferencias que obtenemos en relacién a las estaciones son claras, especialmente con las
propiedades de tipo bioquimico. La climatologia con la que cuenta la provincia de
Salamanca, pertenece a un clima mediterraneo continental llegando a wunas
temperaturas extremas tanto en el invierno como en el verano, y con un nivel bajo de
precipitaciones, por lo que ambos factores condicionaran mucho las propiedades
biolégicas que se den en los suelo. Ademés, segin algunos autores, las precipitaciones
en esta regién condicionan en gran medida la composicién vegetal que se encuentre
(Vazquez de Aldana et al., 2008). Debido a este importante condicionamiento, la
demostracion de los efectos estacionales, se realizd sin tener en cuenta los tratamientos
de fertilizacién ademas de los tratamientos de siembra, puesto que como causa de las
fuertes interacciones entre la climatologia y las variables de estudio, estas diferencias

estarian muy presentes.

Si hablamos de las propiedades microbiologicas del suelo, hemos comprobado
tras aplicar la técnica del MANOVA-Biplot, las diferencias que se producen tanto de
forma estacional, como de forma temporal y ademés nos ha dado la oportunidad de

conocer las variables responsables de dicha separacién. En el afio 2009, las estaciones se
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encuentran especialmente diferenciadas a causa de la gran cantidad de biomasa
microbiana (BiomM) registrada durante la primavera respecto a las demas estaciones, y
teniendo en cuenta el factor temporal, ésta es mayor en el ano 2010. Estas reducciones
se pueden asociar a épocas de sequia y/o temperaturas elevadas (Bell et al., 2009;
Drenovsky et al., 2010), y teniendo en cuenta las condiciones climatoldgicas dadas en

dichos afos, puede dar respuesta a ello, ya que el ano 2009 fue extremadamente seco.

En relacion a lo comentado en la literatura referente a este campo, las
propiedades del suelo del tipo bioquimico, tienen un comportamiento totalmente
esperado y logico, puesto que estas variables se encuentran muy afectadas por la
climatologia estacional (Monokrousos et al., 2004; Sardans et al., 2008), como se ha
podido demostrar con los resultados obtenidos de la realizacion del MANOVA-Biplot,
obteniendo una solucién perfectamente separada y agrupada en las diferentes

estaciones.

Cuando queremos ver la relacion que existe entre las propiedades
microbiolégicas del suelo y la cobertura vegetal que se encuentra en él, debemos de
tener en cuenta que las propiedades rizosféricas de las plantas estédn influidas por las
propiedades microbiolégicas que se encuentran previamente en el suelo, vy esto puede
variar en funcién de la regién en la que nos encontremos o cémo también es légico en
funcién de la tipologia de suelo que tengamos (Hartmann et al., 2009). En nuestro caso,
tras los diferentes andlisis de la redundancia (RDA) en cada una de las estaciones del
estudio, hemos visto que tenian un comportamiento similar. Esto nos indica que la
cobertura vegetal se encuentra caracterizada por las propiedades microbiolégicas del
propio suelo. Hemos comprobado que la especie de dactilo (T1) se encontraba
perfectamente definida por la biomasa microbiana (BiomM) ligeramente en mayor
medida en aquellas parcelas que fueron fertilizadas, y de manera similar los hongos
micorricicos arbusculares (HMA) los cuales tenian ligeramente mayor pero en los

déctilos (T1) no fertilizados.
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De igual forma, pero con caracteristicas contrarias, el resto de las propiedades
microbiolégicas medidas caracterizan a la alfalfa (T5) principalmente, siendo las
bacterias gram positivas (G+), bacterias gram negativas (G—), actinobacterias (Actin)
y hongos saprofitos (HSapr), teniendo una distincién clara. Por tanto, ademés de los
condicionantes climatolégicos que afectan de forma tan decisiva, debemos de tener
cuenta el papel tan importante que juegan las comunidades de microrganismos en la
rizosféricos (Fierer y Jackson, 2006; Garbeva et al., 2004; Hinsinger et al., 2009;

Tamames et al., 2010).

Las propiedades bioquimicas del suelo, no mostraron todas ellag el mismo patrén
tras los andlisis de los datos. En el caso de la Arilsulfatasa (ARasa) se pudo observar
que se encontraba en cantidades mayores en aquellos suelos que no estaban fertilizados
en todas las estaciones. Ademads, se ha visto un comportamiento independiente al tipo
de siembra encontrado en las parcelas. Este comportamiento independiente se
comprob6 en un estudio realizado sobre suelos forestales de la regién (Salazar et al.,
2011). Aquellas parcelas que tenfan una presencia mayor de déctilos (T1) se vieron
caracterizadas principalmente por la Deshidrogenasa (DEasa), al igual que de forma
contraria los cultivos de alfalfa (T5) presentaron unos niveles mayores en la tasa de
mineralizacién de nitrégenos (MinN), coeficiente metabélico (qCO;) y respiracién basal

(Resp)
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CONCLUSIONES

Tras haber llevado a cabo los distintos analisis sobre los datos de que
disponiamos y en base a los objetivos marcados inicialmente, podemos enunciar las

siguientes conclusiones extraidas del estudio.

1. Tanto en las variables que miden las propiedades microbiolégicas como
bioquimicas del suelo, se ha podido comprobar a través de la realizacién del
ANOVA MR la existencia del efecto estacional en ambos conjuntos de variables.

2. En las propiedades microbiolégicas se ha podido demostrar de forma
multivariante con la utilizacion del MANOVA-Biplot, la existencia del efecto
estacional y temporal, ademés de poder ver las variables responsables de dicha
diferenciacion.

3. De igual forma, las propiedades de tipo bioquimico, se ha demostrado con la
utilizacion del MANOVA-Biplot, el fuerte efecto estacional y que variables son
las causantes del efecto tan significativo que supone la estacién.

4. Las estructuras de comportamiento que se producen en ambos aflos en relacién
a las variables del tipo microbiolégico y bioquimico, las podemos considerar
similares, lo que nos da la oportunidad de fusionar los datos, para tratarlos de
forma conjunta por estaciones.

5. Tanto para las variables del tipo microbiolégico como bioquimico, dan lugar a
caracterizaciones del suelo en funcién de las estaciones en la que nos
encontremos, en algunos casos, se encuentran propiedades similares.

6. La composicién microbiolégica del suelo, caracteriza de forma clara a los
distintos tipos de siembra aplicados. El dactilo (T1) se encuentra perfectamente

identificado por la biomasa microbiana (BiomM) y los hongos micorricicos
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10.

11.

arbusculares (HMA), pudiendo ser demostrado tras el andlisis de la redundancia
(RDA).

La composicién microbiolégica del suelo, nos caracteriza la especie de las
gramineas mediante principalmente por las bacterias gram positivas (G+),
bacterias gram negativas (G—), hongos saprofitos (HSapr) y las Actinobacterias
(Actin), habiendo sido demostrado tras obtener los resultados del andlisis de la
redundancia (RDA).

La fertilizacién de las parcelas, en relacion a las variables microbiolégicas, no
tuvo un efecto muy significativo en la composicién del suelo.

La Arilsulfatasa (ARasa) tiene un papel decisivo en cuanto al tratamiento de
fertilizacién, ya que nos identifica en las tres estaciones la presencia o no de
dicho fertilizante.

Mediante la representacion de los resultados tras la aplicaciéon del Anéalisis de la
Redundancia (RDA), se comprobd que las parcelas en las que se habia aplicado
un tratamiento de siembra mixta, tenfan un comportamiento muy similar.

En cuanto a las propiedades quimicas del suelo, tienen una importancia
relevante en las tres estaciones, el pH, la concentraciéon de fésforo (Pasim),

concentracion de nitrato (N-NOs).
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ANEXO 1: Prueba de Kolmogorov-Smirnov, en variables bioquimicas y

microbiologicas, de cada uno de los muestreos.

Afio 2009 Ao 2010
Variables Bioquimicas 1 Z de K-S Sig. Z de K-S Sig.
Primavera
Glucosidasa 1,351 0,052 0,860 0,451
Fosfatasa 0,464 0,983 0,714 0,688
Arilsulfatasa 0,644 0,801 0,620 0,837
Ureasa 0,739 0,646 0,703 0,707
Deshidrogenasa 1,264 0,082 0,834 0,489
Mineralizacidn de Nitrégeno 0,678 0,747 0,733 0,655
Respiracion basal 0,843 0,477 0,949 0,328
Coeficiente Metabdlico 0,471 0,979 0,773 0,589
Verano
Glucosidasa 0,729 0,633 0,386 0,998
Fosfatasa 0,732 0,658 0,830 0,496
Arilsulfatasa 0,530 0,942 0,486 0,972
Ureasa 0,746 0,633 0,757 0,616
Deshidrogenasa 0,621 0,836 0,679 0,746
Mineralizacion de Nitrégeno 0,744 0,637 0,437 0,991
Respiracion basal 0,528 0,943 0,879 0,423
Coeficiente Metabdlico 1,521 0,020 0,852 0,462
Otofio
Glucosidasa 0,583 0,886 0,520 0,950
Fosfatasa 0,778 0,580 0,853 0,460
Arilsulfatasa 0,642 0,804 0,626 0,828
Ureasa 0,450 0,987 0,566 0,906
Deshidrogenasa 0,405 0,997 0,909 0,381
Mineralizacion de Nitrégeno 0,489 0,971 0,585 0,883
Respiracion basal 0,644 0,801 0,835 0,489
Coeficiente Metabdlico 0,713 0,690 0,485 0,973
Ao 2009 Ano 2010
Variables Microbioldgicas 1 Z de K-S Sig. Z de K-S Sig.
Primavera
Biomasa Microbiana 0,692 0,724 0,769 0,594
Bacterias Gram + 0,855 0,458 0,921 0,365
Actinobacterias 0,637 0,811 1,088 0,187
Bacterias Gram — 0,623 0,832 0,932 0,350
Hongos Saprofitos 0,710 0,694 0,694 0,722
Hongos Micorricicos arbusculares 0,638 0,811 1,044 0,226
Verano
Biomasa Microbiana 0,559 0,914 0,824 0,505
Bacterias Gram + 0,670 0,760 1,360 0,490
Actinobacterias 0,690 0,729 1,325 0,060
Bacterias Gram — 0,585 0,883 1,473 0,026
Hongos Saprofitos 0,922 0,364 0,707 0,700
Hongos Micorricicos arbusculares 0,689 0,729 0,893 0,403
Otofio
Biomasa Microbiana 0,485 0,973 1,261 0,083
Bacterias Gram + 1,308 0,065 1,478 0,025
Actinobacterias 0,943 0,336 0,689 0,729
Bacterias Gram — 1,186 0,120 1,527 0,019
Hongos Saprofitos 0,804 0,538 1,082 0,192

Hongos Micorricicos arbusculares 1,043 0,227 1,417 0,036
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ANEXO 2: Resultados globales del anélisis del MANOVA Biplot para

las variables Microbiologicas 1.

Variables Microbioldgicas 1 - Ailo 2009

Eje Eigenv. % Expl. % Expl. Cum. S.C.T. S.C.E. F p-valor
1 0,740 60,375 60,375 1,548 0,548 32,070 0,000
2 0,600 39,625 100 1,360 0,360 21,048 0,000
3 0 0 100 1 0
Global contrast based on Wilk's Lambda : 8.4176
The F statistics follows a Snedecor's F with 12 & 224 d.f.
p-value : 0.000
Variables Microbioldgicas 1 - Ailo 2010
Eje Eigenv. % Expl. % Expl. Cum. S.C.T. S.C.E. F p-valor
1 0,537 72,383 72,383 1,288 0,288 16,877 0,000
2 0,332 27,617 100 1,110 0,110 6,439 0,000
3 0 0 100 1 0 0,000 1,000
Global contrast based on Wilk's Lambda : 3.6579
The F statistics follows a Snedecor's F with 12 & 224 d.f.
p - value : 0.000
Variables Microbioldgicas 1 - Ao 2019y 2010
Eje Eigenv. % Expl. % Expl. Cum. S.C.T. S.C.E. F p-valor
1 1,006 65,594 65,594 2,013 1,013 47,405 0,000
2 0,587 23,306 91,899 1,344 0,344 16,107 0,000
3 0,321 6,986 98,885 1,103 0,103 4,828 0,000
4 0,106 0,757 99,642 1,011 0,011 0,523 0,759
5 0,073 0,358 100 1,005 0,005 0,247 0,941
6 0 0 100 1 0 0,000 1,000

Global contrast based on Wilk's Lambda : 7.2408

The F statistics follows a Snedecor's F with 30 & 918 d.f.

p - value : 0.000
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ANEXO 3: Resultados globales del anélisis del MANOVA Biplot para

las variables Bioquimicas 1

Variables Bioquimicas 1 - Ao 2009

Eje Eigenv. % Expl. % Expl. Cum. S.C.T. S.C.E. F p-valor
1 3,050 57,476 57,476 10,301 9,301 544,130 0,000
2 2,623 42,524 100 7,882 6,882 402,573 0,000
3 0 0 100 1 0 0,000 1,000

Global contrast based on Wilk's Lambda : 110.146

The F statistics follows a Snedecor's F with 16 & 220 d.f.

p - value : 0.000

Variables Bioquimicas 1 - Afo 2010

Eje Eigenv. % Expl. % Expl. Cum. S.C.T. S.C.E. F p-valor
1 3,372 68,564 68,564 12,370 11,370 665,118 0,000
2 2,283 31,436 100 6,213 5,213 304,946 0,000
3 0 0 100 1 0 0,000 1,000

Global contrast based on Wilk's Lambda : 106,787

The F statistics follows a Snedecor's F with 12 & 220 d.f.

p - value : 0.000

Variables Bioquimimcas 1 - Afio 2019 y 2010
Eje Eigenv. % Expl. % Expl. Cum. S.C.T. S.C.E. F p-valor
1 2,752 38,423 38,423 8,576 7,576 354,568 0,000
2 2,685 36,572 74,995 8,211 7,211 337,485 0,000
3 1,947 19,228 94,223 4,791 3,791 117,437 0,000
4 0,901 4,119 98,342 1,812 0,812 38,007 0,000
5 0,572 1,658 100 1,327 0,327 15,301 0,000
6 0 0 100 1 0 0,000 1,000

Global contrast based on Wilk's Lambda : 90.535

The F statistics follows a Snedecor's F with 40 & 992 d.f.

p - value : 0.000
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