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MICROBIOLOGICAL PROPERTIES OF A SOIL OF THE ARGENTINE PATAGONIA UNDER THE INFLUENCE OF
DIFFERENT TREE SPECIES

ABSTRACT

In forest systems, leaf litter is usually the main source of nutrients for the vegetation and microorganisms. Leaf litter composition
may vary according to the biomass and quality of the materials produced by different species. Tree roots affect the development
and activity of microflora. The aim of this study was to evaluate the influence of two implanted tree species, with different
composition of plant residues, on the soil characteristics. The soil is classified as an Andisol and is located in the Trevelin Forest
Station, Chubut, Argentina, Lat. 43° S, Long 71°31" West. The samples were extracted from the surface soil of two forest plots
with a dominant species each: Radiata Pine (Pinus radiata D. Don.) and European Oak (Quercus robur). The following analytical
determinations were carried out on soil samples: organic carbon, microbial respiration, deshydrogenase activity, microbial count
(bacterial communities, amilolytic, actinomyces and fungi) as well as the functional diversity of associated microbial communities.
The Shannon-Weaver index (H) was calculated. The soil under Oak trees showed the highest values of microbial respiration, organic
carbon and amilolytic and bacterial community counts. No significant differences were found in deshydrogenase activity,
actinomyces and fungi counts between species. The principal component analysis showed significant variations in the physiology
of microbial communities associated with these two tree species. The microorganism H diversity index was significantly greater
for Pine. Plants residues of broadleaf species such as Oak have lower contents of recalcitrant substances than conifer species, and
this fact, associated with the higher development of total and amylolytic bacteria, could result in an increase in the decomposition
of plant residues in the soil and in higher organic carbon and microbial respiration values.

Key words. Forest soil, microbial respiration, deshydrogenase activity, microbial functional diversity.

RESUMEN

En los sistemas forestales, la hojarasca es generalmente la principal fuente de nutrientes para la vegetacién y microorganismos,
pudiendo variar éstos en relacién a la biomasa y calidad de los materiales aportados por diferentes especies. Las raices de los arboles
ejercen influencia en el desarrollo y actividad de la microflora. El objetivo de este trabajo fue evaluar la influencia sobre el suelo
de dos especies arbdreas implantadas, con distinta composicién del residuo vegetal aportado al suelo. El suelo estd clasificado como
un Andisol y esta ubicado en la Estacién Forestal Trevelin, Chubut, Argentina, Lat. 43° Sur, Long 71°31" Oeste. Se extrajeron muestras
superficiales de suelo de dos parcelas de bosque con una especie dominante cada una: Pino radiata (Pinus radiata D. Don.) y Roble
europeo (Quercus robur). Se determiné carbono organico, respiracion microbiana, actividad deshidrogenasa, diversidad funcional
de comunidades microbianas asociadas y se calculé el indice de diversidad de Shanon Weaver (H). Se cuantificaron bacterias totales,
bacterias amiloliticas, actinomicetes y hongos. Los valores de respiracién microbiana y carbono organico resultaron significativamente
superiores en el suelo debajo de Roble. No se encontraron diferencias significativas entre valores de deshidrogenasa. Los recuentos
de flora bacteriana total y de bacterias amiloliticas dieron significativamente superiores en el suelo asociado a Roble, mientras que
los actinomicetes y hongos no mostraron diferencias significativas entre especies. El analisis de componentes principales mostré
variaciones significativas en la fisiologia de las comunidades microbianas asociadas a estas dos especies. El indice de diversidad
H de la microflora fue significativamente mayor para Pino. Los residuos de Roble por ser una especie latifoliada y por lo tanto poseer
menor contenido de sustancias recalcitrantes que una conifera, asociado al mayor desarrollo de bacterias totales y amiloliticas,
podria favorecer una mayor descomposicion del residuo vegetal aportado al suelo y explicar los mayores valores de carbono organico
y respiracién microbiana obtenidos.

Palabras clave. Suelo forestal, respiracién microbiana, actividad deshidrogenada, diversidad funcional microbiana.
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INTRODUCCION

Las propiedades microbiolégicas que se determinanen
los suelos estan intimamente vinculadas con la diversidad
de funciones que serealizan en elmismo. Muchas deellas
son considerados como excelentes bioindicadores de la
calidad delsuelo (Pankhurst et al, 1995; Alvear et al, 2006),
debiendo ponerse énfasis en el estudio de éstas (Alvear et
al, 2007). Dadala gran cantidad de estos parametros que
estan descriptos en labibliografia, Nannipieri et al. (1995),
los agrupan en parametros generales y especificos. Los
generalesincluyen lasvariables directamente relacionadas
conlaactividad microbianatales como carbono de respira-
cioén, actividad de la enzima intracelular deshidrogenasa,
biomasa globalmedidaatravésdelahidrdlisis del diacetato
de fluoresceina, el contenido de ergosterol, etc. Los para-
metros especificosincluyen actividades de enzimasinvolu-
cradasen los ciclos del nutrientes responsables de lalibe-
racion de nutrientes para las plantas y microorganismos
atravésdelatransformaciény degradacién de lamateria
organica (Nannipieri, 1994; Jiménez et al,, 2004; Effron
et al, 2006; Defrieri et al, 2008).

Los microorganismos del suelo juegan un rol funda-
mental en la sustentabilidad de los diversos ecosistemas
desarrollando funciones esenciales como: ciclado de
nutrientes parael crecimiento de las plantas, formacién del
humus delsuelo, mejora de propiedades fisicas y mante-
nimiento de labiodiversidad de los ecosistemas (Campbell
etal,1997).Enlos dltimos afios han aumentado las in-
vestigacionesinteresadas en determinarlacomposicion
y funcién microbioldgica (Zogg et al, 1997; Balser & Fi-
restone, 2005). Estudios previos indican que la compo-
sicibn microbianaesinfluenciada por factores comoel pH
(Hogberg et al, 2007) y la disponibilidad de carbono y
nutrientes (Fierer et al, 2007), posteriormente otros es-
tudios reportan que lacomposicién de lacomunidad mi-
crobianadelsuelo puede serinfluenciada por las especies
vegetales (Waldrop et al, 2000; Balser & Firestone, 2005).

Enlos dltimos afios, ladiversidad funcional de los micro-
organismos ensueloy hojarasca hasido determinadain-
vestigando su capacidad para utilizar diferentes sustratos.
Porlo tanto,ademas de laimportancia de los pardmetros
bioldgicos generalesy especificos mencionados, las téc-
nicas utilizadas para describir la diversidad funcional como
son lautilizaciénde fuentes carbonadas cobran cadavezmas
relevancia (Garland & Mills, 1991; Agnelli et al,, 2004;
Grayston & Prescott, 2005).

Elobjetivo de este trabajo fue evaluarlainfluenciaen
unsueloforestalde dos especies arbdreasimplantadas, con
distintacomposicién delmaterial vegetal aportado al sue-
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lo sobre pardmetros microbiolégicos tales como respira-
cién microbiana, actividad de laenzima deshidrogenaday
diversidad funcional de las comunidades microbianas aso-
ciadas.

MATERIALES Y METODOS

Elsitio de investigacidn se encuentraen la Estacion Forestal
INTA de Trevelin, Chubut, Argentina, Lat. 43° Sur, Longitud 71°
317 Oeste, altitud 470 ms.n.m. La superficie de la Estacion es
de 3.020 ha. El suelo corresponde a un Andisol. El material
originario estd compuesto por cenizas volcanicas mezclado con
material coluvial. El clima se caracteriza por tener precipi-
taciones promedio de 942 mmanuales, produciéndose el 80,6%
de las mismas entre los meses de abril y setiembre. La tempe-
ratura méaxima media anual es de 15,7 °C y la minima media
anual de 3,4 °C. En los meses de diciembre y febrero ocurre
anualmente sequia temporaria, que afecta a varias especies
forestales en su crecimiento y desarrollo.

Se seleccionaron al azar 10 arboles de cada una de las es-
pecies con un buen estado sanitario y con portes similares. Se
tomaron muestras superficiales (0-10 cm) de suelo ubicadas
en pie de colina de dos parcelas, de aproximadamente de 2
ha cada una, de bosque implantado con una especie dominan-
te cada una: Pinoradiata (Pinus radiataD. Don.) y Roble europeo
o Eslavonia (Quercus robur) con igual tiempo de implanta-
cién (50 afios). Las mismas fueron tomadas previo despeje del
material vegetal superficial, y aunamismadistancia del tronco
de los arboles seleccionados. Debajo de cada uno de los 10
arboles, para ambas especies, se tomaron 4 muestras de las
cuales se hizo unamuestra compuesta por rbol. Dichas mues-
tras se obtuvieron en el mes marzo del afio 2010 y sobre ellas
se efectuaron las determinaciones analiticas. Las muestras
himedas se guardaron en bolsas plasticas que se mantuvieron
refrigeradas hasta su anélisis en el laboratorio. Las muestras
fueron tamizadas por malla de 4 mm o 2 mm segun la deter-
minacion arealizar. Los resultados se expresaron en base a suelo
secado a 105 °C hasta peso constante.

Analisis de las muestras de suelo

Las siguientes determinaciones se realizaron sobre las 10
muestras compuestas tomadas debajo de cada especie y los
analisis se efectuaron por duplicado.

Carbono de respiracion: se determiné midiendo el CO,
liberado durante la incubacidn del suelo, el que es retenido
por una solucién de NaOH y valorando el NaOH remanente
(Anderson, 1982).

Actividad deshidrogenasa:se incubd el suelo con una solu-
cién de unasal de amonio cuaternario (cloruro de 2-p-iodofenil-
3-p-nitrofenil-5-fenil tetrazolio o INT) que funciona como un
aceptor artificial de electrones a un pH regulado de 7,6. El
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formazan derivado (INTF), producto de la reduccién se deter-
mind colorimétricamente (Gong, 1996).

Carbono organicopor elmétodo de Walkley y Black (Nelson
& Sommers, 1982).

Las siguientes determinaciones se realizaron sobre 4 de
las 10 muestras compuestas tomadas debajo de cada especie
y los anélisis se efectuaron por duplicado.

Recuentos de bacterias totales, amiloliticas, actinomi-
cetes y hongos totales: se efectuaron suspensiones y dilucio-
nes adecuadas de suelo para efectuar los recuentos en medios
de cultivo sélidos (Frioni, 1990).

Diversidad funcional de comunidades microbianas: se
efectuaron suspensiones y diluciones del suelo y para cada
muestra se utilizé la dilucion 10, Las microplacas se incuba-
ron a 30 °C por 4 dias. Se utilizaron los valores de absorbancia
para realizar el andlisis de los datos (Garland & Mills, 19971,
adaptada por Garcia de Salamone et al, 2007).

Se calculé el indice de diversidad de Shanon-Weaver segtin
Gomez et al. (2004).

Andlisis estadistico

Los datos para las variables carbono de respiracion, activi-
dad deshidrogenasa y carbono orgénico fueron analizados es-
tadisticamente mediante un andlisis de varianza de una via co-
rrespondiente a un disefio completamente aleatorizado, entre
tratamientos correspondiente a las dos especies arbdreas. Las
diferencias entre medias de tratamiento fueron determinadas
mediante el test de Tukey (p<0,05). Los recuentos se analizaron
utilizando transformaciones logaritmicas y los perfiles de uso
de las fuentes carbonadas se obtuvieron mediante analisis mul-
tivariado de componentes principales. Se utilizé el programa
estadistico INFOSTAT /PROFESIONAL @ Versién 1.1- Universi-
dad de Cérdoba.

RESULTADOS Y DISCUSION
Losvalores hallados en el presente trabajo mostraron
que la respiraciéon microbianay carbono organico resul-

taronsignificativamente superiores en el suelo debajo de
laespecie Roble europeo respecto del suelo debajo de Pino
radiata (p<0,05). No se encontraron diferencias significa-
tivasentrelosvalores de actividad de deshidrogenasame-
didosenelsuelo debajo de ambas especies (p<0,05) (Tabla
1). Sin embargo, en otros trabajos, en el mismo sitio de
estudio, pero con diferentes especies (Defrieri et al, 2010)
yensuelosde unaReserva Forestal de Chaco con especies
nativas (Defrieri et al, 2007) encontraron que laactividad
deshidrogenadaresulté unindicador sensible en detectar
diferenciassignificativas entre las especies estudiadas.

Los recuentos de flora bacteriana total y de bacterias
amiloliticas dieron valoressignificativamente superiores
(p<0,05) enelsueloasociado ala especie Roble europeo,
mientras que los actinomicetesy hongos no mostraron di-
ferencias significativas entre especies (Tabla 2). Esto po-
dria explicarse teniendo en cuenta la diferente composi-
ciéndelmaterial vegetal aportado porambas especies. Asf,
elporcentaje de sustanciasrecalcitrantes tales comolignina
y celulosafoliares determinado por Effron et al. (2009) para
la especie Roble europeo (lignina: 6%; celulosa: 11,0%),y
Defrieri et al. (2010) para la especie Pino radiata (lignina:
16,5%; celulosa: 14,5%) muestran que para la primer espe-
ciedichos contenidos son menores, como es de esperar por
serunaespecie latifoliaday la otra una conifera. Entonces
paraelsueloasociadoaRoble europeo, se hallé un signifi-
cativomayor nimero de microorganismos, especialmen-
tebacterias totalesy amiloliticas, las cuales se desarrollan
rapidamente cuando encuentran fuentes carbonadas y
nitrogenadas facilmente descomponibles. Si bien en los
recuentos fingicos y de actinomicetes no se hallaron di-
ferenciassignificativas entre especies (p< 0,05), se puede
observar que los mismos fueron mayores debajo de Pino
radiataloque se podriavinculary confirmaren futurostra-
bajos con elhecho que esta especie posee mayor conte-
nido de lignina, siendo ésta una clase de polimero que es

Tabla 1. Valores medios de los parametros respiracién microbiana, actividad deshidrogenasa y carbono
organico en el suelo debajo de las especies Roble europeo o eslavonia (Quercus robur) y Pino radiata

(Pinus radiata D. Don.).

Table 1. Mean parameter values for microbial respiration, deshydrogenase activity and organic carbon
in the soil under European Oak (Quercus robur) and Radiata Pine (Pinus radiata D. Don.) species.

Respiracion Actividad Carbono

microbiana deshidrogenasa organico

(mg C-CO, kg'7d") (mg formazén kg'22 h?) (gkg™)
Roble europeo 230 a 455 a 72,0 a
Pino radiata 130 b 50,0 a 300 b

Letras diferentes entre filas indican diferencias significativas entre especies forestales (o, = 0,05).
Different letters within columns indicate significant differences between species (o = 0,05).
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Tabla 2. Valores medios de recuentos de bacterias totales, amiloliticas, actinomicetes y hongos totales
en el suelo debajo de las especies Roble europeo o eslavonia (Quercus robur) y Pino radiata (Pinus
radiata D. Don.)

Table 2. Mean values of microbial counts (bacterial communities, amilolytic, actinomyces and fungi)
in the soil under European Oak (Quercus robur) and Radiata Pine (Pinus radiata D. Don.) species.

Flora bacteriana Bacterias Actinomicetes Hongos
total amiloliticas totales totales
log,, UFC g*
Roble europeo 10,70 a 400 a 311 a 4723 a
Pino radiata 7,84 b 2,53 b 457 a 543 a

Letras diferentes entre filas indican diferencias significativas entre especies forestales (o0 = 0,05).
Different letters within columns indicate significant differences between species (ov = 0.05).

degradado principalmente por diferentes especies de hon-
gos y actinomicetes (Tuomela et al, 2000). Effron et al.
(2009) en un trabajo previo en el mismositio y trabajan-
docondosespecies forestales, unaconiferay otralatifoliada,
encontraron valores mds elevados de actividades enzi-
maticas extracelulares tales como fosfatasa acida,  glu-
cosidasay proteasa en el suelo debajo de la especie lati-
foliada, hecho que podria explicarse teniendo en cuenta
queestasenzimas participan enlatransformaciény ciclado
de nutrientes, siendo mayor su actividad en aquel suelo
dondehay mayor proporcion de material vegetal facilmente
descomponible como seriaen este caso. Priha et al. (2001)
encontraron resultados similares a los hallados en este
trabajo donde concluyeron que especies forestales tales
como el Abedul (Betula pendulay Betula pubescens) pre-
sentaron mayores valores del carbono derespiraciéony de
las actividades enziméticas a las encontradas en el suelo
bajo Abeto (Picea mariana). Ellos sugirieron que la razén
puede serlas diferentes cantidades de carbono l&bil libe-
radas por cada una de las especies con la consecuente
influencia sobre los microorganismos del suelo.

Elanalisis de varianza de los componentes principales
mostro variaciones significativas en la fisiologia de las
comunidades microbianas asociadas a estas dos especies
forestales (Fig. 1). Los datos obtenidos muestran que el pre-
sente andlisis de componentes principales (CP) explicaun
40%Yy 20% paraelCP1Y CP2, respectivamente. Ademas
mediante elandlisis de los componentes principales pudo
determinarse las fuentes carbonadas que explican una
proporcionrelevante de lavariabilidad total, segun los va-
lores de correlacién de Pearson. Dado que se observaron
diferenciassignificativas entre tratamientos paraCP1, se
analizaron los valores de absorbancia de las fuentes car-
bonadas que mostraron altos coeficientes de correlacién
para dicho componente (Tabla 3). Se observé que las
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comunidades microbianas presentes en las muestras de
suelos asociadas alas dos especies forestales utilizaron de
maneradiferencial (p<0,05) algunas fuentes carbonadas
(Tabla 3). Lamicrofloraasociada a Pino radiata utilizé méas
acido lactico, dextrosay celobiosa que aquella asociada
alRoble europeo. Porotra parte, las comunidades micro-
bianas asociadas a esta ultima especie utilizaron signifi-
cativamente mas fenilalanina. La glutamina fue utilizada
similarmente por la microfloraasociada aambas especies
vegetales. Elandlisis del indice de diversidad de Shannon-
Weaver (H) mostré diferencias significativas entre las co-
munidades microbianas asociadas aambas especies, sien-
dosignificativamente mayor paraelsuelo asociado a Pino
radiata (Fig. 2). Resultados similares fueron encontrados
por Ushio et al. (2008), quienes encontraron que lacom-
posicién de lacomunidad microbiana mostrd diferencias
significativas entre especies de coniferas y latifoliadas,
atribuyendo estas diferencias al efecto que pueden tener
las diferentes especies sobre propiedades del suelo tales
como pH, Ctotaly N, los cuales podrian serimportantes
factoresquetenganinfluenciaenla composiciéndelaco-
munidad microbiana del suelo. También Defrieri et al.
(2007) encontraron diferencias significativas en la utili-
zacion de fuentes carbonadas entre especies forestales
nativas en un suelo forestal de Chaco, Argentina.

Elanalisis de estos resultados se podria continuarin-
corporando otro tipo de variables fisicoquimicas y biold-
gicas que permitan interpretar ain mejor las diferencias
entre los tratamientos estudiados.

CONCLUSIONES

Losresiduos de Roble por ser una especie latifoliaday
porlo tanto poseer menor contenido de sustancias recal-
citrantes que una conifera, asociado al mayor desarrollo
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Figura 1. Andlisis de componentes principales (CP) de los valores de CP1y CP2 para la fisiologia de las comunidades microbianas asociadas a los
suelos bajo la influencia de las especies Roble europeo o eslavonia (Quercus robur) y Pino radiata (Pinus radiata D. Don.).

Figure 1. Principal component (CP) analysis of CP1 and CP2 values for the physiology of microbial communities in soils under influence of European
Oak (Quercus robur) and Radiata Pine (Pinus radiata D. Don.) species

Las letras distintas indican diferencias significativas entre las medias del CP1 segiin la Prueba de Tukey (0. = 0,05).

Different letters indicate significant differences between mean values by Tukey's test (o = 0.05)

Tabla 3. Valores de Absorbancia del suelo corregidos por el tiempo cero para cinco fuentes carbonadas
(FC) y sus coeficientes de correlacion de Pearson con el CP1.

Table 3. Soil absorbance values fcorrected by time zero to five carbon sources and Pearson correlation
coefficients with PC1.

Absorbancia a 590 nm

Acido Lactico Dextrosa Glutamina Celobiosa Fenilalanina
Roble europeo 0,11 a 0,12 a 0,08 a 0,13 a 0,42 b
Pino radiata 0,15 b 0,17 b 0,11 a 0,17 b 0,34 a
CC Pearson 0,30 0,27 0,27 0,16 -0,27

CCPearson. Coeficiente de correlacion de Pearson de cada FC con el CP1.

Las medias con igual letra son iguales segiin la Prugba de Tukey con (ov = 0,05).
CCPearson. Pearson correlation coefficient of each CF with CP1.

Different letters within columns indicate significant differences between species (o0 = 0.05).
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Figura 2. Indice de Shannon-Weaver (H) para las medias de los tratamientos en el suelo bajo la influencia de las especies Roble europeo o eslavonia
(Quercus robur) y Pino radiata (Pinus radiata D. Don.). Letras distintas indican diferencias significativas entre especies forestales, mediante tests de
Tukey (o0 = 0,05).

Figure 2. Shannon-Weaver index (H) for mean values of soils under the influence of European Oak (Quercus robur) and Radiata Pine (Pinus radiata
D. Don.) species. Different letters indicates significant differences between forestal species (Tukey Test; oo = 0.05).
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de bacterias totales y amiloliticas, podria favorecer una
mayor descomposicion del residuo vegetal aportado al
sueloy asi a mayores valores de carbono organico y res-
piracién microbiana hallados

Sinembargo, las propiedades delresiduo de Pinoradiata
favorecen una mayor diversidad funcional de la comuni-
dad microbianaasociada a esta especie forestal. Elanalisis
de componentes principales mostrd variaciones significa-
tivasen lafisiologia de las comunidades microbianas aso-
ciadas a estas dos especies forestales.
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