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RESUMEN
La interaccion de los residuos de la actividad metallrgica con el suelo, originan
cambios en las propiedades fisicas y quimicas, que pueden ser determinantes
en la vida microbiolégica de los ambientes donde se desarrollen. El objetivo de
este trabajo fue la evaluacion de comunidades microbianas en suelos
impactados por la actividad metallrgica en una empresa inactiva de la ciudad
de Tinaquillo,Edo. Cojedes. Para ello, se analizaron muestras recolectadas
hace 18 meses (Mayo-2011) y muestras tomadas recientemente (Enero-2013).
El esquema de muestreo se basé en tomar un total de diez muestras simples
de nueve secciones de la zona afectada por la disposicion de los residuos
industriales, y una zona control no afectada dentro de las delimitaciones de la
empresa, obteniéndose finalmente un total de diez muestras compuestas para
el andlisis. Se determinaron indicadores fisicos, quimicos Yy biolégicos. Se
evalu6 la variacion de las comunidades microbianas cultivables mediante la
cuantificacion de las unidades formadoras de colonias (ufc) en placas utilizando
agar LB como medio de cultivo, complementado con Ciprofloxacina® para el
crecimiento de hongos y con Fluconazol® para el crecimiento de bacterias.
Posteriormente se determind cualitativamente la presencia de organismos
bacterianos cultivables productores de amilasas, proteasas y celulasas. Se
observo una disminucion significativa de la diversidad de microorganismos en
las muestras de Enero-2013 en relacion con las muestras de Mayo-2011. Para
las muestras de Enero-2013, la carga fungica obtenida fue de (5,05*10* -
3,10*10°) ufc, y la carga bacteriana de (1,65*10* - 1,50*10°) ufc; en el caso de
las muestras de Mayo-2011 para la carga fungica se obtuvo (1,60*10° -
1,60*107) ufc y la carga bacteriana fue (3,4*10° - 2,38*10%) ufc. La zona 1B fue
la que obtuvo menor crecimiento de microorganismos cultivables,
observandose la misma tendencia tanto para las muestras Mayo-2011 como
para Enero-2013. En general se encontr6 valores mayores de ufc en las
muestras control que en las impactadas. Adicionalmente, se determind el indice
de Shannon sobre los resultados obtenidos de las cargas bacterianas, fangicas
y microorganismos productores de amilasa, proteasa y celulasa, observandose
gue la diversidad microbiana para los diferentes microorganismos disminuye en
las zonas mas afectadas por la escoria metalica, siendo mayor en zonas

alejadas a la disposicién de dicho contaminante. Se aislaron y caracterizaron



macro y micro-morfolégicamente un total de 24 colonias bacterianas y 21
colonias fangicas en las diferentes muestras estudiadas. Las bacterias Gram-
negativas resultaron ser mas resistentes a la presencia del contaminante y a
alta alcalinidad del terreno. Se demostré que el pH y el contenido de humedad

afecta el crecimiento de los microorganismos presentes en la zona.

Palabras Claves: microorganismos cultivables, bacterias, hongos, escoria

metalica, diversidad.



ABSTRACT
The interactions of residues from metallurgical activity with soil, lead to changes
in physical and chemical properties, which may be decisive in microbiological
life in the site which they grow. The goal of this reseacrh is the evaluation of the
microbial communities in soils impacted by metallurgical activity at
Tinaquillo,Edo. Cojedes. Additionally, samples collected 18 months ago were
analyzed and compared with recent samples (May-2011 and January-2013);
the sampling scheme was based on taking a total of ten samples, of which nine
were differently affected areas by the industrial waste disposal, and an
unaffected control area within the boundaries of the company. Variables such
as physical, chemical and biological were determined. Quantification of colony
forming units (cfu) was performed on LB agar as culture medium supplemented
with Ciprofloxacin ® for fungal growth and Fluconazole ® for bacterial growth.
Subsequently were determined qualitatively amylase, protease and cellulase in
culturable bacterial organisms. Being obteined a significant decrease in the
diversity of microorganisms in samples from January-2013 in relation to the
May-2011 samples, in the case of the January-2013 samples the fungal load
was (5,05*10* - 3,10*10° ufc, bacterial load was (1,65*10* - 1,50*10° ufc,
fungal load was (1,60*10° - 1,60*10") ufc, the bacterial load was quantified
(3,4*10° - 2,38*10%) cfu, for May-2011 sample, finding values of ufc under
control samples in zones nearby industry. The area 1b obtained the lower
growth of culturable microorganisms, the same trend was observed for both
samples may-2011 and january-2013. Were isolated and characterized a total
of 24 bacterial colonies and fungal colonies 21 between the different samples.
the Shannon Index was determinate on the results of bacterial loads, and
microorganisms fungal amylase, protease and cellulase, microbial diversity
observed decreases in the areas most affected by slag and scrap industry,
being higher in remote areas the industry Gram-negative bacteria were
more resistant to the presence of contaminating ground and high alkalinity.
Results showed that the pH and moisture content progressively affects the

microorganisms present in the area.

Key words: culturable microorganisms, bacteria, fungi, scrap metal, diversity.
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INTRODUCCION

El suelo es un cuerpo natural, tridimensional, no consolidado, producto de la
interaccion de los llamados factores formadores del suelo. Esta compuesto por
sélidos, liquidos y gases, que se mezclan para formar los horizontes o capas
diferenciales, resultado de las adiciones, pérdidas, transferencias vy
transformaciones tanto de energia como de materia, ocurridas a través del
tiempo. Dentro de los factores formadores del suelo, los microorganismos
juegan un papel importante pues son los encargados de la fertilidad y
degradacion de la materia organica; es de destacar que gracias al proceso de
degradacion, se liberan ciertos elementos esenciales para la nutricion de las
plantas; asi, la fertilidad del suelo se puede ver incrementada por la presencia
de azufre, fésforo, 0 manganeso entre otros (Porta y col, 2003).

El desarrollo de las industrias, el amplio manejo de agroquimicos en las
actividades agricolas y el crecimiento urbano en América Latina, fomentan una
creciente produccion de residuos peligrosos, que ante la falta de programas
paralelos para su manejo adecuado, causan graves episodios de

contaminacion ambiental (Markowiccz, 2010).

Los microorganismos del suelo tienen una gran importancia para
mantener la vida en nuestro planeta. El estudio de su diversidad es importante,
porque estos organismos forman parte de comunidades complejas y dinamicas
conformadas por numerosas especies. Para comprender su funcidon en sus
habitats especificos, es esencial identificar y cuantificar cada uno de los

miembros que conforman estas comunidades.

Las propiedades biologicas del suelo, asi como la actividad de
microorganismos, podrian constituir una herramienta valiosa para establecer la
calidad del mismo (Bandick y Dick, 1999), es por ello, que se pueden utilizar
grupos funcionales de organismos como bioindicadores para evaluar disturbios
en el suelo. Los grupos funcionales (microorganismos degradadores de
amilasas, proteasas y celulasa) considerados en este estudio son aquéllos que

participan directa o indirectamente en los ciclos de los nutrientes y en la



recirculacion de la materia organica, teniendo en cuenta que éstos
interaccionan entre si, con las plantas y los demés factores fisicos y quimicos
del suelo (Torres, 2006).

En funcion a lo anteriormente expuesto se planteo el presente trabajo de
investigacion sobre el impacto en las comunidades microbianas, tras la
contaminacién de escoria metalica proveniente de una industria fundidora de
acero, evaluando los microorganismos cultivables y microorganismos
degradadores de sustrato. Este estudio se realizé a muestras de suelo de una
empresa ubicada en la zona Tinaquillo, Edo. Cojedes.



CAPITULO |

EL PROBLEMA
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los suelos albergan una extraordinaria variedad de formas de vida que ayudan
a mantenerlos sanos y fértiles. Unos suelos sanos contribuyen a amortiguar el
cambio climéatico, almacenan y purifican agua, son una fuente de antibiéticos y
previenen la erosion. Sin embargo, este habitat se encuentra hoy mas
amenazado que nunca (Markowiccz, 2010).

Histéricamente el suelo ha sido receptor de sustancias quimicas y/o
desechos peligrosos generados en actividades industriales y comerciales
realizadas en el pasado y presente, que ha puesto en riesgo la salud publica.
Un suelo se puede degradar al acumularse en €l sustancias a unos niveles
tales que repercuten negativamente en su comportamiento. Las sustancias, a
esos niveles de concentracion, se vuelven toxicas para los organismos del
suelo. Se trata, de una degradacién quimica que provoca la pérdida parcial o

total de la productividad del suelo (Figueroa, 2008).

Hemos de distinguir entre contaminacion natural, frecuentemente
enddégena, y contaminacion antropica, siempre exogena. Los fenomenos
naturales pueden ser causas de importantes contaminaciones en el suelo
(Matsushita, 2007).

El suelo presenta una dinamica tal que es posible afirmar que es un
ecosistema muy estable y sustentable para el grupo microbiano. Los aportes de
materia organica e inorganica mantienen una innumerable cantidad de
microbios los cuales se comenzard a descubrir. Directa o indirectamente los
restos de seres vivos y tejidos vegetales llegan a la tierra y alli “se
desaparecen” al transformarse en parte del suelo, todo este trabajo es
realizado por los microorganismos; ademas, estos microorganismos liberan

sustancias utiles para las plantas de tal manera que sin la actividad microbiana


http://www.monografias.com/trabajos16/comportamiento-humano/comportamiento-humano.shtml
http://www.monografias.com/Quimica/index.shtml
http://www.monografias.com/trabajos10/contam/contam.shtml

del suelo la vida se extinguiria gradualmente. La gran variabilidad en la
composicion de los suelos referida a la cantidad y al tipo de sustancias
nutritivas, la humedad, la aireacion, la temperatura, el pH, la presencia de
raices y las practicas agricolas, entre otras, producen grandes diferencias en la
densidad y diversidad de la poblacion microbiana. Ademas, todos estos
factores ocasionan una compleja red tréfica o trama alimentaria en el suelo,

gue permite la sobrevivencia de unos y la inhibicién de otros (Toro, 2004).

Segun Beelen y Doelman (1997) “los microorganismos resistentes a los
contaminantes presentes en su habitat, suelo en este caso, normalmente
fracasan en realizar algunas de sus funciones ecoldgicas especificas’.
Tedricamente la diversidad de especies presentes en el suelo puede ser un
indicador de los efectos de la contaminacion, en particular la aparicion de
microorganismos resistentes a ésta en una comunidad, lo cual puede ser de

utilidad al momento de decidir por un indicador biolégico de impacto.

Es claro que sin la presencia de microorganismos en el suelo, el ciclaje
de nutrientes se interrumpiria y llegaria al punto que o bien los reservorios
naturales de estos elementos se agotarian, o no quedarian disponibles. Este
impacto podria reflejarse en la desaparicion de poblaciones de macro-
organismos dependientes de estos reservorios, ya que la presencia y actividad
de estos organismos son esenciales para la salud y funcionamiento adecuado

de todos los ecosistemas (Hernandez y col, 2012).

Los microorganismos degradadores de distintos sustratos (por ejemplo
almidon, proteinas y celulosa) son responsables dentro de las comunidades
microbianas de realizar importantes ciclos biogeoquimicos en los sistemas
ecolégicos, asi mismo, estos microorganismos pueden aportar informacion
clave sobre aspectos relacionados con la calidad de los suelos. Ciertos
microorganismos muestran una gran sensibilidad frente a procesos no
deseables tales como los desechos de las industrias en suelos, los cuales
podrian conducir a cambios en la diversidad de las poblaciones de
microorganismos degradadores. Sin embargo, considerando la flexibilidad del

ecosistema suelo (lo definimos como un ente vivo y dinamico), podemos



pensar que cualquier cambio puede ser detectado en su inicio por su
componente biolégica (por ejemplo, por la diversidad de microorganismos), de
ahi la existencia o deficiencia de estos, pueden ser consideradas como una
«alerta» ante un posible colapso ambiental (Bajsa, 2008).

Por otra parte, aun no existe un total conocimiento a acerca de los
microorganismos presentes en el suelo, lo que conlleva a un desconocimiento
de la diversidad de los mismos. Ahora bien, una manera de conocer, enumerar
y aislar los miembros principales y menores de la comunidad microbiana en
suelos, es mediante el conteo de microorganismos viables del suelo, utilizando
la técnica de cuenta en placa o la del nUmero mas probable (NMP), cuya
técnica dependiente de cultivo es reconocida por su selectividad, ademas de
ser un procedimiento sencillo es una técnica de bajos costos. Por lo tanto,
empleando medios selectivos y diferenciales se puede determinar el nimero de
microorganismos y al grupo que pertenecen (Ramirez y col., 1992).
Adicionalmente, se puede obtener informacion del tipo de organismo cultivable
gue sea sensible a un determinado contaminante, o la variacion del nimero de

organismo de una determinada caracteristica.

En funcion a lo antes expuesto, se plantea en el presente trabajo de
investigacion la evaluacion de las comunidades microbianas en suelos
impactados por escoria metalica provenientes de la industria metalurgica,
mediante la técnica de conteo en placas. Adicionalmente, se analizaran
muestras tomadas en una investigacion anterior de aproximadamente 18
meses (Duran, 2011) y las muestras frescas tomadas con el mismo esquema

del muestreo anterior.

1.2.OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
1.2.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar comunidades microbianas en suelos impactados por la actividad

metallrgica en Tinaquillo-Edo. Cojedes.



1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cuantificar la carga bacteriana y fungica cultivable (ufc/g suelo) presente
en las muestras de suelo almacenadas y recientemente tomadas.

e Aislar algunas colonias bacterianas y flngicas que presenten
caracteristicas morfologicas particulares.

e Caracterizar macro y micro morfologicamente las colonias de
microorganismos que sean aisladas.

e Cuantificar la carga de microorganismos cultivables productores de
amilasas, proteasas y celulasas (ufc/g suelo) en las muestras bajo
estudio.

e Determinar el indice de Shannon como estimacién de la diversidad
microbiana en los suelos estudiados.

e Realizar un analisis comparativo de las comunidades microbianas de
muestras de suelo almacenadas con muestras recientemente tomadas.

e Determinar la variacion de las comunidades microbianas del suelo
respecto a un suelo control y las muestras impactadas por la actividad

metallrgica.

1.3.JUSTIFICACION
El suelo es un ecosistema que contiene grandes comunidades microbianas
cuyos miembros representan muchos tipos fisiolégicos. Las caracteristicas
guimicas, fisicas y biolégicas de un suelo particular, asi como, la presencia del
crecimiento de plantas influiran en el nimero y actividades de sus diversos
componentes microbianos. La comunidad microbiana en suelos es importante
por su relacion con la fertilidad del mismo y con los ciclos biogeoquimicos,
ademas de su uso para aplicaciones ambientales e industriales. Por lo que
existe la necesidad de conocer, enumerar y aislar los miembros principales y

menores de la comunidad microbiana en suelos (Germida, 1993).

En este sentido surge la importancia de estudiar las comunidades
microbianas en la busqueda de una solucién en relacién con la contaminacion
del suelo, como puede ser la biorremediacion, asi como los procesos mediados

por ellas. Otra aplicacion de los estudios de diversidad es la de cuantificar el



impacto antropico (accion del hombre) sobre un ecosistema. Para ello, se parte
de la hipotesis que mientras mas intervenido esté el habitat menor sera su
diversidad, este ultimo aspecto es de relevancia debido a que la zona de
estudio se encuentra rodeada de poblaciones urbanas que pudieran darle una
mejor disposicién a los suelos a futuro (Bajsa, 2008).

Esta investigacion se limitd al andlisis de muestras de suelos impactados
por la escoria de la empresa metallrgica, por lo que se plante6 el estudio de
los microorganismos cultivables en el suelo, para asi determinar si la
contaminacién genera cambios en la estructuras de las comunidades, mediante
la caracterizacién y comparacion de microorganismos por el conteo en placas
realizando un previo cultivo, siendo el estudio de comunidades por medio del
conteo de placas, se han convertido en una de las técnicas usadas con
frecuencia para identificar y caracterizar comunidades microbianas en sistemas
naturales, para ello se emplearan muestras almacenadas en refrigeracion

durante 18 meses y las muestras recientemente tomadas.

La zona de estudio se encuentra ubicada en el parcelamiento industrial
de la ciudad de Tinaquillo-Edo. Cojedes. Se utilizara el mismo esquema de

muestreo empleado por Duran (2011).



CAPITULO I

MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES
Para llevar a cabo el presente estudio, partimos de los aportes realizados-por
los trabajos de investigacién que se destacan a continuacion, los cuales nos

proporcionaran métodos y técnicas de andlisis.

Determinacion del impacto de la actividad metallrgica sobre propiedades
fisicas, quimicas y biologicas del suelo (Duran 2011)

En este trabajo se planted el impacto de la industria metalurgica, como variable
de estudio, sobre las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo. Se
llevo a cabo la determinacion de indicadores fisicos, como la humedad, la
textura y la capacidad de campo; indicadores quimicos como el pH, la
conductividad eléctrica, capacidad de intercambio cationico, y materia organica
total; y ademas se incluyeron indicadores biolégicos como la respiracion del

suelo, la actividad ureésica y la biomasa microbiana.

Esta investigacion es de gran importancia, ya que de la zona donde
fueron tomadas las muestras sera nuestro punto de partida, puesto que
analizaremos las muestras provenientes de esta zona que han estado
almacenadas durante 18 meses, Yy compararemos los parametros
fisicoquimicos y biolégicos de las mismas, con muestras frescas. Ademas se

realizard un esquema similar de muestreo.

Evaluaciéon toxicolégica de suelos impactados por la actividad
metallrgica en Tinaquillo-Edo. Cojedes (Sanchez, 2012)

En el presente trabajo de investigacion se evalud el impacto de las industrias
en el suelo por medio de bioensayos, especificamente en una industria de
fundicion de acero, cuya actividad se realizé durante un largo periodo de
tiempo y al culminar quedaron los suelos aledafios en desuso y en contacto
con la escoria provenientes de la misma, siendo contaminados por la presencia

y descomposicion de estos residuos.



Se estudio la toxicidad de un suelo impactado por la actividad metalurgica
mediante la determinacién de metales disponibles y fitotoxicidad por la
comparacién de los lixiviados con la germinacion de semillas de lechuga

(Lactuca sativa) y rabanito (Raphanus sativus)

Diversidad microbiolégica de bacterias y hongos en suelos impactados
con desechos urbanos provenientes del sector “El Ereigue”, San Joaquin.
Carabobo, Venezuela (Montaner 2011)

Evalué la diversidad microbiana como indicador de la salud del suelo en el
antiguo vertedero, por medio de los organismos cultivables en suelos
impactados con desechos urbanos. Para ello se cuantificé la carga bacteriana y
fungica presente en las muestras de suelo, también se cuantificé la carga de
microrganismos cultivables fijadores de nitrégeno, productores de amilasas,

proteasas y celulasas.

Este estudio nos proporciona conocimiento en la técnica de conteo de placas
por medio de cultivo, asi como la determinacion cuantitativa de las bacterias y

hongos presentes en los suelos.

Diversidad microbiolégica de bacterias y hongos en suelos impactados
con petréleo, provenientes de Yaracal, Estado Falcon Venezuela (Oropeza
2010)

En esta investigacion se evalud la influencia de la contaminacioén del petréleo
sobre la diversidad de microorganismos cultivables del suelo. Este estudio se
llevé a cabo en muestras de suelo provenientes de pozos petroleros inactivos
ubicados en la zona del Mene de San Lorenzo, Yaracal Estado Falcon
Venezuela.

Se demostr6 que bajo una determinada concentracion de petréleo, algunas
familias microbianas pueden adaptarse a este agente perturbador y que
muchas otras no. Las bacterias gran-negativas y los hongos fueron mas
sensibles a la presencia del contaminante que las bacterias gran-positivas. Es
necesario hacer estudios para establecer un posible biotratamiento con

microorganismos autoctonos.



2.2. BASES TEORICAS

2.2.1. Microorganismos del suelo
El suelo es considerado el ambiente mas diverso desde el punto de vista
microbiano, debido a su gran heterogeneidad fisica, quimica y bioldgica.

Microbiol6gicamente hablando, el suelo es reconocido como uno de los
sitios que presenta interacciones biolégicas mas dindmicas en la naturaleza,
considerando que las bacterias son el grupo mas importante de organismos del
suelo, en el «cual, en condiciones Optimas, alcanzan numeros
extraordinariamente elevados, en particular, los microorganismos juegan roles
vitales en varios ciclos geoquimicos y estan implicados en diversos procesos
importantes para la calidad del suelo: regulan la descomposicion de la materia
organica, la disponibilidad de nutrientes y contribuyen a la formacion y el
mantenimiento de la estructura edéafica. También influyen en el ecosistema
contribuyendo a la nutricion y salud de las plantas, dado que sirven como
depdsito y fuente de la mayoria de los nutrientes, son capaces de solubilizar
minerales, producir hormonas vegetales, fijar el nitrdgeno atmosférico, causar

enfermedades o antagonizar microorganismos deletéreos (Kirk y col, 2004).

Las bacterias son el grupo de microorganismos mas numeroso, pero
debido a su pequeiio tamafio (1-10 um) se estima que representan menos de la
mitad de la biomasa total de los suelos agricolas. Algunas estimaciones indican

que se encuentran en poblaciones de 10*-10° células por gramo de suelo.

El funcionamiento de los ecosistemas esta gobernado ampliamente por
la dinamica de las bacterias del suelo, debido a la diversidad de procesos de
los cuales son responsables. Las funciones bacterianas importantes en los
ecosistemas se encuentran distribuidas entre diferentes grupos tréficos e
incluyen formaciéon de humus mediante descomposicién de exudados y restos
vegetales y sintesis de nuevos compuestos, liberacion de nutrientes para las
plantas a partir de formas inorganicas insolubles, transformacion del N
atmosférico a N disponible para las plantas, mejoramiento de la agregacion,
aireacion, e infiltraciébn de agua en el suelo, accién antagdnica contra insectos,

patégenos de plantas y malezas (control bioldgico), entre otras (Bajsa, 2008).



Las comunidades bacterianas del suelo y los procesos mediados por
ellas son criticos para el funcionamiento del ecosistema edafico y su
productividad. Por esto, existe la necesidad de integrar la comunidad
bacteriana del suelo a nuestro entendimiento de las interacciones
ecosistémicas a diferentes escalas (planta, comunidad vegetal y paisaje)
(Kuske y col., 2002).

2.2.2. Diversidad microbiana

La biodiversidad microbioldgica es un atributo del suelo que lleva implicito el
concepto de su capacidad de prestar servicios, ya que los microorganismos
desempeiian un papel clave en el funcionamiento y la fertilidad del suelo. La
alta sensibilidad de las comunidades microbianas y su rapida respuesta a los
cambios, hacen que el monitoreo de su variacion sea una herramienta muy
valiosa para proveer sefales tempranas de alteracion del ambiente edafico
(Schinner y col, 1996; Hunter-Cevera, 1998).

En la actualidad, existe una gran discrepancia entre las evaluaciones de
la diversidad microbiana presente en ambientes naturales realizadas con
diferentes técnicas. Esto se debe el estado fisiologico de las bacterias, las
cuales pueden ser cultivadas bajo ciertas condiciones y desarrollarse en formas
no cultivables bajo otras condiciones ambientales. Sélo un pequefio porcentaje
de las células observadas en una muestra por visualizacion directa con
microscopio logra cultivarse. Una posibilidad es que las células no cultivables
sean microorganismos filogenéticamente similares a los cultivables, pero en un
estado fisiolégico diferente (viables pero no cultivables). Otra hipétesis es que
son filogenéticamente diferentes y no pueden ser cultivadas por los métodos
estandar (Ronddn y col, 1999; Hunter-Cevera, 1998).

Los progresos en ecologia molecular muestran que el tamafio de la
diversidad microbiana en la naturaleza es mucho mayor de lo que se pensaba.
Considerando que la distribucion temporal y espacial de las bacterias son

factores que aumentan aun mas su diversidad, se pueden desarrollar



comunidades especificas de cada micro sitio, aumentando la diversidad de un
suelo dado (Bajsa, 2008).

2.2.3. Métodos para el estudio de la diversidad microbiana

Los microorganismos son extremadamente dificiles de investigar en la
naturaleza, debido a su pequefio tamafio y su simplicidad morfologica. Esto
conlleva al uso del cultivo para analizarlos, resultando en que algunos
microorganismos han sido muy bien estudiados, pero la gran mayoria no lo ha
sido (Rondon y col, 1999).

Los intentos actuales para describir y entender la diversidad microbiana
tienen como objetivo proveer una imagen mas precisa de la misma y de su
funcidn en los ambientes naturales. El método tradicional para determinarla ha
sido identificar los organismos cultivables de un sistema a nivel de especies y
usar diferencias taxonomicas. Para distinguir especies y diversidad, también se
han usado unidades de especie basadas en atributos de funcionamiento o
procesos, como la utilizacion de sustratos, ademas de analisis de componentes

estructurales, como el analisis de acidos grasos (Rondon y col., 1999).

Generalmente el conocimiento de la composicion de especies en los
diferentes ambientes y muestras, se ha desarrollado en principio por métodos
dependientes de cultivo para determinarla, como el enriquecimiento y
aislamiento que precisan medios de cultivo y/o condiciones de incubacién
selectivos. Estos métodos se basan en la suposicion de que las técnicas de
cultivo permiten recuperar la mayor parte de los microorganismos en una

muestra.

Los métodos para medir la diversidad microbiana en el suelo pueden
clasificarse en dos grupos: bioquimicos y moleculares. Dentro de las técnicas
bioquimicas se incluye el recuento en placas, el perfil fisiologico de la
comunidad por utilizacion de sustratos y el analisis de ésteres metilicos de

acidos grasos (FAME).



Ahora bien, el conteo de placas es un método r4pido, econémico y
pueden proveer informacion sobre el componente activo heterétrofo de la
poblacion. Sus limitaciones incluyen la dificultad para separar las bacterias de
las particulas del suelo, la seleccion de los medios y las condiciones de
crecimiento (temperatura, pH, luz) apropiados, la incapacidad para cultivar un
gran numero de bacterias, la posibilidad de inhibicion del crecimiento entre

colonias y el potencial esparcimiento de las mismas (Hunter-Cevera, 1998).

Por otro lado, el conteo en placa favorece aquellos microorganismos con
altas tasas de crecimiento. Todas estas limitaciones pueden influir en la
diversidad aparente de la comunidad microbiana (Kirk y col, 2004). La relacion
entre los recuentos de viables y los recuentos directos por microscopia refleja
la relacion entre el numero de células activas (en division) y las “células
quiescentes”, y la mayoria de las bacterias del suelo estan en esta ultima
forma. Cualquier desviacion de los parametros ambientales originales durante
el cultivo puede alterar la estructura de la comunidad, a través de la imposicion

de nuevas condiciones selectivas.

2.2.4. Conteo de microorganismos viables por dilucion en placa

Este método consiste en la preparacion de una serie de diluciones de una
muestra de suelo en un diluyente apropiado, esparciendo una alicuota de una
dilucion sobre la superficie de un medio de cultivo sélido e incubando la placa
de agar bajo condiciones ambientales apropiadas. La dilucion debe permitir
generar colonias separadas, cada colonia puede proceder de una sola célula o
de una agrupacion (unidad viable), la cual se contara como una especie. Bajo
este fundamento, estas placas pueden ser usadas no sélo para el conteo de
poblaciones microbianas, sino también para el aislamiento de organismos. Un
medio selectivo o no selectivo puede ser usado dependiendo de la naturaleza
del microorganismo que se desea contar o aislar (Ramirez y col., 1992).

El método de dilucion en placa se fundamenta en que cualquier célula
viable inoculada en un medio de cultivo se multiplica y produce datos de facil
identificacion, como la formacion de colonias en placas de agar (Ramirez y col.,
1992).



Los principios fundamentales de estas técnicas son (1) dispersién de
una muestra en un diluyente apropiado (solucién fisiologica), (2) distribucion de
una alicuota a un medio apropiado de crecimiento, (3) incubacién bajo
condiciones optimas, y (4) conteo de las colonias desarrolladas (Germida,
1993).

La composicion del medio de crecimiento, usado para contar
poblaciones microbianas afectara el resultado final, ya que este puede ser
selectivo o no. El medio de crecimiento debe contener los nutrientes necesarios
para permitir, en condiciones favorables de pH y temperatura, el crecimiento de
los microorganismos. Los medios selectivos contienen componentes que
permiten o favorecen el crecimiento de un grupo determinado de organismos.
Los medios no selectivos pueden ser suficientes para el crecimiento de muchos
grupos de organismos como sea posible. Para contar un tipo fisiologico
especifico de microrganismos generalmente es necesario disefiar un medio de
cultivo, el cual, cuando es incubado bajo condiciones apropiadas de atmdsfera
y temperatura, lo que reduce las interferencias de poblaciones no deseadas
(Germida, 1993).

2.2.5 Microorganismos degradadores de sustrato

La poblacién de microorganismos del suelo es altamente diversa en lo que se
refiere a variabilidad genética y actividades funcionales (Barea y col., 2005).
Las interacciones microbianas son reguladas por sefales moleculares
especificas. Muchas de estas interacciones son responsables por procesos
ambientales determinantes del suelo como son los ciclos biogeoquimicos de
nutrientes y el mantenimiento de la sanidad de las plantas y la estructura del
suelo. Se reconocen dos tipos de interacciones, las que se basan en material
vegetal en descomposicion, que afectan la energia y el flujo de nutrientes; y las

gue se presentan con raices de plantas vivas (Barea y col., 2005).

El estudio de microorganismos ha incrementado progresivamente,
debido a que éstos pueden utilizarse como bio indicadores de la salud y calidad

del suelo, de esta manera poder identificar cualquier impacto en la naturaleza.



La actividad enzimética de los suelos ha estado sujeta a distintas
interpretaciones. Para muchos autores constituye un indice de la actividad
bioldgica de los suelos y su fertilidad, aunque esta interpretacion puede estar
sesgada cuando se consideran determinadas actividades de forma aislada. No
obstante, cuando se dispone de informacion de varias actividades enzimaticas
conjuntamente, asi como de otras variables edéficas, éstas pueden ser un
buen reflejo de la capacidad potencial del suelo para degradar la materia
organica (Garcia, 2004).

Es por ello que la produccibn de enzimas permite ampliar el
conocimiento acerca de dicha accién microbiana en los procesos del suelo. La
produccién de enzimas extracelulares, tales como; amilasa, proteasa, Yy
celulasa constituyen una propiedad bien conocida en los microorganismos
cultivables; por ser utilizadas con caracter taxonomico, para identificacion a

nivel de especies. (Rodriguez, 2010).



CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO
3.1. Poblacion y Muestra
Para fines de esta investigacion la zona en estudio y el protocolo para la
recoleccion de muestras fueron los indicados por Duran (2011). La zona de
estudio incluye la zona control libre de contaminacion y la zona con mayor

contenido de escoria metalica, la cual se dividi6 en 9 secciones donde se

encontraba el &rea de produccion (Figura N° 1).

Figura N° 1. Muestreo aleatorio estratificado en la zona delimitada de
estudio (Tomada de Duran 2011).

Las muestras se recolectaron en bolsas plasticas (polietileno),
adicionalmente, siguiendo el mismo método, se tomaron muestras libres de

contaminacion cercanas a la zona visiblemente contaminada.

Posteriormente de cada seccidn se prepard una muestra compuesta, la

cual estaba conformada por las muestras simples anteriormente mencionadas.

Para la medicion de los parametros fisicoquimicos las muestras de suelo
se secaron al aire por 72 horas, luego se realizé la molienda y se pasaron por
un tamiz de 2 mm. Posteriormente se almacenaron a temperatura ambiente en
recipientes con tapa. Para el andlisis microbiolégico las muestras frescas se

extendieron sobre un plastico limpio y seco, se les retiro el material grueso



(piedras, hojas, tallos y raices), luego se pasaron por el tamiz de 2 mm. Una
vez tamizadas las muestras se almacenaron en recipientes estériles con tapa a

4°C hasta su andlisis (Frostergard, 1993).

3.2. Caracterizacion fisicoquimica del suelo

A cada una de las muestras de suelo tomadas se les midieron parametros
fisicoquimicos de acuerdo a la metodologia resumida en la Tabla N° 1,
empleada por (Duran 2011), y de esta manera poder comparar las
caracteristicas de las muestras frescas con las muestras recolectadas hace 18

meses en el mismo terreno.

Tabla N° 1. Andlisis para la caracterizacién fisicoquimica de las muestras

(cuadro tomado y modificado de Montaner, 2011).

Parametro Método Principio Técnica Referencia
. 1Mo Diferencia de
ﬁuorl;t:;l;%o(% = 132hc en peso luego _d,e la Gravimetria Jackson, 1970
evaporacion
Retencion de Agregar agua, Diferencia de Gravimetria Citado por
humedad (%) esperar 6h peso Jaramillo, 2002
Medicion de la
Conductividad 1:2agua movilidad de los Conductimetria Jackson, 1970
iones
1:1aguay M'de. .
pH ' concentracion de Potenciometria Olarte, 1979
KCI 1M
protones.
Intercambio
cIc NH4OAc 1M cationico, Extraccion y Schollenberger y
pH 7 reacciones acido- alcalimetria Simén, 1945
base
Materia Orgéanica Ca!((::lf]gzﬁoo i‘;g:ﬁgﬁiggr Gravimetria Faithfull, 2005

3.3. Conteo de la carga microbiana (hongos y bacterias)

La carga microbiana se determiné utilizando un sembrado por profundidad. Se
tom6 1 gramo de muestra de suelo y se diluyé en 9 ml de solucion salina
(NaCl) 0,8% y luego se hicieron diluciones sucesivas de 1/100, 1/1000 y
1/10000. Se tomo6 100 pL de cada una de estas diluciones para el conteo de la

carga de bacterias, como de hongos (Prescott y col., 2004).

Para realizar el conteo de la carga bacteriana se suplemento medio Agar

LB con fluconazol, marca Genven®, en una proporciéon 1g/L. Una vez realizada




la siembra y el medio haya gelificado se colocaron las muestras en incubacién
a 33°C por 24 horas y se hizo el conteo de las unidades formadoras de colonia
para cada dilucién. Con respecto de la carga fangica se utilizé medio Agar LB
suplementando con Ciprofloxacina marca Genven®, en una concentracion de
1g/L. Las muestras fueron incubadas a 33°C de 3 a 4 dias. Todo esto bajo un
ambiente estéril y por duplicado (Srivastava y col., 2007).

3.3.1 Preparacién de medio de cultivo agar LB

Se pesaron 35 g de Agar LB, se afor6 a 1 litro en una probeta exclusiva
para este fin, se esteriliz6 el medio de cultivo a 121°C por 30min
(Montaner, 2011).

3.3.2 Aislamiento de microorganismos representativos de cada una
de las muestras

Una vez realizada la siembra de cada una de las muestras y después de
hacer el conteo de las ufc, se procedié a seleccionar colonias, tanto
bacterias como hongos, para realizar su aislamiento y luego se realizo la
caracterizacion macro y micromorfologica. El criterio de seleccion de
estas colonias se hizo de acuerdo a la coloracion de las colonias, la
forma, el margen, el orden de aparicion, la repetitividad en las muestras,
parecido y separacion entre ellas. Cada colonia fue rotulada con el
namero de la muestra de suelo de la cual provenia, seguida entre
paréntesis de un namero arabigo correspondiente a la colonia (Oropeza,
2010).

3.4. Determinacion cuantitativa de la presencia de amilasas, proteasas y
celulasas en organismos bacterianos cultivables

Tras la caracterizacion morfolégica de las colonias se realizé la prueba
cualitativa de amilasas, proteasas y celulasas. Esta prueba se le realiz6 a todas
las colonias que puedan crecer sobre las placas con agar LB suplementado
con almidén para el caso de las amilasas; con agar sangre para el caso de las
proteasas y por ultimo, sobre placas con agar-agar suplementado con celulosa
microcristalina para el caso de las celulasas. Para detectar productores de

amilasa, la prueba cualitativa consiste en agregar, mediante una pipeta Pasteur



0 un gotero, una pequefia cantidad de Lugol (una solucion de yodo al 0,1N en
metanol al 20%) sobre la colonia a la cual se quiere determinar actividad de
amilasas y observar la coloracion que toman los alrededores de la colonia, si se
observa un halo amarillento se dice que la prueba es positiva, si la coloracion
es azul intenso la prueba es negativa. Para el caso de las proteasas y
celulasas, se dice que la prueba es positiva si se observa un halo transparente
alrededor de cada colonia, por simple observacion (Srivastava y col., 2007;
Montaner, 2011).

3.5. Determinacion del indice de Shannon

Una vez obtenidas las unidades formadoras de colonia (ufc) de cada tipo de
microorganismo, se le realiz6 el correspondiente tratamiento matematico
tomando en cuenta las diluciones, para expresarlas en base al suelo seco
como log (ufc/g ss). Con el logaritmo de cada ufc/g suelo se calculara el indice
de Shannon como estimacion de la diversidad de bacterias, hongos,
organismos productores de amilasa, proteasa y celulasa. (Oropeza, 2010).

Este indice se calcula de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

Primero se calcula el nUmero total de muestras de acuerdo a cada especie en
estudio y se suman, obteniendo un Nia.

Ntotal = Npacterias + Nhongos

Luego se calcula Pi que es la abundancia relativa o proporcion de cada especie
en la poblacién, de acuerdo a:

Pi = n; donde n; es el valor de cada muestra

N total

Por dltimo se determina el Logl0 de Pi y este valor se le multiplica a Pi y se
suman todos los valores (donde esto es igual a Q), en este caso para las

bacterias y para los hongos.

El indice de Shannon, H, se calcula con el inverso negativo de Q.
Q=Z Pi*logPi H=-1
Q



Con H se realizara el grafico de diversidad de acuerdo a cada muestra.

3.6. Coeficiente de Correlacion de Pearson

Para realizar la correlacién entre las ufc de bacterias, hongos, organismos
productores de amilasa, proteasa y celulasa con respecto a las propiedades
fisicoquimicas del suelo, se calcul6 el coeficiente de Pearson mediante el uso
del programa STATGRAPHICS Centurion XVLlI.



CAPITULO IV
Resultados y discusion

4.1. Propiedades fisicas y quimicas de los suelos en estudio

En una comunidad microbiana,

la diversidad vy

la abundancia de

microorganismos esté controlada por los recursos (alimentos) y las condiciones

(temperatura, pH, concentracion de oxigeno, etc.) siendo importante conocer

los pardmetros fisicoquimicos,

ya que estos factores se encuentran

relacionados e influyen de manera importante en los demas pardmetros

estudiados (Montoya, 2012). Las propiedades fisicas y quimicas (Tabla N° 2)

varian ampliamente entre las muestras.

Tabla N° 2. Caracterizacion fisicoquimica de las muestras analizadas

pH conductividad (puS) Retencion de humedad (%)

zona Duran 2011 Medina 2013 Duran 2011 Medina 2013 Duran 2011 Medina 2013

Control  6,66+0,30™  7,54+0,30" 163,60+0,30" 137,46+0,30"° 39,37 2,29 30,13 +1,73°

1A 9,14+0,30"  9,28+0,30° 211,67+0,30* 154,13+0,30* 29,53+0,67"°  19,84+0,78"
1B 9,25+0,30" 9,45+0,30 294,67 +0,30™ 173,66 +0,30™" 28,68 +0,14"  14,85+0,63"
1c 9,12+0,30" 9,67+0,30 189,80 +0,30*° 164,33+0,30"° 28,98 +1,75"  13,77+0,42"°
2A 831+0,30™  9,02+0,30" 90,00+0,30" 136,66+0,30" 26,03 +1,18" 20,26 +0,71*°
28 9,13+0,30"  9,07+0,30  199,37+0,30™ 117,06+0,30" 19,75 +6,15"* 12,74+0,71"°
2C 7,97 £0,30™  8,29+0,30™ 179,57+0,30™° 100,6+0,30™°  34,89+1,42™ 26,88+0,62"°
3A 7+0,30" 7,84+0,30° 7880+0,31*  64,33+0,30" 32,52 2,50 23,52+1,16™°
3B 7,41+£0,30"  839+0,30™ 183,60+0,32" 1183+0,30™ 31,36+3,27"° 27,23+0,23"°
3C 7,53+0,30"  8,10+0,30" 16580+0,30"° 138,43+0,30™° 44,95+4,45* 31,00+ 1,58"°

Humedad (%) Materia Organica (%) CIC (cmol/Kg suelo)

zona Duran 2011 Medina 2013 Duran 2011 Medina 2013 Duran 2011 Medina 2013
Control  11,98+0,36" 5,18+1,01* 0,73 £0,06™  8,423+0,05"° 4,27 +0,6" 16,24 + 0,25™°
1A 12,46+0,23*  2,89+0,83" 0,39 +0,07* 1,86 +0,01% 4,01+0,28" 16,56 + 0,27
1B 8,08 +0,05™ 2,49 + 1,02" 0,49 +0,03* 1,88 +0,04" 4,58+0,34"  20,26+0,38"°
1c 13,47 +0,27"™ 3,10+1,22* 0,27 +0,04" 1,91 +0,07% 3,85+0,49"°  18,61+0,6™
2A 16,11+2,27™ 4,11+0,76™ 0,29 +0,02*° 1,03+0,01% 3,76+0,25"  21,56+0,50™°
2B 18,49 +0,38"° 4,55+0,48" 1,53 0,09  2,55+0,06"°  648+1,23"  26,70+0,4"
2C 9,58+0,15™  541+1,43* 0,90 +0,06™° 2,56 +0,02" 511+1,17*  20,35+0,46™°
3A 14,87 +2,74™ 6,15+1,29* 0,555 +0,07*  6,54+0,06™° 543+0,63"  22,68+0,34"
3B 19,05+3,89™  622+1,44 168 +0,09"  7,62+0,05™  1537+095™  29,74+0,72*°
3C 26,77 +4,15"°  735+1,74% 2,47 +0,09"°  842+0,02*  13,04+0,44" 27,47+ 0,61"°

*Las letras diferentes indican valores con diferencia significativa. Letras maylsculas comparacién de medias de una misma zona entre

las diferentes muestras. Letras minUsculas comparacién de las distintas zonas en una misma época de muestreo.(Para observar

comparacién por pares de medias ver Apéndice K).



En el caso del contenido de humedad, segun los resultados obtenidos en
las zonas 1A, 1B y 1C (el &rea mas cercana a la industria metallrgica, que
incluyen la escoria, chatarra y silice), tienen los menores valores: 2,49 %, 2,89
%; 3,10 % respectivamente (Figura N° 2), en comparacion con la zona control
gue tiene un valor de 5,18 %. Esto se debe a que las zonas que se encuentran
mas cercanas a la industria posee gran cantidad de escoria y arena de silice; lo
gue puede afectar la correcta distribucién del agua de origen fluvial, atrapada
en los multiples espacios de la escoria o facilmente evaporada debido a que la
silice afecta la estructura del suelo (Duran, 2011).

La zona 3C presenta una textura arcillosa (Duran, 2011), en la cual los
microporos atrapan el agua y es por ello que el suelo tiende a ser mas
adhesivo en comparacion con las zonas con textura arenosa, cuyas particulas
son mas grandes y el suelo es mas suelto, de esta manera no solo el agua sino
también las sales minerales pueden quedar retenidos con mayor facilidad.

Analizando la retencion de humedad de las muestras por zona (Figura
N° 3), tenemos que los suelos de textura arenosa como en el caso de la
mayoria de las muestras, excepto la zona 3C (Duran, 2011), son generalmente
permeables al aire y al agua, pero normalmente tienen sus limitaciones. Una de
ellas es la baja capacidad de retener agua aprovechable para
microorganismos, Yy la segunda, es que son suelos con baja capacidad de
suministro de nutrimientos. Las texturas francas son mas equilibradas, como es
el caso del control (Duran, 2011), donde se muestra un nivel de retencion de

humedad intermedio (Casanova, 2005).
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El pH es considerado de acuerdo con Jackson (1970) como una de las
propiedades quimicas mas importantes del suelo, debido al significativo efecto
gue ejerce tanto sobre las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas de éste.
Los resultados obtenidos al medir el pH muestran que la regibn mas cercana a
la industria presenta un aumento considerable de pH hasta de dos unidades en

comparacion con el suelo control (Tabla N° 2).



Como se observa en la Figura N° 4, los valores de pH en su mayoria son
mayores de 7.0, considerdndose suelos basicos. Segun los valores obtenidos
de las muestras de Mayo-2011, tenemos que estas tienen un pH ligeramente
menos alcalino en comparacion con las muestras de Enero-2013, esto es
debido a la quema del terreno previo al muestreo, considerando que las
cenizas vegetales suelen ser alcalinas, estas actian como un encalado que
aumenta el pH del suelo, ligado a la disponibilidad inmediata de cationes en la
ceniza, el cual baja gradualmente con el tiempo debido a la lixiviacion de las
bases (calcio, magnesio y potasio) por efecto de las lluvias, (Mils, 2007). A su
vez los bajos niveles de contenido de humedad en estas muestras afecta el
crecimiento microbiano, considerando que los microorganismos requieren un

contenido de agua necesaria para su crecimiento y actividad.

La zona control presenta un pH neutro, a diferencia de las secciones
cercanas a la industria, las cuales presentan un pH alcalino, en comparacion
con las secciones 1A, 1B, 1C, 2Ay 2B (Tabla N° 2) las cuales presentan altas
diferencias con respecto al resto de las secciones y al control, lo cual nos indica
la presencia de otro factor ademas de las sales disueltas que influye en los

valores de reaccion de suelo.

El aumento del pH en la seccion 1A, 1B y 1C, puede deberse al
reaccionar el sodio intercambiable con H,O, dando origen a iones hidroxilo
(OH)’, donde, el A" y el H" son reemplazados por elementos alcalinos y
alcalinotérreos, como el K*, Na*, Ca™ y Mg*, de esta manera aumenta la

concentracion de OH" y el pH (Fassbender y Bornemisza, 1987).
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Figura N° 4. Valores de pH obtenidos en muestras de suelo tras

contaminacion metaldrgica.

Para comprender mejor la variacion del pH se estudia la capacidad de
intercambio catidnico, ya que la concentracion de iones intercambiables
depende del pH. Como lo indican (Parra y col. 2002), los cationes actuan
guimicamente como bases (generando alcalinidad), y en consecuencia
mientras mayor sea el porcentaje de dichos cationes en relacién con la CIC,
mayor es el pH; lo que coincide con los resultados obtenidos en los analisis de
la capacidad de intercambio catiénico, en la Figura N° 5.

La capacidad de intercambio catidnico presenta valores entre (16,24 -
29,74) cmol/ kg suelo. Para un mismo cambiador (minerales) la amplitud del
intervalo de valores se debe a los multiples factores que influyen en la aparicion
de la carga: tamafo de las particulas, cristalinidad y tiempo de tratamiento
(Porta y col, 2003). Analizando los valores de CIC (Tabla N° 2) para las
muestras de Duran 2011, estas presentan la misma tendencia para cada zona

estudiada.

Los valores de CIC (Tabla N° 2) nos indican que puede variar de
acuerdo a la textura del suelo. Un suelo con composicion arcillosa permite un
mayor intercambio de cationes sin que se vea afectada por altos niveles de
concentracion de sodio o sales disueltas. Tenemos que en la seccion 1, la

zona con mayor disposicion de los residuos, presenta una menor capacidad de



intercambio catiénico que las otras zonas, lo que demuestra la presencia de
sales o iones que afectan directamente la CIC y el pH. Segun los resultados
obtenidos por Duran (2011), la mayor contribucién en la CIC es debido a las
bases totales y mas especificamente al contenido de sodio que se encuentra

en mayor proporcion.
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Figura N° 5. Valores de capacidad de intercambio catiéonico en muestras

de suelo tras contaminacion metalurgica.

Con respecto a la conductividad eléctrica se observa para las zonas mas
cercanas a la contaminacion presentan mayores valores en comparacion con la
zona control, como en el caso de las zonas 1A hasta la 2B (Figura N° 6). La
conductividad se utiliza para analizar el nivel de sales disueltas en el suelo.
Considerando los aspectos anteriores, este factor también se ve afectado por la
distancia, siendo la seccién 1 (la zona mas cercana a la empresa) la zona con

mayor nivel de conductividad.
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FiguraN° 6. Conductividad eléctrica en muestras de suelo tras

contaminacioén metaldrgica.

Aun cuando los valores de CIC son bajos (valores) segun Martinez y
Becerra (2004), la CIC decrece cuando ocurre una quema, debido a la
degradacion de coloides organicos e inorganicos. De tal manera, la CIC total
permanecera baja durante al menos un afio después de la quema. En ese
aspecto, es necesario sefialar que, como consecuencia de la liberacion de Ca,
Mg, Ky Na, la saturaciéon de bases aumentara, e igualmente la conductividad
eléctrica.

El porcentaje de la materia organica en todas las secciones presenta
diferencias significativas en comparacion con el suelo control, lo cual indica que
el resto del terreno se ve afectado por el impacto de la industria (Tabla N° 2).
En el caso de las muestras de Duran 2011, difieren notablemente la tendencia
de los resultados ya que la MOT fue evaluada por el método de Walkey y Black
modificado (Walinga y col., 1992), el cual se basa en la oxidacion de la materia
organica empleando dicromato en medio acido, y el procedimiento empleado
en esta investigacion fue el de calcinacion, por lo que no se puede establecer

comparacion entre resultados.
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Figura N° 7. Porcentaje de materia orgénica en muestras de suelo tras

contaminacion metaldrgica.

Los valores obtenidos de la mayoria de las secciones son menores al de
control, excepto en la zona 3C que se asemeja a la zona control (Figura N°7).
Podemos observar que los valores mas bajos se encuentran en la zona
afectada por el alto contenido de los desechos de la industria, debido a la
presencia de los desechos solidos y en general, porque los microorganismos
estan siendo afectados por el agente contaminante. Por otro lado, los suelos
con componentes arcillosos (secciones 3B, 3C y Control) permiten una mayor
retencion de humedad, de esta manera proporcionan un ambiente sustentable
para el desarrollo de los microorganismos encargados de la fijacion de la

materia organica.

4.2. Carga bacteriana y fangica cultivable
Para evaluar la diversidad microbiana se cuantific6 la carga bacteriana y
fungica, tomando en cuenta la presencia de escoria metalica como
contaminante y el tiempo de almacenamiento de las muestras, considerando
gue estos factores provocan distintos efectos, dependientes de las variables
estudiadas y de la naturaleza de los organismos presentes.

Al realizar el conteo de las ufc para cada caso y haciendo el respectivo
tratamiento matematico, se obtuvo la carga bacteriana y fangica cultivables

para cada una de las muestras (Mayo-2011 y Enero-2013) expresada como



Tabla N° 3 Numero de colonias aisladas por muestra analizada.

Mayo-2011 Enero-2013

Zona Hongos Bacterias Hongos Bacterias
Control 1 2 1 3
1A 2 3 3 1
1B 1 1 1 1
1C 1 2 1 1
2A 1 0 1 1
2B 2 1 0 1
2C 1 1 1 0
3A 0 1 0 1
3B 2 2 1 1
3C 1 1 1 0
Total 12 14 9 10

log (ufc/g suelo), expuestos en las Figuras N° 8, 9,10 y 11 respectivamente,
observando una carga bacteriana menor en relacion a la de los hongos. Se
observo menor crecimiento bacteriano y fungico en la zona 1B, tanto para las
muestras de mayo 2011, como las de enero 2013. Se eligieron y aislaron 24
colonias bacterianas y 21 colonias fungicas con morfologia diferente (Tabla N°
3).
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Figura N° 8. Carga fungica cultivable (UFC/g suelo) presentes en las

muestras de Mayo-2011.

En el muestreo de mayo 2011 (muestras almacenadas) el crecimiento de
hongos y bacterias cultivables fue mayor, debido a que estas muestras

presentaron mayores niveles de humedad, favoreciendo asi el crecimiento y



reproduccion de los microorganismos. El agua forma parte del protoplasma
bacteriano y sirve como medio de transporte a través del cual los compuestos
organicos y nutrientes son movilizados hasta el interior de las células (Porta y
col, 2003).

Bacterias Log ufc/g suelo
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Figura N° 9. Carga bacteriana cultivable (UFC/g suelo) presentes en las

muestras de Mayo-2011.
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Figura N° 10. Carga fungica cultivable (UFC/g suelo) presentes en

las muestras de Enero-2013.
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Figura N° 11. Carga bacteriana cultivable (UFC/g suelo) presentes en las
muestras de Enero-2013.

Por otro lado, la composicion de la comunidad microbiana del suelo es
altamente dependiente del valor de pH del mismo. Esta variable puede
determinar desde el punto de vista biolégico el tipo de organismo que se
desarrolle sobre un suelo, debido a su significativa influencia sobre la
disponibilidad de nutrientes. Al respecto, Wild (1992) afirma que los hongos y
las bacterias constituyen los dos grandes grupos de microorganismos del suelo
y el predominio de uno u otro grupo dependen de las condiciones locales,

especialmente del pH y del contenido de humedad.

Como podemos observar en la Tabla N° 2 la zona con mayor valor de
pH es la 1B para ambos muestreos, por lo que el crecimiento de los
organismos cultivables se vieron afectados por no estar en condiciones
Optimas, debido a que algunas bacterias son incapaces de crecer a pH neutro o

mayor a este.

El pH afecta en gran medida la composicion de la membrana lipidica, y
su fluidez (Lechevalier, 1977); se piensa que estos cambios en las células
ocurren para mantener la integridad y funcionalidad de la misma ante las

modificaciones de las condiciones externas. El principal mecanismo por el cual



las bacterias mantienen esta fluidez ideal de la membrana es cambiando la

composicion de los acidos grasos.

En ambos muestreos (Mayo-2011 y Enero-2013) el crecimiento de los
hongos fue mayor. Varios reportes mencionan que los hongos pueden
establecerse y crecer en condiciones de estrés, como: suelos salinos y
contaminados con metales pesados, (Gonzalez y col, 2002). Segun menciond
Jasper (1994) los hongos son importantes componentes microbianos que
disminuyen las limitaciones y se acondicionan para su crecimiento en suelos

contaminados.

Las muestras tomadas en Mayo-2011 fueron almacenadas por 18
meses, por lo que el cambio de temperatura y tiempo de almacenamiento
pudieron haber afectado el crecimiento y proporcion de los microorganismos
originalmente presentes en ellas. Sin embargo, se obtuvo una misma tendencia
gue en las muestras recientemente tomadas (Enero-2013), los hongos estan en
mayor proporcion que las bacterias Pero el crecimiento de microorganismos en
general fue menor en las muestras de Enero-2013 en comparacion con las

muestras de Mayo-2011.

Referente a la estructura de las comunidades bacterianas, se estudio la
micromorfologia para asi evaluar la diversidad de las mismas. Para ello, se
realizo la tincion de Gram, obteniéndose que la mayor parte de las colonias
bacterianas aisladas resultaran ser del tipo Gram negativo, siendo de mayor

proporcion los bacilos Gram negativos (Apéndice H).

En la Tabla N° 4 se encuentra el porcentaje de tincion de Gram para
cada muestra, en los Apéndices C, D, E y F se describen las caracteristicas de
cada colonia y en los Apéndices G y H se encuentran las imagenes de algunas

bacterias aisladas.

Como se mencion6é anteriormente, tras el analisis de la morfologia
microscopica de las colonias de bacterias aisladas (Tabla N° 4), podemos

observar que se obtuvo mayor proporcion de bacterias Gram negativas para las



diferentes muestras, esto puede deberse en un principio a que el pH de las
muestras sea alcalino (Tabla N° 2). A pesar de las condiciones de alcalinidad
de las muestras, las bacterias Gram negativas tienen diversos mecanismos de
resistencia a su disposicion, que les permiten soportar estas condiciones, ya
que pueden generar cambios de la bicapa lipidica, debido a que contienen
proteinas integrales de membrana, suficientemente grandes para permitir
procesos de difusion pasiva, por tanto actian como canales que son
especificos para diferentes tipos de moléculas, estas proteinas forman canales
llenos de agua embebidos en la membrana externa que regulan la entrada de
algunos elementos, siendo resistentes a muchos agentes, de esta manera
pueden sobrevivir a cambios externos a la membrana, asi como soportar
cambios climéaticos, agentes contaminantes, pH muy alcalinos, entre otros.
(Klebba, 2005).

En el caso de los hongos, se aislaron un total de 21 colonias (12 para las
muestras de Mayo 2011 y 9 para las muestras de Enero 2013). El apéndice F e
I, muestra una vista macroscoépica y microscopica, respectivamente, de las
colonias fungicas. Es importante destacar que el tiempo en el cual se
recolectaron las muestras fue en época seca (Enero-2013), por lo que la
humedad presente en los suelos fue muy poca, lo que reduce sustancialmente
la materia organica, dificulta el crecimiento y disminuye la posibilidad de
sobrevivencia de los hongos (Atlas y Bartha 2002), esto podemos tomarlo

como una de las posibles razones de la baja diversidad de colonias flungicas.

A pesar de que una gran cantidad de especies de hongos pueden ser
aisladas de muestras de suelo, el patrén de distribucién de los hongos se ve
afectado por la calidad de la materia organica que entra al suelo (naturaleza y
calidad de la vegetacién) y las condiciones ambientales de humedad disponible

y temperatura (Killham, 1994).



Tabla N° 4 Morfologia microscépica de las colonias de bacterias aisladas

en las muestras analizadas.

Mayo-2011

Porcentaje de colonias (%)

Zona Bacilos Gram Bacilos Gram Coco Gram Cocos Gram
Positivos Negativos Positivos Negativos
Control 0 100 0 0
1A 0 0 0 0
1B 66 34 0 0
1c 0 100 0 0
2A 50 0 0 50
2B 28 0 0 72
2C 0 100 0 0
3A 0 100 0 0
3B 10 90 0 0
3C 0 0 0 0
Enero-2013

Porcentaje de colonias (%)

Zona Bacilos Gram Bacilos Gram Coco Gram Cocos Gram
Positivos Negativos Positivos Negativos
Control 10 90 0 0
1A 0 100 0 0
1B 50 50 0 0
1c 100 0 0 0
2A 0 0 0 0
2B 0 0 0 0
2C 0 0 0 0
3A 100 0 0 0
3B 0 0 0 0
3C 0 100 0 0

Por otro lado, el pH afecta el crecimiento de los hongos, y aunque se
han registrado datos experimentales que indican un buen crecimiento a pH
desde 3.2 hasta 6,5, el 6ptimo oscila entre 4,5 y 5,5 para la mayoria de los
aislamientos probados, sin embargo, existen algunas especies con buen

crecimiento a un pH de 6.8 y 8,3 (Hung y Trappe, 1983).

Se observa que hubo mayor crecimiento de microorganismos en las

muestras de Mayo-2011, debido a que las muestras fueron recolectadas en



época de lluvia, por lo tanto estas eran mas humedas lo que favorecio el

crecimiento y desarrollo de microorganismos. Ademas, en el caso de las

muestras de Enero-2013 estas resultaron ser mas alcalinas (Tabla N° 2) debido

a la quema del terreno, como se menciond anteriormente, a su vez la

recoleccion de muestras fue en época de sequia, por lo que el contenido de

humedad es menor en comparacion de las muestras del 2011, entonces, el

crecimiento de los microorganismos se vio afectado.
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Figura N° 12. indice de Diversidad de Shannon para bacterias.
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Figura N° 13. indice de Diversidad de Shannon para hongos.

Los indices de diversidad se calcularon mediante los procesos no

paramétricos sugeridos por Shannon. En la Figura N° 14 para bacterias y la

Figura N° 15 para hongos, se muestran los valores obtenidos del indice de

Shannon calculados para ambas muestras. Los valores indicaron una menor

diversidad en la zona 1B, tanto para hongos como para bacterias. Lo cual



significa que las zonas mas alejadas a la industria, las cuales estan menos
contaminadas hay mayor diversidad, lo cual indica que la presencia de chatarra
metalica impact6é de manera negativa el crecimiento de las comunidades

microbianas.

4.3. Determinacién cuantitativa de la presencia de amilasas, proteasas y
celulasas en organismos bacterianos cultivables

El andlisis cualitativo para la determinacién de amilasas, proteasas y celulasas
se llevé a cabo mediante medios de cultivos selectivos para cada tipo de
microorganismo, tras el conteo de las ufc para cada caso se les realizé el
tratamiento matematico correspondiente, calculandose el indice de Shannon
para cada muestra obteniéndose los resultados mostrados en las Figuras N° 14
y 15.
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Figura N° 14. indice de diversidad de Shannon muestras 2011.

El andlisis del indice de diversidad de Shannon mostré diferencias
significativas entre las comunidades microbianas estudiadas, siendo
significativamente menor para las muestras de suelo Enero-2013 (Figura N°
15). Resultados similares fueron encontrados por Ushio y col. (2008), quienes
encontraron que la composicién de la comunidad microbiana mostré diferencias

significativas entre estaciones del afio y zonas contaminadas, atribuyendo



estas diferencias al efecto que pueden tener las propiedades del suelo tales
como pH, C total y N sobre diversidad microbiana.
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Figura N° 15. indice de diversidad de Shannon muestras 2013.

Se ha demostrado que los organismos celuloliticos estan
correlacionados positivamente con el contenido de humedad (Joshi y col.
1993), es por ello que las muestras del 2011 presentaron mayor crecimiento,
debido a que los niveles de humedad son mayores para estas muestras, en
este sentido, se observd menor crecimiento celulolitico en las muestras del
2013. Esto se corresponde con los resultados de Rosenbrock y col. (1995)
guienes observan una disminucion de crecimiento de las ufc en verano,
atribuido a la menor humedad ambiental.

En relacion a la proteasa se observaron bajos niveles de crecimiento en
ambos muestreos, en este mismo sentido, la proteasa del suelo es la
responsable de la descomposicion progresiva del Nitrégeno contenido en las
proteinas, considerando que la mayor parte del nitrdgeno que esta presente en
los suelos se encuentra en forma organica, constituyéndose en un gran
reservorio de este elemento, siendo en gran parte derivado de la degradacion,
por las enzimas proteasas, de las proteinas y péptidos (Mrkonjic y col., 2009).
Considerando los bajos valores de MOT (Tabla N° 2), obtenidos en general en
todas las muestras, es de esperarse la baja diversidad de estos

microorganismos, los cuales no tienen suficiente sustrato para ser degradado.



A su vez, podemos observar que una de las zonas mas afectadas es la 1B, la
cual presenta bajo nivel de MOT.

Figura N° 16. Determinacion cualitativa de presencia de microorganismos
degradadores de amilasas.
*La imagen a la izquierda indica respuesta negativa ante la tincion con lugol, en caso de la

muestra de la derecha indica presencia de microorganismos amiloliticas

En el caso de microorganismos amiloliticos, estos presentaron poca
diversidad para ambos muestreos, viéndose estas afectadas por el bajo aporte
vegetal que tiene el terreno. Las secciones 1B y 1C para las muestras Mayo-
2011 y las secciones 1B, 2B y 3C en muestras Enero-2013, no presentaron
crecimiento de estos microorganismos.

Es importante considerar que debido a cambios climaticos la poblacion
microbiana presente en un suelo no es constante, y podria cambiar entre un
afo y otro. Se tendra entonces que hacer una evaluacion de los cambios
normales que ocurren en un lugar, obteniendo asi un porcentaje de variacion
con respecto al afio anterior que debe considerarse como normal, de manera
de no incurrir en errores de estimacion de contaminacién en un sitio (Alvear y
col., 2007)

Los resultados del estudio permitieron demostrar que con el uso del
indice de diversidad no sélo se puede determinar el impacto de la actividad
metallrgica en comunidades microbianas, sino también determinar la
diversidad entre las muestras tomadas. Asi mismo, el empleo de los indices de

diversidad permiti6 analizar el efecto de las estaciones del afio, variables



fisicoquimicas, contaminacion y tiempo de almacenamiento en las

comunidades de microorganismos estudiadas.

4.4. Coeficiente Lineal de Pearson para las variables seleccionadas
En la Tabla N° 5 se muestran las correlaciones entre los parametros fisicos,
quimicos y bioloégicos en relacion al crecimiento de las comunidades

microbianas evaluadas.

Los datos obtenidos muestran una correlacion negativa con el pH y el
crecimiento de microorganismos, lo cual evidencia el hecho de que el medio
influye en el crecimiento de los mismos, tanto para hongos como bacterias.
Referente a la materia organica y los microorganismos dependientes de la
misma, observamos diferencias significativas, lo cual indica que la baja
diversidad de microorganismos afecta la degradacion de la misma, por ende los
bajos niveles de MOT. Por otro lado, en el caso de las amilasas presentaron
correlacion significativa (P<0.05) con la MOT.

Al igual que el pH, MOT, el contenido de humedad tuvo una correlacion
negativa con los microorganismos cultivables, ya que en zonas con bajos
niveles de humedad afectaron el crecimiento de los mismos. La capacidad de
intercambio cationico esta positivamente correlacionada con el pH, y un
aumento en la capacidad de intercambio cationico conlleva a un aumento
significativo (P< 0,05) del pH, sin embargo, en el caso de la CIC y la

conductividad no influyen en los indicadores biolégicos evaluados.



Tabla N° Coeficiente Lineal de Pearson para las variables
seleccionadas.
pH CE Retencion de | Humedad MOT CiCc
humedad
CE 0,6972
0,0368*
Retencion de | -0,8648 | -0,4545
humedad 0,0026* | 0,2191
Humedad -0,8412 | -0,8614 0,7112
0,0045* | 0,0028* 0,0317*
% MOT -0,8328 | -0,4524 0,7278 0,7423
0,0053* | 10,2215 0,0262* 0,0220*
CIc -0,0613 | -0,4274 -0,0405 0,5233 | 0,2214
0,8754 | 0,2512 0,9176 0,1483 | 0,5669
Bacterias -0,1897 | -0,5057 -0,2758 -0,2806 | 0,0692 | 0,2852
0,6249 | 0,1649 0,4726 -0,4646 | 0,8596 | 0,4569
Hongos 0,0421 | 0,1902 0,3590 -0,0414 | -0,1629 | 0,0523
0,9143 | 0,6239 0,3427 0,9158 | 0,6753 | 0,8936
Amilasas -0,5264 | -0,4009 0,5144 0,7539 | 0,6907 | 0,7291
0,1454 | 0,2849 0,1566 0,0189* | 0,0394* | 0,0258*
Celulasa -0,1712 | -0,4941 -0,0247 0,3297 | 0,0428 | 0,2126
0,6596 | 0,1764 0,9497 0,3862 | 0,9129 | 0,5829
Proteasa -0,4170 | -0,4758 0,3618 0,4352 | -0,0085 | -0,0865
0,2642 | 0,1955 0,3387 0,2417 | 0,9826 | 0,8249

Se presenta el coeficiente Lineal de Pearson y el P-valor que muestra si existe o no una correlacion
significativa entre o pares de variables. Los valores en rojo* indican correlaciéon significativa (P<0.05).
CIC: Capacidad de intercambio catiénico. MOT: Materia Organica total. CE: Conductividad Eléctrica.



CAPITULO V:

5.1.

Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

En las muestras de la zona 1B, la cual esta mas impactada visualmente,
se obtuvo menor crecimiento de microorganismos cultivables, se observo
la misma tendencia tanto para las muestras Mayo-2011 como para
Enero-2013. En general, se encontr6 mayor crecimiento de
microorganismos cultivables en las muestras control que en las
impactadas por la escoria metélica, lo que implica un efecto toxico del
contaminante. Ademas la cuantificacion de la carga bacteriana y fungica
cultivable fue mayor en las muestras de Mayo-2011 en comparacion con
las de Enero-2013.

En referencia a la caracterizacion macro y micro morfoloégicamente de las
bacterias se obtuvo que las bacterias Gram-negativas resultaron en
mayor proporcion que las bacterias Gram-positivas, para las diferentes

muestras.

En cuanto a los organismos degradadores de celulosa, almidén y
proteinas, se obtuvo mayor crecimiento de microorganismos celuloliticos

en comparacion a los amiloliticos y proteoliticos, para ambos muestreos.

Tras la determinacion del indice de Shannon y el estudio macro y micro-
morfologico se observo que la diversidad microbiolégica disminuyé con la
presencia de la escoria metélica. Adicionalmente, los valores del indice
de diversidad en las muestras de Enero-2013 fueron menores en relacion

con las de Mayo-2011.

Los altos niveles de pH y Na, el bajo contenido de humedad y materia
organica, asociados a la presencia del contaminante, afectaron el

crecimiento de microorganismos cultivables.



e La época climatica puede constituir un factor influyente de los cambios en

la composicién de la diversidad microbiana.

5.2. Recomendaciones

Realizar el andlisis de la diversidad a través de métodos moleculares

para tener una mejor perspectiva de los organismos presentes.

e Complementar este estudio con andlisis los &cidos grasos metil
esterificados (FAME).

e Reutilizar los excesos de arena de silice en la fabricacion de moldes y

vidrios.
e Reutilizar la chatarra en nuevos procesos de fundicion.

e El andlisis de estos resultados se podria continuar incorporando otro tipo
de variables fisicoquimicas y bioldégicas que permitan interpretar aun

mejor las diferencias entre los tratamientos estudiados.
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APENDICES
Apéndice A. Macro y Micro morfologia Microbiana

Apéndice A.1 Metodologia para realizar la morfologia de las colonias
microbianas

El crecimiento de colonias sobre la superficie de agar permite identificar las
colonias por que las especies forman a menudo colonias de una forma y
aspecto caracteristico. La Figura N° A.1 muestra las diferentes caracteristicas
utilizadas para describir la morfologia de colonias bacterianas reportadas por
Prescott y col. (2004).

- o H 8 W A

Forma

Puntiforme Circular Filamentosa Irregular Rizoide Funsiforme
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Figura A.1l. Morfologia de colonias bacterianas (Prescott y col., 2004)

Apéndice A.2 Descripciéon del método de tincion de Gram

La caracterizacion micromorfologica de las bacterias se realizé mediante la
tincion de Gram, de acuerdo al procedimiento descrito por Prescott y col. 2004
(Figura N° A-2) como sigue:

1. Se incubaron todos los microorganismos a los cuales se les iba a realizar la
tincion en 5 mL de medio LB Broth, por 24 horas.

2. Se tomo un asa de cultivo y se coloco en un porta objeto, haciendo
movimientos circulares de manera de expandirlo por la mayor cantidad de la
superficie del porta objeto. Se dejo evaporar la solucion y se fijaron las células

flameando los portaobjetos.



3. Se agreg6 una solucion de cristal violeta (Apéndice A.3), sobre las células y
se dejo actuar por 45 segundos. Se eliminé el cristal violeta mediante lavado
con agua.

4. Se afiadio lugol (Apéndice A.3) y se dej6 actuar por 45 segundos. Se lavo
con agua. Después se agrego la solucién de etanol (Apéndice A.3) hasta la
desaparicion del color azul. Inmediatamente se lavo con agua.

5. Se agreg6 una solucién de safranina (Apéndice A.3) y se dejé actuar por 45
segundos y se lavo con agua.

6. Una vez lista la tincion se observaron las células por el microscopio en aceite

de inmersion.
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Figura N° A-2. Resumen de la Tincion de Gram.

Apéndice A.3 Soluciones empleadas para la tincion de Gram

Solucién de Cristal violeta: 2 g de cristal violeta en 30 mL de etanol.

Solucion de Lugol: 1g de Yodo, 2g de yoduro de potasio en 200 mL de agua
destilada.

Solucion alcohol: Etanol al 97 %

Solucién de Safranina: 0.10 gramos de fucsina basica en 100 mL de agua

destilada

Apéndice C. Morfologia de las colonias bacterianas

Origen Forma Elevacion Margen Color Tono

Control circular plana irregular blancuzca mate

Control ™ circular elevada irregular blancuzca brillante




Control ® circular plana irregular blancuzca opaca
1A irregular elevada irregular blancuzca opaca
1A™ circular plana irregular crema brillante
1B circular convexa irregular blanca opaca
1B™ circular elevada entero blanca opaca
1B circular plana entero blancuzca opaca
1c* circular plana ondulado crema opaca
2A° irregular pulvinada erosionado blanca brillante
2A* irregular convexa ondulado blanca brillante
2B° filamentosa | elevada filamentoso blancuzca brillante
2B™ circular elevada entero blanca opaca
2B~ circular plana ondulado blancuzca brillante
2Cc* circular convexa ondulado blanca brillante
2c* irregular elevada ondulado blanca brillante
3A7 circular convexa entero blancuzca brillante
3A* irregular elevada entero blancuzca brillante
3A® circular plana ondulado crema opaca
3B~ circular elevada irregular crema brillante
3B™ puntiforme elevada entero blancuzca opaca
3B circular convexa ondulado blanca opaca
3c” circular convexa lobulado blancuzca opaca

Apéndice D. Macro morfologia de las colonias fungicas. Muestras Mayo-

2011

Origen Forma Elevacion Margen Color
Control circular elevado irregular blanco
Control ™ circular elevado irregular blanco
Control circular elevado irregular blanco
1A3 irregular elevada entero Verde oscuro
1A™ circular plana irregular crema
1B circular convexa irregular blanco
1B™ circular elevada entero blanco
1B circular Hundida en el | ondulado crema

centro




1c* puntiforme plana ondulado Borde blanco,
centro verde

2A° irregular umbonada erosionado blanco

2A* irregular convexa ondulado blanco

2B filamentosa elevada filamentoso marfil

2B™* circular elevada entero blanca

2B~ rizoide plana ondulado verde

2Cc3 circular convexa ondulado blanco

2c* irregular elevada ondulado blanco

3A° circular convexa entero Crema claro

3A* irregular elevada entero blanco

3A° circular umbonada ondulado crema

3B circular elevada irregular crema

3B™ puntiforme elevada entero Borde blanco

3B circular convexa ondulado blanco

3c?® circular convexa lobulado marfil

Apéndice D. Macromorfologia de las colonias fungicas. Muestras Enero-

2013.

Origen Forma Elevacion Margen Color Tono
Control circular plana irregular blancuzca mate
1A irregular elevada irregular blancuzca opaca
1A™ puntiforme plana irregular crema brillante
1B™ circular elevada entero blanca opaca
1B™ circular plana entero blancuzca opaca
1c* circular plana ondulado crema opaca
2A7 irregular elevada erosionado blanca brillante
2A™ irregular convexa ondulado blanca brillante
2C3 circular convexa ondulado blanca brillante
2c* irregular elevada ondulado blanca brillante
3A° circular convexa entero blancuzca brillante
3A™ irregular elevada entero blancuzca brillante
3A° circular plana ondulado crema opaca
3C® circular convexa lobulado blancuzca opaca




Apéndice F. Macromorfologia de las colonias fungicas. Muestras Enero-

2013.

Origen Forma Elevacion Margen Color

Control circular elevado irregular blanco

Control ™ circular elevada irregular blanco

Control circular elevado irregular blanco

1A irregular elevada entero Verde oscuro

1A™ circular plana irregular verde

1B circular convexa irregular blanco

1B™ circular elevada entero Borde blanco,
centro verde

1c* puntiforme plana ondulado coral

2A° irregular umbonada erosionado blanco

2A* irregular convexa ondulado Verde oscuro

2B™ circular elevada entero blanco

2B” rizoide plana ondulado verde

2C> circular convexa ondulado coral

2c* irregular elevada ondulado blanco

3A° circular convexa entero verde

3A* irregular elevada entero crema

3A° circular umbonada ondulado crema

3B circular elevada irregular crema

3B™ puntiforme elevada entero Borde blanco

3B circular convexa ondulado blanco

3C® circular plano lobulado verde

Apéndice G. indice de Shannon

El indice de Shannon (Srivastava y col. 2007) es un parametro de diversidad

utilizado para relacionar la existencia individual de individuos de acuerdo a una

poblacién existente. Este indice se calcula de acuerdo a las siguientes

ecuaciones:

Primero se calcula el numero total de muestras de acuerdo a cada especie en

estudio y se suman, obteniendo un Nioa.




Ntotal = Npacterias + Nhongos

Luego se calcula Pi que es la abundancia relativa o proporcion de cada especie
en la poblacion, de acuerdo a:
Pi = n; donde n; es el valor de <cada muestra

N total

Por ultimo se determina el Logl0 de Pi y este valor se le multiplica a Pi y se
suman todos los valores (donde esto es igual a Q), en este caso para las

bacterias y para los hongos.
El indice de Shannon, H, se calcula con el inverso negativo de Q.
Q=ZPi*logPi H=-1

Q

Con H se realizara el gréafico de diversidad de acuerdo a cada muestra.



Apéndice H. Microfotografia de algunas bacterias aisladas, tras la tincion

de Gram.

Figura H.4 Muestra 3A3, bacilo negativo.

. -3 .
Figura H.1 Muestra 2A™, Coco Negativo. Enero-2013.

Mayo-2011.

Figura H.5 Muestra 1C-4, bacilo positivo.
Enero-2013.

Figura H.2 Muestra 3B, bacilo negativo.
Mayo-2011.

Figura H.3 Muestra Control®, bacilo
negativo. Mayo-2011 Figura H.6 Muestra 1B-5, bacilo negativo.

Enero-2013



Apéndice |. Fotos de algunos hongos aislados.

Figura I. 1 Muestra 1c. Mayo-2011. Figura 1.4 Muestra 1B™. Mayo-2011.

Figura 1.2 Muestra 1A-5. Mayo-2011. Figura 1.5 Muestra 1C 3. Enero-2013.

Figura 1.3 Muestra 1C-4. Mayo-2011. Figura I.5 Muestra 1A™. Enero-2013



Apéndice J. Coeficiente de Correlaciéon de Pearson

Como expresa el autor (Camacho C. 2007), el coeficiente de correlacion de
Pearson viene definido por la siguiente expresion:

_ LZZy
Ty =~

Una vez calculado el valor del coeficiente de correlacién, interesa determinar
si tal valor obtenido muestra que las variables X e Y estan relacionadas en
realidad o tan solo presentan dicha relacion como consecuencia del azar.
Desde el supuesto de la Hipotesis nula, se demuestra que la distribuciéon
muestral de correlaciones procedentes de una poblacion caracterizada por
una correlacion igual a cero sigue una ley de Student con N-2 grados de

libertad, con media del valor poblacional y desviacion tipo:

A efectos practicos, se calcula el numero de desviaciones tipo, donde se
encuentra el coeficiente obtenido del centro de la distribucion, segun la
formula conocida:

'1—r'x},—2
N-2

Y se compara el valor obtenido con el existente en las Tablas para un cierto

[ =

nivel de significacion a y N-2 grados de libertad - t (o n-2) -, que como se sabe,

marca el limite de baja probabilidad de ocurrencia, segun la Hipétesis nula:



t>1t@n-2): Se rechaza la Hipoétesis nula. La correlacion obtenida no procede
de una poblacién cuyo valor py= 0. Por tanto las variables estan
relacionadas.
t @n-2) >t Se acepta la Hipétesis nula. La correlacion obtenida procede de
una poblacion cuyo valor py~= 0. Por tanto ambas variables no estan
relacionadas.



Apéndice K. Andlisis estadistico comparativo entre las diferentes
muestras.

Andlisis estadistico pH

Prueba de mdltiple rango

Metodo: 95,0 porciento LSD

Count Mean Homogeneous Groups
pH control 2011 (3 6,66333 X
pH 3A 2011 3 7,0 X
pH 3B 2011 3 7,41 X
pH 3C 2011 3 7,53333 X
pH control 2013 |3 7,54 X
pH 3A 2013 3 7,84333 X
pH 2C 2011 3 7,97 XX
pH 3C 2013 3 8,10333 X
pH 2C 2013 3 8,29667 X
pH 2A 2011 3 8,31 X
pH 3B 2013 3 8,39333 X
pH 2A 2013 3 9,02667 X
pH 2B 2013 3 9,07333 X
pH 1C 2011 3 9,12 XX
pH 2B 2011 3 9,12667 XX
pH 1A 2011 3 9,13667 XX
pH 1B 2011 3 9,25 X
pH 1A 2013 3 9,28 XX
pH 1B 2013 3 9,45 X
pH 1C 2013 3 9,67333 X
Contrast Sig. |Difference +/- Limits
pH control 2011 - pH control 2013 | * -0,876667 0,175406
pH control 2011 - pH 1A 2011 * -2,47333 0,175406
pH control 2011 - pH 1A 2013 * -2,61667 0,175406
pH control 2011 - pH 1B 2011 * -2,58667 0,175406
pH control 2011 - pH 1B 2013 * -2,78667 0,175406
pH control 2011 - pH 1C 2011 * -2,45667 0,175406
pH control 2011 - pH 1C 2013 * -3,01 0,175406
pH control 2011 - pH 2A 2011 * -1,64667 0,175406
pH control 2011 - pH 2A 2013 * -2,36333 0,175406
pH control 2011 - pH 2B 2011 * -2,46333 0,175406
pH control 2011 - pH 2B 2013 * -2,41 0,175406
pH control 2011 - pH 2C 2011 * -1,30667 0,175406
pH control 2011 - pH 2C 2013 * -1,63333 0,175406
pH control 2011 - pH 3A 2011 * -0,336667 0,175406
pH control 2011 - pH 3A 2013 * -1,18 0,175406
pH control 2011 - pH 3B 2011 * -0,746667 0,175406
pH control 2011 - pH 3B 2013 * -1,73 0,175406
pH control 2011 - pH 3C 2011 * -0,87 0,175406
pH control 2011 - pH 3C 2013 * -1,44 0,175406




pH control 2013 - pH 1A 2011 * -1,59667 0,175406
pH control 2013 - pH 1A 2013 * -1,74 0,175406
pH control 2013 - pH 1B 2011 * -1,71 0,175406
pH control 2013 - pH 1B 2013 * -1,91 0,175406
pH control 2013 - pH 1C 2011 * -1,58 0,175406
pH control 2013 - pH 1C 2013 * -2,13333 0,175406
pH control 2013 - pH 2A 2011 * -0,77 0,175406
pH control 2013 - pH 2A 2013 * -1,48667 0,175406
pH control 2013 - pH 2B 2011 * -1,58667 0,175406
pH control 2013 - pH 2B 2013 * -1,53333 0,175406
pH control 2013 - pH 2C 2011 * -0,43 0,175406
pH control 2013 - pH 2C 2013 * -0,756667 0,175406
pH control 2013 - pH 3A 2011 * 0,54 0,175406
pH control 2013 - pH 3A 2013 * -0,303333 0,175406
pH control 2013 - pH 3B 2011 0,13 0,175406
pH control 2013 - pH 3B 2013 * -0,853333 0,175406
pH control 2013 - pH 3C 2011 0,00666667 0,175406
pH control 2013 - pH 3C 2013 * -0,563333 0,175406
pH 1A 2011 - pH 1A 2013 -0,143333 0,175406
pH 1A 2011 - pH 1B 2011 -0,113333 0,175406
pH 1A 2011 - pH 1B 2013 * -0,313333 0,175406
pH 1A 2011 - pH 1C 2011 0,0166667 0,175406
pH 1A 2011 - pH 1C 2013 -0,536667 0,175406
pH 1A 2011 - pH 2A 2011 0,826667 0,175406
pH 1A 2011 - pH 2A 2013 0,11 0,175406
pH 1A 2011 - pH 2B 2011 0,01 0,175406
pH 1A 2011 - pH 2B 2013 0,0633333 0,175406
pH 1A 2011 - pH 2C 2011 * 1,16667 0,175406
pH 1A 2011 - pH 2C 2013 * 0,84 0,175406
pH 1A 2011 - pH 3A 2011 * 2,13667 0,175406
pH 1A 2011 - pH 3A 2013 * 1,29333 0,175406
pH 1A 2011 - pH 3B 2011 * 1,72667 0,175406
pH 1A 2011 - pH 3B 2013 * 0,743333 0,175406
pH 1A 2011 - pH 3C 2011 * 1,60333 0,175406
pH 1A 2011 - pH 3C 2013 * 1,03333 0,175406
pH 1A 2013 - pH 1B 2011 0,03 0,175406
pH 1A 2013 - pH 1B 2013 -0,17 0,175406
pH 1A 2013 - pH 1C 2011 0,16 0,175406
pH 1A 2013 - pH 1C 2013 * -0,393333 0,175406
pH 1A 2013 - pH 2A 2011 * 0,97 0,175406
pH 1A 2013 - pH 2A 2013 * 0,253333 0,175406
pH 1A 2013 - pH 2B 2011 0,153333 0,175406
pH 1A 2013 - pH 2B 2013 * 0,206667 0,175406
pH 1A 2013 - pH 2C 2011 * 1,31 0,175406
pH 1A 2013 - pH 2C 2013 * 0,983333 0,175406
pH 1A 2013 - pH 3A 2011 * 2,28 0,175406
pH 1A 2013 - pH 3A 2013 * 1,43667 0,175406
pH 1A 2013 - pH 3B 2011 * 1,87 0,175406
pH 1A 2013 - pH 3B 2013 * 0,886667 0,175406
pH 1A 2013 - pH 3C 2011 * 1,74667 0,175406
pH 1A 2013 - pH 3C 2013 * 1,17667 0,175406
pH 1B 2011 - pH 1B 2013 * -0,2 0,175406
pH 1B 2011 - pH 1C 2011 0,13 0,175406
pH 1B 2011 - pH 1C 2013 * -0,423333 0,175406




pH 1B 2011 - pH 2A 2011 > 10,94 0,175406
pH 1B 2011 - pH 2A 2013 > |0,223333 0,175406
pH 1B 2011 - pH 2B 2011 0,123333 0,175406
pH 1B 2011 - pH 2B 2013 *0,176667 0,175406
pH 1B 2011 - pH 2C 2011 * 1,28 0,175406
pH 1B 2011 - pH 2C 2013 *10,953333 0,175406
pH 1B 2011 - pH 3A 2011 * 2,25 0,175406
pH 1B 2011 - pH 3A 2013 * |1,40667 0,175406
pH 1B 2011 - pH 3B 2011 * 1,84 0,175406
pH 1B 2011 - pH 3B 2013 *0,856667 0,175406
pH 1B 2011 - pH 3C 2011 * [1,71667 0,175406
pH 1B 2011 - pH 3C 2013 * |1,14667 0,175406
pH 1B 2013 - pH 1C 2011 * 1033 0,175406
pH 1B 2013 - pH 1C 2013 * [-0,223333 0,175406
pH 1B 2013 - pH 2A 2011 1,14 0,175406
pH 1B 2013 - pH 2A 2013 * 0,423333 0,175406
pH 1B 2013 - pH 2B 2011 * 10,323333 0,175406
pH 1B 2013 - pH 2B 2013 *|0,376667 0,175406
pH 1B 2013 - pH 2C 2011 > 1,48 0,175406
pH 1B 2013 - pH 2C 2013 * [1,15333 0,175406
pH 1B 2013 - pH 3A 2011 * 2,45 0,175406
pH 1B 2013 - pH 3A 2013 * [1,60667 0,175406
pH 1B 2013 - pH 3B 2011 > 2,04 0,175406
pH 1B 2013 - pH 3B 2013 * [1,05667 0,175406
pH 1B 2013 - pH 3C 2011 * |1,91667 0,175406
pH 1B 2013 - pH 3C 2013 * |1,34667 0,175406
pH 1C 2011 - pH 1C 2013 * |-0,553333 0,175406
pH 1C 2011 - pH 2A 2011 * 081 0,175406
pH 1C 2011 - pH 2A 2013 0,0933333 0,175406
pH 1C 2011 - pH 2B 2011 -0,00666667 __ |0,175406
pH 1C 2011 - pH 2B 2013 0,0466667 0,175406
pH 1C 2011 - pH 2C 2011 * |L15 0,175406
pH 1C 2011 - pH 2C 2013 * |0,823333 0,175406
pH 1C 2011 - pH 3A 2011 (2,12 0,175406
pH 1C 2011 - pH 3A 2013 * |1,27667 0,175406
pH 1C 2011 - pH 3B 2011 * [171 0,175406
pH 1C 2011 - pH 3B 2013 *|0,726667 0,175406
pH 1C 2011 - pH 3C 2011 * |1,58667 0,175406
pH 1C 2011 - pH 3C 2013 * |1,01667 0,175406
pH 1C 2013 - pH 2A 2011 * |1,36333 0,175406
pH 1C 2013 - pH 2A 2013 * | 0,646667 0,175406
pH 1C 2013 - pH 2B 2011 * | 0,546667 0,175406
pH 1C 2013 - pH 2B 2013 * 106 0,175406
pH 1C 2013 - pH 2C 2011 * |1,70333 0,175406
pH 1C 2013 - pH 2C 2013 * |1,37667 0,175406
pH 1C 2013 - pH 3A 2011 * |2,67333 0,175406
pH 1C 2013 - pH 3A 2013 * 1,83 0,175406
pH 1C 2013 - pH 3B 2011 * |2,26333 0,175406
pH 1C 2013 - pH 3B 2013 * 1,28 0,175406
pH 1C 2013 - pH 3C 2011 * (2,14 0,175406
pH 1C 2013 - pH 3C 2013 * |157 0,175406
pH 2A 2011 - pH 2A 2013 *|-0,716667 0,175406
pH 2A 2011 - pH 2B 2011 * |-0,816667 0,175406
pH 2A 2011 - pH 2B 2013 * |-0,763333 0,175406




pH 2A 2011 - pH 2C 2011 * 0,34 0,175406
pH 2A 2011 - pH 2C 2013 0,0133333 0,175406
pH 2A 2011 - pH 3A 2011 1,31 0,175406
pH 2A 2011 - pH 3A 2013 0,466667 0,175406
pH 2A 2011 - pH 3B 2011 0,9 0,175406
pH 2A 2011 - pH 3B 2013 -0,0833333 0,175406
pH 2A 2011 - pH 3C 2011 0,776667 0,175406
pH 2A 2011 - pH 3C 2013 0,206667 0,175406
pH 2A 2013 - pH 2B 2011 -0,1 0,175406
pH 2A 2013 - pH 2B 2013 -0,0466667 0,175406
pH 2A 2013 - pH 2C 2011 * 1,05667 0,175406
pH 2A 2013 - pH 2C 2013 * 0,73 0,175406
pH 2A 2013 - pH 3A 2011 * 2,02667 0,175406
pH 2A 2013 - pH 3A 2013 * 1,18333 0,175406
pH 2A 2013 - pH 3B 2011 * 1,61667 0,175406
pH 2A 2013 - pH 3B 2013 * 0,633333 0,175406
pH 2A 2013 - pH 3C 2011 * 1,49333 0,175406
pH 2A 2013 - pH 3C 2013 * 0,923333 0,175406
pH 2B 2011 - pH 2B 2013 0,0533333 0,175406
pH 2B 2011 - pH 2C 2011 * 1,15667 0,175406
pH 2B 2011 - pH 2C 2013 * 0,83 0,175406
pH 2B 2011 - pH 3A 2011 * 2,12667 0,175406
pH 2B 2011 - pH 3A 2013 * 1,28333 0,175406
pH 2B 2011 - pH 3B 2011 * 1,71667 0,175406
pH 2B 2011 - pH 3B 2013 * 0,733333 0,175406
pH 2B 2011 - pH 3C 2011 * 1,59333 0,175406
pH 2B 2011 - pH 3C 2013 * 1,02333 0,175406
pH 2B 2013 - pH 2C 2011 * 1,10333 0,175406
pH 2B 2013 - pH 2C 2013 * 0,776667 0,175406
pH 2B 2013 - pH 3A 2011 * 2,07333 0,175406
pH 2B 2013 - pH 3A 2013 * 1,23 0,175406
pH 2B 2013 - pH 3B 2011 * 1,66333 0,175406
pH 2B 2013 - pH 3B 2013 * 0,68 0,175406
pH 2B 2013 - pH 3C 2011 * 1,54 0,175406
pH 2B 2013 - pH 3C 2013 * 0,97 0,175406
pH 2C 2011 - pH 2C 2013 * -0,326667 0,175406
pH 2C 2011 - pH 3A 2011 * 0,97 0,175406
pH 2C 2011 - pH 3A 2013 0,126667 0,175406
pH 2C 2011 - pH 3B 2011 * 0,56 0,175406
pH 2C 2011 - pH 3B 2013 * -0,423333 0,175406
pH 2C 2011 - pH 3C 2011 * 0,436667 0,175406
pH 2C 2011 - pH 3C 2013 -0,133333 0,175406
pH 2C 2013 - pH 3A 2011 1,29667 0,175406
pH 2C 2013 - pH 3A 2013 0,453333 0,175406
pH 2C 2013 - pH 3B 2011 0,886667 0,175406
pH 2C 2013 - pH 3B 2013 -0,0966667 0,175406
pH 2C 2013 - pH 3C 2011 * 0,763333 0,175406
pH 2C 2013 - pH 3C 2013 * 0,193333 0,175406
pH 3A 2011 - pH 3A 2013 * -0,843333 0,175406
pH 3A 2011 - pH 3B 2011 * -0,41 0,175406
pH 3A 2011 - pH 3B 2013 * -1,39333 0,175406
pH 3A 2011 - pH 3C 2011 * -0,533333 0,175406
pH 3A 2011 - pH 3C 2013 * -1,10333 0,175406
pH 3A 2013 - pH 3B 2011 * 0,433333 0,175406




pH 3A 2013 - pH 3B 2013 * -0,55 0,175406
pH 3A 2013 - pH 3C 2011 * 0,31 0,175406
pH 3A 2013 - pH 3C 2013 * -0,26 0,175406
pH 3B 2011 - pH 3B 2013 * -0,983333 0,175406
pH 3B 2011 - pH 3C 2011 -0,123333 0,175406
pH 3B 2011 - pH 3C 2013 * -0,693333 0,175406
pH 3B 2013 - pH 3C 2011 * 0,86 0,175406
pH 3B 2013 - pH 3C 2013 * 0,29 0,175406
pH 3C 2011 - pH 3C 2013 * -0,57 0,175406

* denotes a statistically significant difference.

The StatAdvisor

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are significantly different from
which others. The bottom half of the output shows the estimated difference between each pair of means. An
asterisk has been placed next to 164 pairs, indicating that these pairs show statistically significant differences at
the 95,0% confidence level. At the top of the page, 10 homogenous groups are identified using columns of X's.
Within each column, the levels containing X's form a group of means within which there are no statistically
significant differences. The method currently being used to discriminate among the means is Fisher's least
significant difference (LSD) procedure. With this method, there is a 5,0% risk of calling each pair of means
significantly different when the actual difference equals 0.

Conductividad eléctrica

Multiple Range Tests

Method: 95,0 percent LSD

Count [Mean Homogeneous Groups
pS 3C 2013 3 40,6667 |[X
uS 3B 2013 3 55,6667 |XX
pS 3A 2013 3 64,3333 XX
pS 3A 2011 3 78,8 XX
pS control 2013 |3 85,0 X
pS 2C 2013 3 89,3333 X
pS 2A 2011 3 89,9333 XX
pS 2B 2013 3 109,667 X
pS 2A 2013 3 136,667 X
pS 1A 2013 3 141,667 X
pS control 2011 |3 163,6 X
pS 1C 2013 3 164,333 XX
pS 3C 2011 3 165,867 XX
pS 1B 2013 3 173,667 XXX
pS 2C 2011 3 179,567 XXXX
pS 3B 2011 3 183,6 XXX
pS 1C 2011 3 189,8 XX
pS 2B 2011 3 199,367 XX
pS 1A 2011 3 211,667 X
pS 1B 2011 3 294,667 X
Contrast Sig. |Difference  |+/- Limits
pS control 2011 - uS control 2013 * 78,6 19,9245
pS control 2011 - uS 1A 2011 * -48,0667 19,9245
pS control 2011 - uS 1A 2013 * 21,9333 19,9245




pS control 2011 - uS 1B 2011 * -131,067 19,9245
uS control 2011 - uS 1B 2013 -10,0667 19,9245
uS control 2011 - uS 1C 2011 * -26,2 19,9245
S control 2011 - puS 1C 2013 -0,733333 19,9245
uS control 2011 - uS 2A 2011 * 73,6667 19,9245
uS control 2011 - uS 2A 2013 * 26,9333 19,9245
uS control 2011 - uS 2B 2011 * -35,7667 19,9245
uS control 2011 - uS 2B 2013 * 53,9333 19,9245
S control 2011 - uS 2C 2011 -15,9667 19,9245
uS control 2011 - uS 2C 2013 * 74,2667 19,9245
uS control 2011 - uS 3A 2011 * 84,8 19,9245
uS control 2011 - uS 3A 2013 * 99,2667 19,9245
uS control 2011 - uS 3B 2011 * -20,0 19,9245
uS control 2011 - uS 3B 2013 * 107,933 19,9245
uS control 2011 - uS 3C 2011 -2,26667 19,9245
uS control 2011 - uS 3C 2013 * 122,933 19,9245
uS control 2013 - uS 1A 2011 * -126,667 19,9245
S control 2013 - uS 1A 2013 * -56,6667 19,9245
S control 2013 - uS 1B 2011 * -209,667 19,9245
S control 2013 - uS 1B 2013 * -88,6667 19,9245
uS control 2013 - uS 1C 2011 * -104,8 19,9245
S control 2013 - uS 1C 2013 * -79,3333 19,9245
S control 2013 - uS 2A 2011 -4,93333 19,9245
S control 2013 - uS 2A 2013 * -51,6667 19,9245
uS control 2013 - uS 2B 2011 * -114,367 19,9245
S control 2013 - uS 2B 2013 * -24,6667 19,9245
S control 2013 - uS 2C 2011 * -94,5667 19,9245
S control 2013 - uS 2C 2013 -4,33333 19,9245
S control 2013 - uS 3A 2011 6,2 19,9245
S control 2013 - uS 3A 2013 * 20,6667 19,9245
S control 2013 - uS 3B 2011 * -98,6 19,9245
S control 2013 - uS 3B 2013 * 29,3333 19,9245
uS control 2013 - uS 3C 2011 * -80,8667 19,9245
uS control 2013 - uS 3C 2013 * 44,3333 19,9245
pS 1A 2011 - puS 1A 2013 * 70,0 19,9245
pS 1A 2011 - uS 1B 2011 * -83,0 19,9245
pS 1A 2011 - uS 1B 2013 * 38,0 19,9245
pS 1A 2011 - uS 1C 2011 * 21,8667 19,9245
pS 1A 2011 - uS 1C 2013 * 47,3333 19,9245
uS 1A 2011 - uS 2A 2011 * 121,733 19,9245
uS 1A 2011 - uS 2A 2013 * 75,0 19,9245
uS 1A 2011 - uS 2B 2011 12,3 19,9245
uS 1A 2011 - uS 2B 2013 * 102,0 19,9245
uS 1A 2011 - uS 2C 2011 * 32,1 19,9245
uS 1A 2011 - uS 2C 2013 * 122,333 19,9245
uS 1A 2011 - uS 3A 2011 * 132,867 19,9245
uS 1A 2011 - uS 3A 2013 * 147,333 19,9245
uS 1A 2011 - uS 3B 2011 * 28,0667 19,9245
pS 1A 2011 - uS 3B 2013 * 156,0 19,9245
uS 1A 2011 - uS 3C 2011 * 45,8 19,9245
uS 1A 2011 - uS 3C 2013 * 1710 19,9245
uS 1A 2013 - uS 1B 2011 * -153,0 19,9245
uS 1A 2013 - uS 1B 2013 * -32,0 19,9245
uS 1A 2013 - uS 1C 2011 * -48,1333 19,9245




uS 1A 2013 - uS 1C 2013 * 22,6667 19,9245
uS 1A 2013 - pS 2A 2011 * |51,7333 19,0245
uS 1A 2013 - pS 2A 2013 5,0 19,9245
uS 1A 2013 - S 2B 2011 * [57,7 19,9245
uS 1A 2013 - pS 2B 2013 > 32,0 19,9245
uS 1A 2013 - pS 2C 2011 * 37,9 19,9245
uS 1A 2013 - pS 2C 2013 * 52,3333 19,9245
uS 1A 2013 - pS 3A 2011 * 62,8667 19,9245
uS 1A 2013 - pS 3A 2013 * 77,3333 19,9245
uS 1A 2013 - pS 3B 2011 * |-41,9333  |19,9245
uS 1A 2013 - pS 3B 2013 * 86,0 19,9245
uS 1A 2013 - pS 3C 2011 * 242 19,9245
uS 1A 2013 - pS 3C 2013 * [101,0 19,9245
uS 1B 2011 - uS 1B 2013 * [121,0 19,9245
uS 1B 2011 - uS 1C 2011 * 104,867 19,9245
uS 1B 2011 - uS 1C 2013 * 130,333 19,9245
uS 1B 2011 - uS 2A 2011 * 204,733 19,9245
uS 1B 2011 - uS 2A 2013 * [158,0 19,9245
uS 1B 2011 - uS 2B 2011 * 953 19,9245
uS 1B 2011 - uS 2B 2013 * [1850 19,9245
uS 1B 2011 - uS 2C 2011 * 1151 19,9245
uS 1B 2011 - uS 2C 2013 * 205,333 19,9245
uS 1B 2011 - uS 3A 2011 * 215,867 19,9245
uS 1B 2011 - uS 3A 2013 * 230,333 19,9245
uS 1B 2011 - uS 3B 2011 * 111,067 19,9245
uS 1B 2011 - uS 3B 2013 * (2390 19,9245
uS 1B 2011 - uS 3C 2011 * |128,8 19,9245
uS 1B 2011 - uS 3C 2013 * 2540 19,9245
uS 1B 2013 - uS 1C 2011 -16,1333 _ |19,9245
uS 1B 2013 - uS 1C 2013 9,33333 19,9245
uS 1B 2013 - pS 2A 2011 83,7333 19,9245
uS 1B 2013 - uS 2A 2013 37,0 19,9245
uS 1B 2013 - uS 2B 2011 25,7 19,9245
uS 1B 2013 - uS 2B 2013 64,0 19,9245
uS 1B 2013 - uS 2C 2011 5,9 19,9245
uS 1B 2013 - uS 2C 2013 * 84,3333 19,9245
uS 1B 2013 - uS 3A 2011 94,8667 19,9245
uS 1B 2013 - uS 3A 2013 109,333 19,9245
uS 1B 2013 - uS 3B 2011 -0,03333  |19,9245
uS 1B 2013 - uS 3B 2013 * [118,0 19,9245
uS 1B 2013 - uS 3C 2011 7.8 19,9245
uS 1B 2013 - uS 3C 2013 * 1330 19,9245
uS 1C 2011 - uS 1C 2013 * 25,4667 19,9245
uS 1C 2011 - pS 2A 2011 * 99,8667 19,9245
uS 1C 2011 - uS 2A 2013 * [53,1333 19,9245
uS 1C 2011 - uS 2B 2011 -0,56667 | 19,9245
uS 1C 2011 - uS 2B 2013 * 80,1333 19,9245
uS 1C 2011 - uS 2C 2011 10,2333 19,9245
uS 1C 2011 - pS 2C 2013 100,467 19,0245
uS 1C 2011 - pS 3A 2011 111,0 19,9245
uS 1C 2011 - uS 3A 2013 125,467 19,9245
uS 1C 2011 - uS 3B 2011 6,2 19,9245
uS 1C 2011 - uS 3B 2013 134,133 19,0245
uS 1C 2011 - uS 3C 2011 23,9333 19,0245




pS 1C 2011 - pS 3C 2013 * 149,133 19,9245
pS 1C 2013 - uS 2A 2011 * 74,4 19,9245
pS 1C 2013 - puS 2A 2013 * 27,6667 19,9245
pS 1C 2013 - puS 2B 2011 * -35,0333 19,9245
pS 1C 2013 - pS 2B 2013 * 54,6667 19,9245
pS 1C 2013 - pS 2C 2011 -15,2333 19,9245
pS 1C 2013 - pS 2C 2013 * 75,0 19,9245
pS 1C 2013 - uS 3A 2011 * 85,5333 19,9245
pS 1C 2013 - uS 3A 2013 * 100,0 19,9245
pS 1C 2013 - pS 3B 2011 -19,2667 19,9245
pS 1C 2013 - pS 3B 2013 * 108,667 19,9245
pS 1C 2013 - pS 3C 2011 -1,53333 19,9245
pS 1C 2013 - pS 3C 2013 123,667 19,9245
pS 2A 2011 - pS 2A 2013 -46,7333 19,9245
pS 2A 2011 - uS 2B 2011 -109,433 19,9245
pS 2A 2011 - pS 2B 2013 -19,7333 19,9245
pS 2A 2011 - pS 2C 2011 * -89,6333 19,9245
pS 2A 2011 - pS 2C 2013 0,6 19,9245
pS 2A 2011 - pS 3A 2011 11,1333 19,9245
pS 2A 2011 - pS 3A 2013 * 25,6 19,9245
pS 2A 2011 - uS 3B 2011 * -93,6667 19,9245
pS 2A 2011 - pS 3B 2013 * 34,2667 19,9245
pS 2A 2011 - pS 3C 2011 * -75,9333 19,9245
pS 2A 2011 - pS 3C 2013 * 49,2667 19,9245
pS 2A 2013 - uS 2B 2011 * -62,7 19,9245
pS 2A 2013 - pS 2B 2013 * 27,0 19,9245
pS 2A 2013 - pS 2C 2011 * -42,9 19,9245
pS 2A 2013 - pS 2C 2013 * 47,3333 19,9245
pS 2A 2013 - pS 3A 2011 * 57,8667 19,9245
pS 2A 2013 - pS 3A 2013 * 72,3333 19,9245
pS 2A 2013 - pS 3B 2011 * -46,9333 19,9245
pS 2A 2013 - pS 3B 2013 * 81,0 19,9245
pS 2A 2013 - puS 3C 2011 * -29,2 19,9245
uS 2A 2013 - uS 3C 2013 * 96,0 19,9245
pS 2B 2011 - pS 2B 2013 * 89,7 19,9245
uS 2B 2011 - uS 2C 2011 19,8 19,9245
pS 2B 2011 - pS 2C 2013 110,033 19,9245
pS 2B 2011 - uS 3A 2011 120,567 19,9245
pS 2B 2011 - pS 3A 2013 135,033 19,9245
uS 2B 2011 - uS 3B 2011 15,7667 19,9245
uS 2B 2011 - uS 3B 2013 * 143,7 19,9245
uS 2B 2011 - uS 3C 2011 * 33,5 19,9245
uS 2B 2011 - uS 3C 2013 * 158,7 19,9245
uS 2B 2013 - uS 2C 2011 * -69,9 19,9245
uS 2B 2013 - uS 2C 2013 * 20,3333 19,9245
pS 2B 2013 - uS 3A 2011 * 30,8667 19,9245
pS 2B 2013 - uS 3A 2013 * 45,3333 19,9245
pS 2B 2013 - uS 3B 2011 * -73,9333 19,9245
pS 2B 2013 - uS 3B 2013 * 54,0 19,9245
pS 2B 2013 - uS 3C 2011 * -56,2 19,9245
pS 2B 2013 - uS 3C 2013 * 69,0 19,9245
pS 2C 2011 - pS 2C 2013 * 90,2333 19,9245
pS 2C 2011 - uS 3A 2011 * 100,767 19,9245
pS 2C 2011 - uS 3A 2013 * 115,233 19,9245




puS 2C 2011 - pS 3B 2011 -4,03333 19,9245

uS 2C 2011 - pS 3B 2013 * 1239 19,9245
pS 2C 2011 - pS 3C 2011 13,7 19,9245
pS 2C 2011 - pS 3C 2013 * 138,9 19,9245
pS 2C 2013 - uS 3A 2011 10,5333 19,9245

pS 2C 2013 - puS 3A 2013
pS 2C 2013 - pS 3B 2011
pS 2C 2013 - pS 3B 2013
pS 2C 2013 - pS 3C 2011 -76,5333 19,9245
pS 2C 2013 - pS 3C 2013 48,6667 19,9245
pS 3A 2011 - pS 3A 2013 14,4667 19,9245

25,0 19,9245
-94,2667 19,9245
33,6667 19,9245

B B I e

pS 3A 2011 - uS 3B 2011 * -104,8 19,9245
pS 3A 2011 - uS 3B 2013 * 23,1333 19,9245
pS 3A 2011 - puS 3C 2011 * -87,0667 19,9245
pS 3A 2011 - pS 3C 2013 * 38,1333 19,9245
pS 3A 2013 - uS 3B 2011 * -119,267 19,9245
pS 3A 2013 - uS 3B 2013 8,66667 19,9245
pS 3A 2013 - uS 3C 2011 * -101,533 19,9245
pS 3A 2013 - pS 3C 2013 * 23,6667 19,9245
pS 3B 2011 - pS 3B 2013 * 127,933 19,9245
pS 3B 2011 - pS 3C 2011 17,7333 19,9245
pS 3B 2011 - pS 3C 2013 * 142,933 19,9245
pS 3B 2013 - pS 3C 2011 * -110,2 19,9245
pS 3B 2013 - pS 3C 2013 15,0 19,9245
pS 3C 2011 - pS 3C 2013 * 125,2 19,9245

* denotes a statistically significant difference.

The StatAdvisor

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are significantly different from
which others. The bottom half of the output shows the estimated difference between each pair of means. An
asterisk has been placed next to 158 pairs, indicating that these pairs show statistically significant differences at
the 95,0% confidence level. At the top of the page, 12 homogenous groups are identified using columns of X's.
Within each column, the levels containing X's form a group of means within which there are no statistically
significant differences. The method currently being used to discriminate among the means is Fisher's least
significant difference (LSD) procedure. With this method, there is a 5,0% risk of calling each pair of means
significantly different when the actual difference equals 0.

Retencidon de humedad

Multiple Range Tests

Method: 95,0 percent LSD

Count [Mean Homogeneous Groups
RH 2B 2013 3 12,74 X
RH 1C 2013 3 12,81 X
RH 1B 2013 3 14,8533 |XX
RH 2B 2011 3 19,73 XX
RH 1A 2013 3 19,84 XX
RH 2A 2013 3 20,2567 XXX
RH 3C 2013 3 21,0 XXX
RH 3A 2013 3 23,52 XXXX
RH 2A 2011 3 26,1033 XXXX
RH 2C 2013 3 26,8933 XXXX




RH 3B 2013 3 27,23 XXX

RH 1B 2011 3 28,5967 XXX

RH 1C 2011 3 28,9067 XXXX

RH 1A 2011 3 29,1667 XXXX

RH Control 2013 3 30,12 XXX

RH 3B 2011 3 31,3133 XXX

RH 3A 2011 3 32,54 XX

RH 2C 2011 3 34,8333 XX

RH Control 2011 3 38,88 X

RH 3C 2011 3 44,9133 X

Contrast Sig. [Difference  |+/- Limits
RH Control 2011 - RH Control 2013 * 8,76 5,97603
RH Control 2011 - RH 1A 2011 * 9,71333 5,97603
RH Control 2011 - RH 1A 2013 * 19,04 5,97603
RH Control 2011 - RH 1B 2011 * 10,2833 5,97603
RH Control 2011 - RH 1B 2013 * 24,0267 5,97603
RH Control 2011 - RH 1C 2011 * 9,97333 5,97603
RH Control 2011 - RH 1C 2013 * 26,07 5,97603
RH Control 2011 - RH 2A 2011 * 12,7767 5,97603
RH Control 2011 - RH 2A 2013 * 18,6233 5,97603
RH Control 2011 - RH 2B 2011 * 19,15 5,97603
RH Control 2011 - RH 2B 2013 * 26,14 5,97603
RH Control 2011 - RH 2C 2011 4,04667 5,97603
RH Control 2011 - RH 2C 2013 * 11,9867 5,97603
RH Control 2011 - RH 3A 2011 * 6,34 5,97603
RH Control 2011 - RH 3A 2013 * 15,36 5,97603
RH Control 2011 - RH 3B 2011 * 7,56667 5,97603
RH Control 2011 - RH 3B 2013 * 11,65 5,97603
RH Control 2011 - RH 3C 2011 * -6,03333 5,97603
RH Control 2011 - RH 3C 2013 17,88 5,97603
RH Control 2013 - RH 1A 2011 0,953333 5,97603
RH Control 2013 - RH 1A 2013 * 10,28 5,97603
RH Control 2013 - RH 1B 2011 1,52333 5,97603
RH Control 2013 - RH 1B 2013 * 15,2667 5,97603
RH Control 2013 - RH 1C 2011 1,21333 5,97603
RH Control 2013 - RH 1C 2013 * 17,31 5,97603
RH Control 2013 - RH 2A 2011 4,01667 5,97603
RH Control 2013 - RH 2A 2013 9,86333 5,97603
RH Control 2013 - RH 2B 2011 10,39 5,97603
RH Control 2013 - RH 2B 2013 * 17,38 5,97603
RH Control 2013 - RH 2C 2011 -4,71333 5,97603
RH Control 2013 - RH 2C 2013 3,22667 5,97603
RH Control 2013 - RH 3A 2011 -2,42 5,97603
RH Control 2013 - RH 3A 2013 * 6,6 5,97603
RH Control 2013 - RH 3B 2011 -1,19333 5,97603
RH Control 2013 - RH 3B 2013 2,89 5,97603
RH Control 2013 - RH 3C 2011 -14,7933 5,97603
RH Control 2013 - RH 3C 2013 9,12 5,97603
RH 1A 2011 - RH 1A 2013 9,32667 5,97603
RH 1A 2011 - RH 1B 2011 0,57 5,97603
RH 1A 2011 - RH 1B 2013 * 14,3133 5,97603
RH 1A 2011 - RH 1C 2011 0,26 5,97603
RH 1A 2011 - RH 1C 2013 * 16,3567 5,97603




RH 1A 2011 - RH 2A 2011 3,06333 5,97603
RH 1A 2011 - RH 2A 2013 8,91 5,97603
RH 1A 2011 - RH 2B 2011 9,43667 5,97603
RH 1A 2011 - RH 2B 2013 16,4267 5,97603
RH 1A 2011 - RH 2C 2011 -5,66667 5,97603
RH 1A 2011 - RH 2C 2013 2,27333 5,97603
RH 1A 2011 - RH3A 2011 -3,37333 5,97603
RH 1A 2011 - RH3A 2013 5,64667 5,97603
RH 1A 2011 - RH 3B 2011 -2,14667 5,97603
RH 1A 2011 - RH 3B 2013 1,93667 5,97603
RH 1A 2011 - RH 3C 2011 -15,7467 5,97603
RH 1A 2011 - RH 3C 2013 8,16667 5,97603
RH 1A 2013 - RH 1B 2011 -8,75667 5,97603
RH 1A 2013 - RH 1B 2013 4,98667 5,97603
RH 1A 2013 - RH 1C 2011 * -9,06667 5,97603
RH 1A 2013 - RH 1C 2013 * 7,03 5,97603
RH 1A 2013 - RH 2A 2011 * -6,26333 5,97603
RH 1A 2013 - RH 2A 2013 -0,416667 5,97603
RH 1A 2013 - RH 2B 2011 0,11 5,97603
RH 1A 2013 - RH 2B 2013 * 7,1 5,97603
RH 1A 2013 - RH 2C 2011 * -14,9933 5,97603
RH 1A 2013 - RH 2C 2013 * -7,05333 5,97603
RH 1A 2013 - RH 3A 2011 * -12,7 5,97603
RH 1A 2013 - RH 3A 2013 -3,68 5,97603
RH 1A 2013 - RH 3B 2011 -11,4733 5,97603
RH 1A 2013 - RH 3B 2013 -7,39 5,97603
RH 1A 2013 - RH 3C 2011 -25,0733 5,97603
RH 1A 2013 - RH 3C 2013 -1,16 5,97603
RH 1B 2011 - RH 1B 2013 * 13,7433 5,97603
RH 1B 2011 - RH 1C 2011 -0,31 5,97603
RH 1B 2011 - RH 1C 2013 * 15,7867 5,97603
RH 1B 2011 - RH 2A 2011 2,49333 5,97603
RH 1B 2011 - RH 2A 2013 * 8,34 5,97603
RH 1B 2011 - RH 2B 2011 * 8,86667 5,97603
RH 1B 2011 - RH 2B 2013 * 15,8567 5,97603
RH 1B 2011 - RH 2C 2011 * -6,23667 5,97603
RH 1B 2011 - RH 2C 2013 1,70333 5,97603
RH 1B 2011 - RH 3A 2011 -3,94333 5,97603
RH 1B 2011 - RH 3A 2013 5,07667 5,97603
RH 1B 2011 - RH 3B 2011 -2,71667 5,97603
RH 1B 2011 - RH 3B 2013 1,36667 5,97603
RH 1B 2011 - RH 3C 2011 -16,3167 5,97603
RH 1B 2011 - RH 3C 2013 7,59667 5,97603
RH 1B 2013 - RH 1C 2011 -14,0533 5,97603
RH 1B 2013 - RH 1C 2013 2,04333 5,97603
RH 1B 2013 - RH 2A 2011 * -11,25 5,97603
RH 1B 2013 - RH 2A 2013 -5,40333 5,97603
RH 1B 2013 - RH 2B 2011 -4,87667 5,97603
RH 1B 2013 - RH 2B 2013 2,11333 5,97603
RH 1B 2013 - RH 2C 2011 * -19,98 5,97603
RH 1B 2013 - RH 2C 2013 * -12,04 5,97603
RH 1B 2013 - RH 3A 2011 * -17,6867 5,97603
RH 1B 2013 - RH 3A 2013 * -8,66667 5,97603
RH 1B 2013 - RH 3B 2011 * -16,46 5,97603




RH 1B 2013 - RH 3B 2013 * -12,3767 5,97603
RH 1B 2013 - RH 3C 2011 * -30,06 5,97603
RH 1B 2013 - RH 3C 2013 * -6,14667 5,97603
RH 1C 2011 - RH 1C 2013 * 16,0967 5,97603
RH 1C 2011 - RH 2A 2011 2,80333 5,97603
RH 1C 2011 - RH 2A 2013 8,65 5,97603
RH 1C 2011 - RH 2B 2011 9,17667 5,97603
RH 1C 2011 - RH 2B 2013 16,1667 5,97603
RH 1C 2011 - RH 2C 2011 -5,92667 5,97603
RH 1C 2011 - RH 2C 2013 2,01333 5,97603
RH 1C 2011 - RH 3A 2011 -3,63333 5,97603
RH 1C 2011 - RH 3A 2013 5,38667 5,97603
RH 1C 2011 - RH 3B 2011 -2,40667 5,97603
RH 1C 2011 - RH 3B 2013 1,67667 5,97603
RH 1C 2011 - RH 3C 2011 * -16,0067 5,97603
RH 1C 2011 - RH 3C 2013 * 7,90667 5,97603
RH 1C 2013 - RH 2A 2011 * -13,2933 5,97603
RH 1C 2013 - RH 2A 2013 * -7,44667 5,97603
RH 1C 2013 - RH 2B 2011 * -6,92 5,97603
RH 1C 2013 - RH 2B 2013 0,07 5,97603
RH 1C 2013 - RH 2C 2011 * -22,0233 5,97603
RH 1C 2013 - RH 2C 2013 * -14,0833 5,97603
RH 1C 2013 - RH 3A 2011 * -19,73 5,97603
RH 1C 2013 - RH 3A 2013 * -10,71 5,97603
RH 1C 2013 - RH 3B 2011 * -18,5033 5,97603
RH 1C 2013 - RH 3B 2013 * -14,42 5,97603
RH 1C 2013 - RH 3C 2011 * -32,1033 5,97603
RH 1C 2013 - RH 3C 2013 * -8,19 5,97603
RH 2A 2011 - RH 2A 2013 5,84667 5,97603
RH 2A 2011 - RH 2B 2011 6,37333 5,97603
RH 2A 2011 - RH 2B 2013 13,3633 5,97603
RH 2A 2011 - RH 2C 2011 -8,73 5,97603
RH 2A 2011 - RH 2C 2013 -0,79 5,97603
RH 2A 2011 - RH 3A 2011 * -6,43667 5,97603
RH 2A 2011 - RH 3A 2013 2,58333 5,97603
RH 2A 2011 - RH 3B 2011 -5,21 5,97603
RH 2A 2011 - RH 3B 2013 -1,12667 5,97603
RH 2A 2011 - RH 3C 2011 * -18,81 5,97603
RH 2A 2011 - RH 3C 2013 5,10333 5,97603
RH 2A 2013 - RH 2B 2011 0,526667 5,97603
RH 2A 2013 - RH 2B 2013 * 7,51667 5,97603
RH 2A 2013 - RH 2C 2011 * -14,5767 5,97603
RH 2A 2013 - RH 2C 2013 * -6,63667 5,97603
RH 2A 2013 - RH 3A 2011 * -12,2833 5,97603
RH 2A 2013 - RH 3A 2013 -3,26333 5,97603
RH 2A 2013 - RH 3B 2011 * -11,0567 5,97603
RH 2A 2013 - RH 3B 2013 * -6,97333 5,97603
RH 2A 2013 - RH 3C 2011 * -24,6567 5,97603
RH 2A 2013 - RH 3C 2013 -0,743333 5,97603
RH 2B 2011 - RH 2B 2013 * 6,99 5,97603
RH 2B 2011 - RH 2C 2011 * -15,1033 5,97603
RH 2B 2011 - RH 2C 2013 * -7,16333 5,97603
RH 2B 2011 - RH 3A 2011 * -12,81 5,97603
RH 2B 2011 - RH 3A 2013 -3,79 5,97603




RH 2B 2011 - RH 3B 2011 * -11,5833 5,97603
RH 2B 2011 - RH 3B 2013 * -7,5 5,97603
RH 2B 2011 - RH 3C 2011 * -25,1833 5,97603
RH 2B 2011 - RH 3C 2013 -1,27 5,97603
RH 2B 2013 - RH 2C 2011 * -22,0933 5,97603
RH 2B 2013 - RH 2C 2013 * -14,1533 5,97603
RH 2B 2013 - RH 3A 2011 * -19,8 5,97603
RH 2B 2013 - RH 3A 2013 * -10,78 5,97603
RH 2B 2013 - RH 3B 2011 * -18,5733 5,97603
RH 2B 2013 - RH 3B 2013 * -14,49 5,97603
RH 2B 2013 - RH 3C 2011 * -32,1733 5,97603
RH 2B 2013 - RH 3C 2013 * -8,26 5,97603
RH 2C 2011 - RH 2C 2013 * 7,94 5,97603
RH 2C 2011 - RH 3A 2011 2,29333 5,97603
RH 2C 2011 - RH 3A 2013 * 11,3133 5,97603
RH 2C 2011 - RH 3B 2011 3,52 5,97603
RH 2C 2011 - RH 3B 2013 7,60333 5,97603
RH 2C 2011 - RH 3C 2011 -10,08 5,97603
RH 2C 2011 - RH 3C 2013 13,8333 5,97603
RH 2C 2013 - RH 3A 2011 -5,64667 5,97603
RH 2C 2013 - RH 3A 2013 3,37333 5,97603
RH 2C 2013 - RH 3B 2011 -4,42 5,97603
RH 2C 2013 - RH 3B 2013 -0,336667 5,97603
RH 2C 2013 - RH 3C 2011 * -18,02 5,97603
RH 2C 2013 - RH 3C 2013 5,89333 5,97603
RH 3A 2011 - RH 3A 2013 * 9,02 5,97603
RH 3A 2011 - RH 3B 2011 1,22667 5,97603
RH 3A 2011 - RH 3B 2013 531 5,97603
RH 3A 2011 - RH 3C 2011 -12,3733 5,97603
RH 3A 2011 - RH 3C 2013 11,54 5,97603
RH 3A 2013 - RH 3B 2011 -7,79333 5,97603
RH 3A 2013 - RH 3B 2013 -3,71 5,97603
RH 3A 2013 - RH 3C 2011 * -21,3933 5,97603
RH 3A 2013 - RH 3C 2013 2,52 5,97603
RH 3B 2011 - RH 3B 2013 4,08333 5,97603
RH 3B 2011 - RH 3C 2011 * -13,6 5,97603
RH 3B 2011 - RH 3C 2013 * 10,3133 5,97603
RH 3B 2013 - RH 3C 2011 * -17,6833 5,97603
RH 3B 2013 - RH 3C 2013 * 6,23 5,97603
RH 3C 2011 - RH 3C 2013 * 23,9133 5,97603

* denotes a statistically significant difference.
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This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are significantly different from
which others. The bottom half of the output shows the estimated difference between each pair of means. An
asterisk has been placed next to 124 pairs, indicating that these pairs show statistically significant differences at
the 95,0% confidence level. At the top of the page, 11 homogenous groups are identified using columns of X's.
Within each column, the levels containing X's form a group of means within which there are no statistically
significant differences. The method currently being used to discriminate among the means is Fisher's least
significant difference (LSD) procedure. With this method, there is a 5,0% risk of calling each pair of means

significantly different when the actual difference equals 0.




Contenido de Humedad

Multiple Range Tests

Method: 95,0 percent LSD

Count |Mean Homogeneous Groups
Hum. 3A 2013 2 2,15 X
Hum. 1B 2013 2 2,16 X
Hum. 2B 2013 2 2,555 X
Hum. 1C 2013 2 4,105 XX
Hum. 2A 2013 2 4,115 XX
Hum. 1A 2013 2 5,09 XXX
Hum. Control 2013 2 5,185 XXXX
Hum. 3B 2013 2 6,22 XXX
Hum. 2C 2013 2 7,415 XXX
Hum. 1B 2011 2 8,12 XXX
Hum. 3C 2013 2 8,35 XX
Hum. 2C 2011 2 9,695 XX
Hum. Control 2011 2 12,1 XX
Hum. 1A 2011 2 12,295 XX
Hum. 3A 2011 2 12,815 XX
Hum. 1C 2011 2 13,265 XX
Hum. 2A 2011 2 14,525 XX
Hum. 3B 2011 2 16,125 XX
Hum. 2B 2011 2 18,2 X
Hum. 3C 2011 2 28,86 X
Contrast Sig. [Difference |+/- Limits
Hum. Control 2011 - Hum. Control 2013 * 6,915 3,17529
Hum. Control 2011 - Hum. 1A 2011 -0,195 3,17529
Hum. Control 2011 - Hum. 1A 2013 7,01 3,17529
Hum. Control 2011 - Hum. 1B 2011 3,98 3,17529
Hum. Control 2011 - Hum. 1B 2013 * 9,94 3,17529
Hum. Control 2011 - Hum. 1C 2011 -1,165 3,17529
Hum. Control 2011 - Hum. 1C 2013 * 7,995 3,17529
Hum. Control 2011 - Hum. 2A 2011 -2,425 3,17529
Hum. Control 2011 - Hum. 2A 2013 7,985 3,17529
Hum. Control 2011 - Hum. 2B 2011 -6,1 3,17529
Hum. Control 2011 - Hum. 2B 2013 9,545 3,17529
Hum. Control 2011 - Hum. 2C 2011 2,405 3,17529
Hum. Control 2011 - Hum. 2C 2013 * 4,685 3,17529
Hum. Control 2011 - Hum. 3A 2011 -0,715 3,17529
Hum. Control 2011 - Hum. 3A 2013 * 9,95 3,17529
Hum. Control 2011 - Hum. 3B 2011 * -4,025 3,17529
Hum. Control 2011 - Hum. 3B 2013 * 5,88 3,17529
Hum. Control 2011 - Hum. 3C 2011 * -16,76 3,17529
Hum. Control 2011 - Hum. 3C 2013 * 3,75 3,17529
Hum. Control 2013 - Hum. 1A 2011 * -7,11 3,17529
Hum. Control 2013 - Hum. 1A 2013 0,095 3,17529
Hum. Control 2013 - Hum. 1B 2011 -2,935 3,17529
Hum. Control 2013 - Hum. 1B 2013 3,025 3,17529
Hum. Control 2013 - Hum. 1C 2011 * -8,08 3,17529
Hum. Control 2013 - Hum. 1C 2013 1,08 3,17529
Hum. Control 2013 - Hum. 2A 2011 * -9,34 3,17529




Hum. Control 2013 - Hum. 2A 2013 1,07 3,17529
Hum. Control 2013 - Hum. 2B 2011 * -13,015 3,17529
Hum. Control 2013 - Hum. 2B 2013 2,63 3,17529
Hum. Control 2013 - Hum. 2C 2011 * -4,51 3,17529
Hum. Control 2013 - Hum. 2C 2013 -2,23 3,17529
Hum. Control 2013 - Hum. 3A 2011 * -7,63 3,17529
Hum. Control 2013 - Hum. 3A 2013 3,035 3,17529
Hum. Control 2013 - Hum. 3B 2011 * -10,94 3,17529
Hum. Control 2013 - Hum. 3B 2013 -1,035 3,17529
Hum. Control 2013 - Hum. 3C 2011 * -23,675 3,17529
Hum. Control 2013 - Hum. 3C 2013 -3,165 3,17529
Hum. 1A 2011 - Hum. 1A 2013 7,205 3,17529
Hum. 1A 2011 - Hum. 1B 2011 4,175 3,17529
Hum. 1A 2011 - Hum. 1B 2013 10,135 3,17529
Hum. 1A 2011 - Hum. 1C 2011 -0,97 3,17529
Hum. 1A 2011 - Hum. 1C 2013 * 8,19 3,17529
Hum. 1A 2011 - Hum. 2A 2011 -2,23 3,17529
Hum. 1A 2011 - Hum. 2A 2013 8,18 3,17529
Hum. 1A 2011 - Hum. 2B 2011 -5,905 3,17529
Hum. 1A 2011 - Hum. 2B 2013 9,74 3,17529
Hum. 1A 2011 - Hum. 2C 2011 2,6 3,17529
Hum. 1A 2011 - Hum. 2C 2013 * 4,88 3,17529
Hum. 1A 2011 - Hum. 3A 2011 -0,52 3,17529
Hum. 1A 2011 - Hum. 3A 2013 * 10,145 3,17529
Hum. 1A 2011 - Hum. 3B 2011 * -3,83 3,17529
Hum. 1A 2011 - Hum. 3B 2013 * 6,075 3,17529
Hum. 1A 2011 - Hum. 3C 2011 * -16,565 3,17529
Hum. 1A 2011 - Hum. 3C 2013 * 3,945 3,17529
Hum. 1A 2013 - Hum. 1B 2011 -3,03 3,17529
Hum. 1A 2013 - Hum. 1B 2013 2,93 3,17529
Hum. 1A 2013 - Hum. 1C 2011 * -8,175 3,17529
Hum. 1A 2013 - Hum. 1C 2013 0,985 3,17529
Hum. 1A 2013 - Hum. 2A 2011 * -9,435 3,17529
Hum. 1A 2013 - Hum. 2A 2013 0,975 3,17529
Hum. 1A 2013 - Hum. 2B 2011 * -13,11 3,17529
Hum. 1A 2013 - Hum. 2B 2013 2,535 3,17529
Hum. 1A 2013 - Hum. 2C 2011 * -4,605 3,17529
Hum. 1A 2013 - Hum. 2C 2013 -2,325 3,17529
Hum. 1A 2013 - Hum. 3A 2011 * -7,725 3,17529
Hum. 1A 2013 - Hum. 3A 2013 2,94 3,17529
Hum. 1A 2013 - Hum. 3B 2011 * -11,035 3,17529
Hum. 1A 2013 - Hum. 3B 2013 -1,13 3,17529
Hum. 1A 2013 - Hum. 3C 2011 * -23,77 3,17529
Hum. 1A 2013 - Hum. 3C 2013 * -3,26 3,17529
Hum. 1B 2011 - Hum. 1B 2013 * 5,96 3,17529
Hum. 1B 2011 - Hum. 1C 2011 * -5,145 3,17529
Hum. 1B 2011 - Hum. 1C 2013 * 4,015 3,17529
Hum. 1B 2011 - Hum. 2A 2011 * -6,405 3,17529
Hum. 1B 2011 - Hum. 2A 2013 * 4,005 3,17529
Hum. 1B 2011 - Hum. 2B 2011 * -10,08 3,17529
Hum. 1B 2011 - Hum. 2B 2013 * 5,565 3,17529
Hum. 1B 2011 - Hum. 2C 2011 -1,575 3,17529
Hum. 1B 2011 - Hum. 2C 2013 0,705 3,17529
Hum. 1B 2011 - Hum. 3A 2011 * -4,695 3,17529




Hum. 1B 2011 - Hum. 3A 2013 5,97 3,17529
Hum. 1B 2011 - Hum. 3B 2011 -8,005 3,17529
Hum. 1B 2011 - Hum. 3B 2013 1,9 3,17529
Hum. 1B 2011 - Hum. 3C 2011 * -20,74 3,17529
Hum. 1B 2011 - Hum. 3C 2013 -0,23 3,17529
Hum. 1B 2013 - Hum. 1C 2011 * -11,105 3,17529
Hum. 1B 2013 - Hum. 1C 2013 -1,945 3,17529
Hum. 1B 2013 - Hum. 2A 2011 * -12,365 3,17529
Hum. 1B 2013 - Hum. 2A 2013 -1,955 3,17529
Hum. 1B 2013 - Hum. 2B 2011 * -16,04 3,17529
Hum. 1B 2013 - Hum. 2B 2013 -0,395 3,17529
Hum. 1B 2013 - Hum. 2C 2011 -7,535 3,17529
Hum. 1B 2013 - Hum. 2C 2013 -5,255 3,17529
Hum. 1B 2013 - Hum. 3A 2011 -10,655 3,17529
Hum. 1B 2013 - Hum. 3A 2013 0,01 3,17529
Hum. 1B 2013 - Hum. 3B 2011 * -13,965 3,17529
Hum. 1B 2013 - Hum. 3B 2013 * -4,06 3,17529
Hum. 1B 2013 - Hum. 3C 2011 * -26,7 3,17529
Hum. 1B 2013 - Hum. 3C 2013 * -6,19 3,17529
Hum. 1C 2011 - Hum. 1C 2013 * 9,16 3,17529
Hum. 1C 2011 - Hum. 2A 2011 -1,26 3,17529
Hum. 1C 2011 - Hum. 2A 2013 * 9,15 3,17529
Hum. 1C 2011 - Hum. 2B 2011 * -4,935 3,17529
Hum. 1C 2011 - Hum. 2B 2013 * 10,71 3,17529
Hum. 1C 2011 - Hum. 2C 2011 * 3,57 3,17529
Hum. 1C 2011 - Hum. 2C 2013 * 5,85 3,17529
Hum. 1C 2011 - Hum. 3A 2011 0,45 3,17529
Hum. 1C 2011 - Hum. 3A 2013 * 11,115 3,17529
Hum. 1C 2011 - Hum. 3B 2011 -2,86 3,17529
Hum. 1C 2011 - Hum. 3B 2013 7,045 3,17529
Hum. 1C 2011 - Hum. 3C 2011 -15,595 3,17529
Hum. 1C 2011 - Hum. 3C 2013 4,915 3,17529
Hum. 1C 2013 - Hum. 2A 2011 * -10,42 3,17529
Hum. 1C 2013 - Hum. 2A 2013 -0,01 3,17529
Hum. 1C 2013 - Hum. 2B 2011 * -14,095 3,17529
Hum. 1C 2013 - Hum. 2B 2013 1,55 3,17529
Hum. 1C 2013 - Hum. 2C 2011 -5,59 3,17529
Hum. 1C 2013 - Hum. 2C 2013 -3,31 3,17529
Hum. 1C 2013 - Hum. 3A 2011 -8,71 3,17529
Hum. 1C 2013 - Hum. 3A 2013 1,955 3,17529
Hum. 1C 2013 - Hum. 3B 2011 * -12,02 3,17529
Hum. 1C 2013 - Hum. 3B 2013 -2,115 3,17529
Hum. 1C 2013 - Hum. 3C 2011 * -24,755 3,17529
Hum. 1C 2013 - Hum. 3C 2013 * -4,245 3,17529
Hum. 2A 2011 - Hum. 2A 2013 * 10,41 3,17529
Hum. 2A 2011 - Hum. 2B 2011 * -3,675 3,17529
Hum. 2A 2011 - Hum. 2B 2013 * 11,97 3,17529
Hum. 2A 2011 - Hum. 2C 2011 * 4,83 3,17529
Hum. 2A 2011 - Hum. 2C 2013 * 7,11 3,17529
Hum. 2A 2011 - Hum. 3A 2011 1,71 3,17529
Hum. 2A 2011 - Hum. 3A 2013 * 12,375 3,17529
Hum. 2A 2011 - Hum. 3B 2011 -1,6 3,17529
Hum. 2A 2011 - Hum. 3B 2013 8,305 3,17529
Hum. 2A 2011 - Hum. 3C 2011 -14,335 3,17529




Hum. 2A 2011 - Hum. 3C 2013 6,175 3,17529
Hum. 2A 2013 - Hum. 2B 2011 -14,085 3,17529
Hum. 2A 2013 - Hum. 2B 2013 1,56 3,17529
Hum. 2A 2013 - Hum. 2C 2011 -5,58 3,17529
Hum. 2A 2013 - Hum. 2C 2013 -3,3 3,17529
Hum. 2A 2013 - Hum. 3A 2011 -8,7 3,17529
Hum. 2A 2013 - Hum. 3A 2013 1,965 3,17529
Hum. 2A 2013 - Hum. 3B 2011 * -12,01 3,17529
Hum. 2A 2013 - Hum. 3B 2013 -2,105 3,17529
Hum. 2A 2013 - Hum. 3C 2011 * -24,745 3,17529
Hum. 2A 2013 - Hum. 3C 2013 * -4,235 3,17529
Hum. 2B 2011 - Hum. 2B 2013 * 15,645 3,17529
Hum. 2B 2011 - Hum. 2C 2011 * 8,505 3,17529
Hum. 2B 2011 - Hum. 2C 2013 * 10,785 3,17529
Hum. 2B 2011 - Hum. 3A 2011 * 5,385 3,17529
Hum. 2B 2011 - Hum. 3A 2013 * 16,05 3,17529
Hum. 2B 2011 - Hum. 3B 2011 2,075 3,17529
Hum. 2B 2011 - Hum. 3B 2013 * 11,98 3,17529
Hum. 2B 2011 - Hum. 3C 2011 * -10,66 3,17529
Hum. 2B 2011 - Hum. 3C 2013 * 9,85 3,17529
Hum. 2B 2013 - Hum. 2C 2011 * -7,14 3,17529
Hum. 2B 2013 - Hum. 2C 2013 * -4,86 3,17529
Hum. 2B 2013 - Hum. 3A 2011 * -10,26 3,17529
Hum. 2B 2013 - Hum. 3A 2013 0,405 3,17529
Hum. 2B 2013 - Hum. 3B 2011 * -13,57 3,17529
Hum. 2B 2013 - Hum. 3B 2013 * -3,665 3,17529
Hum. 2B 2013 - Hum. 3C 2011 * -26,305 3,17529
Hum. 2B 2013 - Hum. 3C 2013 * -5,795 3,17529
Hum. 2C 2011 - Hum. 2C 2013 2,28 3,17529
Hum. 2C 2011 - Hum. 3A 2011 -3,12 3,17529
Hum. 2C 2011 - Hum. 3A 2013 * 7,545 3,17529
Hum. 2C 2011 - Hum. 3B 2011 * -6,43 3,17529
Hum. 2C 2011 - Hum. 3B 2013 * 3,475 3,17529
Hum. 2C 2011 - Hum. 3C 2011 * -19,165 3,17529
Hum. 2C 2011 - Hum. 3C 2013 1,345 3,17529
Hum. 2C 2013 - Hum. 3A 2011 * -5,4 3,17529
Hum. 2C 2013 - Hum. 3A 2013 5,265 3,17529
Hum. 2C 2013 - Hum. 3B 2011 -8,71 3,17529
Hum. 2C 2013 - Hum. 3B 2013 1,195 3,17529
Hum. 2C 2013 - Hum. 3C 2011 * -21,445 3,17529
Hum. 2C 2013 - Hum. 3C 2013 -0,935 3,17529
Hum. 3A 2011 - Hum. 3A 2013 * 10,665 3,17529
Hum. 3A 2011 - Hum. 3B 2011 * -3,31 3,17529
Hum. 3A 2011 - Hum. 3B 2013 * 6,595 3,17529
Hum. 3A 2011 - Hum. 3C 2011 * -16,045 3,17529
Hum. 3A 2011 - Hum. 3C 2013 * 4,465 3,17529
Hum. 3A 2013 - Hum. 3B 2011 * -13,975 3,17529
Hum. 3A 2013 - Hum. 3B 2013 * -4,07 3,17529
Hum. 3A 2013 - Hum. 3C 2011 * -26,71 3,17529
Hum. 3A 2013 - Hum. 3C 2013 * -6,2 3,17529
Hum. 3B 2011 - Hum. 3B 2013 * 9,905 3,17529
Hum. 3B 2011 - Hum. 3C 2011 * -12,735 3,17529
Hum. 3B 2011 - Hum. 3C 2013 * 7,775 3,17529
Hum. 3B 2013 - Hum. 3C 2011 * -22,64 3,17529




Hum. 3B 2013 - Hum. 3C 2013
Hum. 3C 2011 - Hum. 3C 2013 *
* denotes a statistically significant difference.

-2,13
20,51

3,17529
3,17529

The StatAdvisor

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are significantly different from
which others. The bottom half of the output shows the estimated difference between each pair of means. An
asterisk has been placed next to 135 pairs, indicating that these pairs show statistically significant differences at
the 95,0% confidence level. At the top of the page, 10 homogenous groups are identified using columns of X's.
Within each column, the levels containing X's form a group of means within which there are no statistically
significant differences. The method currently being used to discriminate among the means is Fisher's least
significant difference (LSD) procedure. With this method, there is a 5,0% risk of calling each pair of means

significantly different when the actual difference equals 0.

% material organica
Multiple Range Tests

Method: 95,0 percent LSD

Count |Mean Homogeneous Groups
% MOT 2A 2013 2 1,03 X
% MOT 1A 2013 2 1,86 X
% MOT 1B 2013 2 1,885 X
% MOT 1C 2013 2 1,90505 X
% MOT 2B 2013 2 2,555
% MOT 2C 2013 2 2,5655
% MOT 3A 2013 2 6,54 X
% MOT 3B 2013 2 7,615 X
% MOT 3C 2013 2 8,423 X
% MOT Control 2013 2 8,423 X
Contrast Sig. [Difference | +/- Limits
% MOT Control 2013 - % MOT 1A 2013 * 6,563 0,117985
% MOT Control 2013 - % MOT 1B 2013 * 6,538 0,117985
% MOT Control 2013 - % MOT 1C 2013 * 6,51795 0,117985
% MOT Control 2013 - % MOT 2A 2013 * 7,393 0,117985
% MOT Control 2013 - % MOT 2B 2013 * 5,868 0,117985
% MOT Control 2013 - % MOT 2C 2013 * 5,8575 0,117985
% MOT Control 2013 - % MOT 3A 2013 * 1,883 0,117985
% MOT Control 2013 - % MOT 3B 2013 0,808 0,117985
% MOT Control 2013 - % MOT 3C 2013 0 0,117985
% MOT 1A 2013 - % MOT 1B 2013 -0,025 0,117985
% MOT 1A 2013 - % MOT 1C 2013 -0,04505 0,117985
% MOT 1A 2013 - % MOT 2A 2013 * 0,83 0,117985
% MOT 1A 2013 - % MOT 2B 2013 * -0,695 0,117985
% MOT 1A 2013 - % MOT 2C 2013 * -0,7055 0,117985
% MOT 1A 2013 - % MOT 3A 2013 * -4,68 0,117985
% MOT 1A 2013 - % MOT 3B 2013 * -5,755 0,117985
% MOT 1A 2013 - % MOT 3C 2013 * -6,563 0,117985
% MOT 1B 2013 - % MOT 1C 2013 -0,02005 0,117985
% MOT 1B 2013 - % MOT 2A 2013 * 0,855 0,117985
% MOT 1B 2013 - % MOT 2B 2013 * -0,67 0,117985
% MOT 1B 2013 - % MOT 2C 2013 * -0,6805 0,117985
% MOT 1B 2013 - % MOT 3A 2013 * -4,655 0,117985




% MOT 1B 2013 - % MOT 3B 2013 * -5,73 0,117985
% MOT 1B 2013 - % MOT 3C 2013 * -6,538 0,117985
% MOT 1C 2013 - % MOT 2A 2013 * 0,87505 0,117985
% MOT 1C 2013 - % MOT 2B 2013 * -0,64995 0,117985
% MOT 1C 2013 - % MOT 2C 2013 * -0,66045 0,117985
% MOT 1C 2013 - % MOT 3A 2013 * -4,63495 0,117985
% MOT 1C 2013 - % MOT 3B 2013 * -5,70995 0,117985
% MOT 1C 2013 - % MOT 3C 2013 * -6,51795 0,117985
% MOT 2A 2013 - % MOT 2B 2013 * -1,525 0,117985
% MOT 2A 2013 - % MOT 2C 2013 * -1,5355 0,117985
% MOT 2A 2013 - % MOT 3A 2013 * -5,51 0,117985
% MOT 2A 2013 - % MOT 3B 2013 * -6,585 0,117985
% MOT 2A 2013 - % MOT 3C 2013 * -7,393 0,117985
% MOT 2B 2013 - % MOT 2C 2013 -0,0105 0,117985
% MOT 2B 2013 - % MOT 3A 2013 * -3,985 0,117985
% MOT 2B 2013 - % MOT 3B 2013 * -5,06 0,117985
% MOT 2B 2013 - % MOT 3C 2013 * -5,868 0,117985
% MOT 2C 2013 - % MOT 3A 2013 * -3,9745 0,117985
% MOT 2C 2013 - % MOT 3B 2013 * -5,0495 0,117985
% MOT 2C 2013 - % MOT 3C 2013 * -5,8575 0,117985
% MOT 3A 2013 - % MOT 3B 2013 * -1,075 0,117985
% MOT 3A 2013 - % MOT 3C 2013 * -1,883 0,117985
% MOT 3B 2013 - % MOT 3C 2013 * -0,808 0,117985

* denotes a statistically significant difference.

The StatAdvisor

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are significantly different from
which others. The bottom half of the output shows the estimated difference between each pair of means. An
asterisk has been placed next to 40 pairs, indicating that these pairs show statistically significant differences at the
95,0% confidence level. At the top of the page, 6 homogenous groups are identified using columns of X's. Within
each column, the levels containing X's form a group of means within which there are no statistically significant
differences. The method currently being used to discriminate among the means is Fisher's least significant
difference (LSD) procedure. With this method, there is a 5,0% risk of calling each pair of means significantly
different when the actual difference equals 0.

Valores de CIC

Multiple Range Tests

Method: 95,0 percent LSD

Count [Mean Homogeneous Groups
CIC 2A 2011 3 2,2 X
CIC 1B 2011 3 2,93333 X
CIC 2B 2011 3 3,6 X
CIC 3A 2011 3 45 X
CIC 3B 2011 3 7,03333 X
CIC 1C 2011 3 9,0 X
CIC 2C 2011 3 12,8333 X
CIC Control 2011 3 13,8667 X
CIC 3C 2011 3 15,4333 X
CIC1A 2011 3 15,6667 X
CIC 1A 2013 3 16,2433 X
CIC 1B 2013 3 16,4733 X




CIC 2A 2013 3 18,4267 X

CIC 3A 2013 3 20,22 X

CIC 1C 2013 3 20,5567 X

CIC 2B 2013 3 21,29

CIC 3B 2013 3 22,5333

CIC 2C 2013 3 26,45

CIC Control 2013 3 27,4 X

CIC 3C 2013 3 29,55 X
Contrast Si Difference +/- Limits
CIC Control 2011 - CIC Control 2013 * -13,5333 0,462788
CIC Control 2011 - CIC 1A 2011 * -1,8 0,462788
CIC Control 2011 - CIC 1A 2013 * -2,37667 0,462788
CIC Control 2011 - CIC 1B 2011 * 10,9333 0,462788
CIC Control 2011 - CIC 1B 2013 * -2,60667 0,462788
CIC Control 2011 - CIC 1C 2011 * 4,86667 0,462788
CIC Control 2011 - CIC 1C 2013 * -6,69 0,462788
CIC Control 2011 - CIC 2A 2011 * 11,6667 0,462788
CIC Control 2011 - CIC 2A 2013 * -4,56 0,462788
CIC Control 2011 - CIC 2B 2011 * 10,2667 0,462788
CIC Control 2011 - CIC 2B 2013 * -7,42333 0,462788
CIC Control 2011 - CIC 2C 2011 * 1,03333 0,462788
CIC Control 2011 - CIC 2C 2013 * -12,5833 0,462788
CIC Control 2011 - CIC 3A 2011 * 9,36667 0,462788
CIC Control 2011 - CIC 3A 2013 * -6,35333 0,462788
CIC Control 2011 - CIC 3B 2011 * 6,83333 0,462788
CIC Control 2011 - CIC 3B 2013 * -8,66667 0,462788
CIC Control 2011 - CIC 3C 2011 * -1,56667 0,462788
CIC Control 2011 - CIC 3C 2013 * -15,6833 0,462788
CIC Control 2013 - CIC 1A 2011 * 11,7333 0,462788
CIC Control 2013 - CIC 1A 2013 * 11,1567 0,462788
CIC Control 2013 - CIC 1B 2011 * 24,4667 0,462788
CIC Control 2013 - CIC 1B 2013 * 10,9267 0,462788
CIC Control 2013 - CIC 1C 2011 * 18,4 0,462788
CIC Control 2013 - CIC 1C 2013 * 6,84333 0,462788
CIC Control 2013 - CIC 2A 2011 * 25,2 0,462788
CIC Control 2013 - CIC 2A 2013 * 8,97333 0,462788
CIC Control 2013 - CIC 2B 2011 * 23,8 0,462788
CIC Control 2013 - CIC 2B 2013 * 6,11 0,462788
CIC Control 2013 - CIC 2C 2011 * 14,5667 0,462788
CIC Control 2013 - CIC 2C 2013 * 0,95 0,462788
CIC Control 2013 - CIC 3A 2011 * 22,9 0,462788
CIC Control 2013 - CIC 3A 2013 * 7,18 0,462788
CIC Control 2013 - CIC 3B 2011 * 20,3667 0,462788
CIC Control 2013 - CIC 3B 2013 * 4,86667 0,462788
CIC Control 2013 - CIC 3C 2011 * 11,9667 0,462788
CIC Control 2013 - CIC 3C 2013 * -2,15 0,462788
CIC 1A 2011 - CIC 1A 2013 * -0,576667 0,462788
CIC 1A 2011 - CIC 1B 2011 * 12,7333 0,462788
CIC 1A 2011 - CIC 1B 2013 * -0,806667 0,462788
CIC 1A 2011 -CIC 1C 2011 * 6,66667 0,462788
CIC 1A 2011 - CIC 1C 2013 * -4,89 0,462788
CIC 1A 2011 - CIC 2A 2011 * 13,4667 0,462788
CIC 1A 2011 - CIC 2A 2013 * -2,76 0,462788




CIC 1A 2011 - CIC 2B 2011 * 12,0667 0,462788
CIC 1A 2011 - CIC 2B 2013 * -5,62333 0,462788
CIC 1A 2011 - CIC 2C 2011 * 2,83333 0,462788
CIC 1A 2011 - CIC 2C 2013 * -10,7833 0,462788
CIC 1A 2011 - CIC 3A 2011 * 11,1667 0,462788
CIC 1A 2011 - CIC 3A 2013 * -4,55333 0,462788
CIC 1A 2011 - CIC 3B 2011 * 8,63333 0,462788
CIC 1A 2011 - CIC 3B 2013 * -6,86667 0,462788
CIC 1A 2011 - CIC 3C 2011 0,233333 0,462788
CIC 1A 2011 - CIC 3C 2013 -13,8833 0,462788
CIC 1A 2013 - CIC 1B 2011 13,31 0,462788
CIC 1A 2013 - CIC 1B 2013 -0,23 0,462788
CIC 1A 2013 -CIC 1C 2011 * 7,24333 0,462788
CIC 1A 2013 - CIC 1C 2013 * -4,31333 0,462788
CIC 1A 2013 - CIC 2A 2011 * 14,0433 0,462788
CIC 1A 2013 - CIC 2A 2013 * -2,18333 0,462788
CIC 1A 2013 - CIC 2B 2011 * 12,6433 0,462788
CIC 1A 2013 - CIC 2B 2013 * -5,04667 0,462788
CIC 1A 2013 - CIC 2C 2011 * 3,41 0,462788
CIC 1A 2013 - CIC 2C 2013 * -10,2067 0,462788
CIC 1A 2013 - CIC 3A 2011 * 11,7433 0,462788
CIC 1A 2013 - CIC 3A 2013 * -3,97667 0,462788
CIC 1A 2013 - CIC 3B 2011 * 9,21 0,462788
CIC 1A 2013 - CIC 3B 2013 * -6,29 0,462788
CIC 1A 2013 - CIC 3C 2011 * 0,81 0,462788
CIC 1A 2013 - CIC 3C 2013 * -13,3067 0,462788
CIC 1B 2011 - CIC 1B 2013 * -13,54 0,462788
CIC1B 2011 -CIC 1C 2011 * -6,06667 0,462788
CIC 1B 2011 - CIC 1C 2013 * -17,6233 0,462788
CIC 1B 2011 - CIC 2A 2011 * 0,733333 0,462788
CIC 1B 2011 - CIC 2A 2013 * -15,4933 0,462788
CIC 1B 2011 - CIC 2B 2011 * -0,666667 0,462788
CIC 1B 2011 - CIC 2B 2013 * -18,3567 0,462788
CIC 1B 2011 - CIC 2C 2011 * -9,9 0,462788
CIC 1B 2011 - CIC 2C 2013 * -23,5167 0,462788
CIC 1B 2011 - CIC 3A 2011 * -1,56667 0,462788
CIC 1B 2011 - CIC 3A 2013 * -17,2867 0,462788
CIC 1B 2011 - CIC 3B 2011 * -4,1 0,462788
CIC 1B 2011 - CIC 3B 2013 * -19,6 0,462788
CIC 1B 2011 - CIC 3C 2011 * -12,5 0,462788
CIC 1B 2011 - CIC 3C 2013 * -26,6167 0,462788
CIC 1B 2013 - CIC 1C 2011 * 7,47333 0,462788
CIC 1B 2013 - CIC 1C 2013 * -4,08333 0,462788
CIC 1B 2013 - CIC 2A 2011 * 14,2733 0,462788
CIC 1B 2013 - CIC 2A 2013 * -1,95333 0,462788
CIC 1B 2013 - CIC 2B 2011 * 12,8733 0,462788
CIC 1B 2013 - CIC 2B 2013 * -4,81667 0,462788
CIC 1B 2013 - CIC 2C 2011 * 3,64 0,462788
CIC 1B 2013 - CIC 2C 2013 * -9,97667 0,462788
CIC 1B 2013 - CIC 3A 2011 * 11,9733 0,462788
CIC 1B 2013 - CIC 3A 2013 * -3,74667 0,462788
CIC 1B 2013 - CIC 3B 2011 * 9,44 0,462788
CIC 1B 2013 - CIC 3B 2013 * -6,06 0,462788
CIC 1B 2013 - CIC 3C 2011 * 1,04 0,462788




CIC 1B 2013 - CIC 3C 2013 * -13,0767 0,462788
CIC 1C 2011 - CIC 1C 2013 * -11,5567 0,462788
CIC 1C 2011 - CIC 2A 2011 * 6,8 0,462788
CIC 1C 2011 - CIC 2A 2013 * -9,42667 0,462788
CIC 1C 2011 - CIC 2B 2011 * 54 0,462788
CIC 1C 2011 - CIC 2B 2013 * -12,29 0,462788
CIC 1C 2011 - CIC 2C 2011 * -3,83333 0,462788
CIC 1C 2011 - CIC 2C 2013 * -17,45 0,462788
CIC 1C 2011 - CIC 3A 2011 * 4,5 0,462788
CIC 1C 2011 - CIC 3A 2013 * -11,22 0,462788
CIC 1C 2011 - CIC 3B 2011 * 1,96667 0,462788
CIC 1C 2011 - CIC 3B 2013 * -13,5333 0,462788
CIC 1C 2011 - CIC 3C 2011 * -6,43333 0,462788
CIC 1C 2011 - CIC 3C 2013 * -20,55 0,462788
CIC 1C 2013 - CIC 2A 2011 * 18,3567 0,462788
CIC 1C 2013 - CIC 2A 2013 * 2,13 0,462788
CIC 1C 2013 - CIC 2B 2011 * 16,9567 0,462788
CIC 1C 2013 - CIC 2B 2013 * -0,733333 0,462788
CIC 1C 2013 - CIC 2C 2011 * 7,72333 0,462788
CIC 1C 2013 - CIC 2C 2013 * -5,89333 0,462788
CIC 1C 2013 - CIC 3A 2011 * 16,0567 0,462788
CIC 1C 2013 - CIC 3A 2013 0,336667 0,462788
CIC 1C 2013 - CIC 3B 2011 * 13,5233 0,462788
CIC 1C 2013 - CIC 3B 2013 * -1,97667 0,462788
CIC 1C 2013 - CIC 3C 2011 * 5,12333 0,462788
CIC 1C 2013 - CIC 3C 2013 * -8,99333 0,462788
CIC 2A 2011 - CIC 2A 2013 * -16,2267 0,462788
CIC 2A 2011 - CIC 2B 2011 * -1,4 0,462788
CIC 2A 2011 - CIC 2B 2013 * -19,09 0,462788
CIC 2A 2011 - CIC 2C 2011 * -10,6333 0,462788
CIC 2A 2011 - CIC 2C 2013 * -24,25 0,462788
CIC2A 2011 - CIC 3A 2011 * -2,3 0,462788
CIC 2A 2011 - CIC 3A 2013 * -18,02 0,462788
CIC 2A 2011 - CIC 3B 2011 * -4,83333 0,462788
CIC 2A 2011 - CIC 3B 2013 * -20,3333 0,462788
CIC 2A 2011 - CIC 3C 2011 * -13,2333 0,462788
CIC 2A 2011 - CIC 3C 2013 * -27,35 0,462788
CIC 2A 2013 - CIC 2B 2011 * 14,8267 0,462788
CIC 2A 2013 - CIC 2B 2013 * -2,86333 0,462788
CIC 2A 2013 - CIC 2C 2011 * 5,59333 0,462788
CIC 2A 2013 - CIC 2C 2013 * -8,02333 0,462788
CIC 2A 2013 - CIC 3A 2011 * 13,9267 0,462788
CIC 2A 2013 - CIC 3A 2013 * -1,79333 0,462788
CIC 2A 2013 - CIC 3B 2011 * 11,3933 0,462788
CIC 2A 2013 - CIC 3B 2013 * -4,10667 0,462788
CIC 2A 2013 - CIC 3C 2011 * 2,99333 0,462788
CIC 2A 2013 - CIC 3C 2013 * -11,1233 0,462788
CIC 2B 2011 - CIC 2B 2013 * -17,69 0,462788
CIC 2B 2011 - CIC 2C 2011 * -9,23333 0,462788
CIC 2B 2011 - CIC 2C 2013 * -22,85 0,462788
CIC 2B 2011 - CIC 3A 2011 * -0,9 0,462788
CIC 2B 2011 - CIC 3A 2013 * -16,62 0,462788
CIC 2B 2011 - CIC 3B 2011 * -3,43333 0,462788
CIC 2B 2011 - CIC 3B 2013 * -18,9333 0,462788




CIC 2B 2011 - CIC 3C 2011 * -11,8333 0,462788
CIC 2B 2011 - CIC 3C 2013 * -25,95 0,462788
CIC 2B 2013 - CIC 2C 2011 * 8,45667 0,462788
CIC 2B 2013 - CIC 2C 2013 * -5,16 0,462788
CIC 2B 2013 - CIC 3A 2011 * 16,79 0,462788
CIC 2B 2013 - CIC 3A 2013 * 1,07 0,462788
CIC 2B 2013 - CIC 3B 2011 * 14,2567 0,462788
CIC 2B 2013 - CIC 3B 2013 * -1,24333 0,462788
CIC 2B 2013 - CIC 3C 2011 * 5,85667 0,462788
CIC 2B 2013 - CIC 3C 2013 * -8,26 0,462788
CIC 2C 2011 - CIC 2C 2013 * -13,6167 0,462788
CIC 2C 2011 - CIC 3A 2011 * 8,33333 0,462788
CIC 2C 2011 - CIC 3A 2013 * -7,38667 0,462788
CIC 2C 2011 - CIC 3B 2011 * 5,8 0,462788
CIC 2C 2011 - CIC 3B 2013 * -9,7 0,462788
CIC 2C 2011 - CIC 3C 2011 * -2,6 0,462788
CIC 2C 2011 - CIC 3C 2013 * -16,7167 0,462788
CIC 2C 2013 - CIC 3A 2011 * 21,95 0,462788
CIC 2C 2013 - CIC 3A 2013 * 6,23 0,462788
CIC 2C 2013 - CIC 3B 2011 * 19,4167 0,462788
CIC 2C 2013 - CIC 3B 2013 * 3,91667 0,462788
CIC 2C 2013 - CIC 3C 2011 * 11,0167 0,462788
CIC 2C 2013 - CIC 3C 2013 * -3,1 0,462788
CIC 3A 2011 - CIC 3A 2013 * -15,72 0,462788
CIC 3A 2011 - CIC 3B 2011 * -2,53333 0,462788
CIC 3A 2011 - CIC 3B 2013 * -18,0333 0,462788
CIC3A 2011 - CIC 3C 2011 * -10,9333 0,462788
CIC 3A 2011 - CIC 3C 2013 * -25,05 0,462788
CIC 3A 2013 - CIC 3B 2011 * 13,1867 0,462788
CIC 3A 2013 - CIC 3B 2013 * -2,31333 0,462788
CIC 3A 2013 - CIC 3C 2011 * 4,78667 0,462788
CIC 3A 2013 - CIC 3C 2013 * -9,33 0,462788
CIC 3B 2011 - CIC 3B 2013 * -15,5 0,462788
CIC 3B 2011 - CIC 3C 2011 * -8,4 0,462788
CIC 3B 2011 - CIC 3C 2013 * -22,5167 0,462788
CIC 3B 2013 - CIC 3C 2011 * 7,1 0,462788
CIC 3B 2013 - CIC 3C 2013 * -7,01667 0,462788
CIC 3C 2011 - CIC 3C 2013 * -14,1167 0,462788

* denotes a statistically significant difference.

The StatAdvisor

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are significantly different from
which others. The bottom half of the output shows the estimated difference between each pair of means. An
asterisk has been placed next to 187 pairs, indicating that these pairs show statistically significant differences at
the 95,0% confidence level. At the top of the page, 17 homogenous groups are identified using columns of X's.
Within each column, the levels containing X's form a group of means within which there are no statistically
significant differences. The method currently being used to discriminate among the means is Fisher's least
significant difference (LSD) procedure. With this method, there is a 5,0% risk of calling each pair of means

significantly different when the actual difference equals 0.




