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RESUMEN

Los monoterpenos pueden afectar el ciclado de nutrientes debido a que son capaces de alterar las tasas de nitrificacion
y las comunidades microbianas edéficas. El presente trabajo estudié el impacto de la aplicacion directa de diferentes
aceites esenciales y algunos de sus monoterpenos mayoritarios sobre la nitrificacion, funcionalidad y estructura de las
comunidades microbianas del suelo. Los dos monoterpenos seleccionados fueron: 1,8-cineol (1,8-CIN) y a-pineno
(a-PIN). En funcién de la presencia de dichos monoterpenos, las especies vegetales seleccionadas para la extraccién de
los aceites esenciales fueron: Aguaribay (Schinusareira L., Anacardiaceae) (OA) y Eucalipto (Eucalyptus comaldulensis
Dehnh., Myrtaceae) (OE). Los muestreos del suelo fueron realizados a los 0, 10, 30 y 60 dias de la aplicacion de los
tratamientos. El tratamiento control (CK) mostré los valores més altos de nitrificacion durante todo el periodode ensayo
. Sin embargo, la reduccién en la nitrificacién fue significativa (p<0.05) para el 1,8-CIN, OE y OA a los dias 1, 30 y 60
de incubacién, respectivamente. Se observé un aumento de la actividad hidrolizante del diacetato de fluoresceina (FDA)
en los tratamientos con o-PIN, OE y 1,8-CIN a los 10, 30 y 60 dias de incubacién, respectivamente. Una tendencia
similar fue observada en la actividad deshidrogenasa (DHA). El tratamiento CK mostré una disminucion significativa
(p<0.05) de la biomasa de bacterias Gram-negativas. Las poblaciones de Actinomicetes fueron significativamente
(p=<0.05) menores en el tratamiento CK en comparacion a las poblaciones observadas en los tratamientos con aceites
esenciales OA y OE. Por ultimo, la aplicacién de ambos aceites esenciales (OA y OE) incrementé la biomasa microbiana
total estimada por perfiles de &cidos grasos fosfolipidicos (PLFA).

Palabras clave: Aceites esenciales, monoterpenos, microbiologia de suelos, enziméatica de suelos.

[IMPACT OF ESSENTIAL OILS AND MONOTERPENES ON NITRIFICATION
AND EDAPHIC MICROBIAL COMMUNITIES]

ABSTRACT

Monoterpenes may affect the nutrient cycling because they are capable of altering nitrification rates and edaphic mi-
crobial communities. The present work studied the impact of the direct application of different essential oils and some
of their major monoterpenes on the nitrification, functionality and structure of soil microbial communities. Two mono-
terpenes selected were: 1,8-cineol (1,8-CIN) and a-pinene (a-PIN). The vegetal species selected for the extraction of
the essential oils were: Aguaribay (Schinusareira L., Anacardiaceae) (OA) and Eucalyptus (Eucalyptus comaldulensis
Dehnh., Myrtaceae) (OE). Soil samples were taken at 0, 10, 30 and 60 days after the application of the treatments.
Control treatment (CK) showed the highest nitrification values during the entire period tested. However, the reduction
of the nitrification was significant (p<0.05) for 1,8-CIN, OE and OA at days 1, 30 and 60 of incubation, respectively.
An increase in hydrolyzing activity of fluorescein diacetate (FDA) was observed in the treatments with a-PIN, OE and
1,8-CIN at 10, 30 and 60 days of incubation, respectively. A similar trend was observed in the dehydrogenase activity
(DHA). The CK treatment showed significantly (p<0.05) lower biomass values for Gram-negative bacteria. The popula-
tions of Actinomicetes were significantly (p<0.05) lower in CK treatment compared to the populations observed in the
treatments with OA and OE essential oils. Finally, the application of both essential oils (OA and OE) increased the total
microbial biomass estimated by phospholipid fatty acids (PLFA).

Key words: Essential oils, monoterpenes, soil microbiology, soil enzymatic.
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INTRODUCCION

La calidad del suelo involucra propiedades fisi-
cas, quimicas y microbiolégicas que sustentan la
productividad, la calidad del ambiente y la sani-
dad de los cultivos (Doran & Parkin, 1994; Jack-
son et al., 2003). Los microorganismos de suelo
son fundamentales para mantener el buen funcio-
namiento de los suelos naturales y agricolas ya
gue estan involucrados en una gran variedad de
procesos claves, tales como la descomposicién de
la materia organica (MO), la remocién de toxinas
y el ciclado de nutrientes (carbono (C), nitrégeno
(N), fosforo (P) y azufre (S)). Ademas, algunos
de estos microorganismos desempefan un im-
portante rol en la supresion de enfermedades del
suelo y en la promocién del crecimiento vegetal
(Garveba et al., 2004). El estudio de las comu-
nidades microbianas del suelo puede proveer una
medida integral de la calidad edéafica. Cambios en
la estructura y funcionalidad de las comunidades
microbianas pueden repercutir sobre la calidad
del suelo y el rinde de los cultivos (Brussaard et
al., 2007). Diversos autores indicaron al estudio
de las comunidades microbianas edéaficas como
una potente herramienta para comprender sefa-
les tempranas de alteracion o disturbio en el suelo
(Graham &Haynes, 2005).

Los monoterpenos son metabolitos especiales
de los aceites esenciales de innumerables especies
de plantas arométicas y forestales. Estos compues-
tos ingresan en el suelo a través de la descompo-
sicién de hojas senescentes, exudados radicales o
via deposicién volatil de las partes aéreas de las
plantas. Su solubilidad en el suelo se encuentra re-
lacionada principalmente con la estructura quimica
caracteristica de estos compuestos (Griffin et al.,
1999). Como consecuencia, los terpenos pueden
gjercer una importante influencia sobre las propie-
dades de los ecosistemas edéaficos (Wood et al.,
1995). Los monoterpenos poseen una potencial
capacidad de interaccion en el ciclado de nutrien-
tes, son capaces de alterar las tasas de herbivoria ,
de descomposicion, mineralizacién, nitrificacion y
desnitrificacion (White, 1994).

Se sabe que el contenido de N disponible en el
suelo es un factor limitante en el funcionamiento de
los ecosistemas terrestres (Schlesinger, 1997). Exis-
ten agentes quimicos capaces de inhibir o retardar

los procesos de nitrificacién en el suelo. La biblio-
grafia existente sobre inhibidores de nitrificacion es
amplia, y se encuentra principalmente focalizada en
el control de la nitrificacién del amonio con el obje-
tivo de aumentar la utilizacion de N en los cultivos.
En este sentido, los monoterpenos podrian inhibir la
mineralizacion del N mediante el retraso en los pro-
cesos de nitrificacion, por medio del aumento en la
inmovilizacion de nitratos (N-NO,) en relacion con el
amonio (N- NH*,) y/o por medio de la estimulacion
de la inmovilizacion del N mediante materiales ricos
en C (White, 1991).

Diversos autores han recomendado la inclusion
de plantas aromaticas como potencial enmienda
en suelos agricolas, debido a su multifacética ac-
tividad bioldgica, principalmente asociada con
compuestos fendlicos y terpénicos presentes en
sus aceites esenciales (Adamczyk et al., 2013;
Kadoglidoua et al., 2014). Por lo tanto, se ha
sugerido que los aceites esenciales y sus mono-
terpenos poseen una gran influencia en el ciclo de
los nutrientes, regulando procesos microbianos
edaficos (Kainulainen & Holopainen, 2002).

Distintos autores mostraron que ciertos acei-
tes esenciales presentes en diferentes especies de
plantas arométicas fueron capaces de estimular
el crecimiento de poblaciones microbianas del
suelo (Vokou & Liotiri, 1999; Smolander et al.,
2005). En este sentido, Wood et al. (1995) re-
portaron que algunos microorganismos pueden
metabolizar aceites esenciales y sus componen-
tes mayoritarios utilizdndolos como fuente de C
y energia. Por otra parte , diversos estudios de-
mostraron que determinados aceites esenciales
y sus compuestos resultaron téxicos para ciertos
grupos bacterianos posiblemente debido a su
acoplamiento durante la fosforilacion oxidativa y
la inhibicion de la sintesis de ATP (Houdkova et
al., 2017). Ademas, otros autores indicaron que
algunos monoterpenos disminuyeron el conteni-
do de N y C en la biomasa microbiana del suelo
(Wood et al., 1995; Smolander et al., 2006).

Algunos estudios han propuesto a la aplica-
cién de monoterpenos puros y/o en mezclas con
agroquimicos como método potencial en el con-
trol de enfermedades en cultivos (Mifambres et
al., 2010). Sin embargo, muy pocos estudios han
evaluado el efecto de los aceites esenciales y sus
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monoterpenos sobre la estructura y funcion de
las comunidades microbianas del suelo. En ge-
neral, los parametros fisicoquimicos son indica-
dores poco sensibles a cambios drasticos en la
matriz del suelo. Sin embargo, diversos autores
sugirieron que los parametros microbiologicos y
bioguimicos demostraron ser mas significativos
como indicadores tempranos de estrés (Gil-Sotres
et al., 2005; Geisseler et al., 2017). Junto con
la evaluacién de estos parametros, se han inten-
tado construir diferentes indices para evaluar al-
teraciéon y/o calidad de los suelos (Puglisi et al.,
2005; Bastida et al., 2008). En este sentido, al-
gunos autores concluyeron que la estimacién de
la biomasa microbiana y la cuantificacion de la
actividad enzimatica del suelo resultaron ser im-
portantes parametros de calidad edéfica, debido
a que los microorganismos constituyen una parte
vital en la cadena de produccién de agroalimen-
tos (Beelem & Doelman, 1997). Recientemente,
la inclusién de herramientas moleculares (qPCR,
DGGE, T-RFLP) y bioquimicas (enzimética de sue-
los, perfiles de fosfolipidos, etc) en el estudio de
las comunidades microbianas han sido de gran
utilidad para determinar cambios de diversidad y
abundancia microbiana en el suelo (Maarit Niemi
et al., 2001). Actualmente, el monitoreo de la ca-
lidad del suelo incluye mediciones de pardmetros
bioquimicos como la biomasa microbiana total,
biomasa de taxones, respiracién microbiana y ac-
tividad enzimatica, entre otros. De esta manera, el
objetivo del presente estudio fue estudiar el efec-
to de la aplicacién de aceites esenciales y de sus
componentes monoterpénicos sobre los procesos
de nitrificacién y calidad microbioldgica del suelo.

MATERIALES Y METODOS

Aceites esenciales, monoterpenos
y muestreo del suelo

Los monoterpenos seleccionados para el pre-
sente estudio fueron: 1,8-cineol y a-pineno (Sig-
ma-Aldrich Argentina). En funcién de la presencia
mayoritaria de dichos monoterpenos, las especies
vegetales seleccionadas para la extraccién de los
aceites esenciales fueron: Aguaribay (Schinusa-
reira L.,Anacardiaceae) y Eucalipto (Eucalyptus
comaldulensis Dehnh., Myrtaceae). Las especies

fueron recolectadas durante el mes de julio del
2013 en Cordoba, Argentina. El material botani-
co recolectado fue identificado y herborizado en
el Herbario de la Universidad Nacional de Cérdo-
ba con nimeros de registro CORD00044091 vy
CORD00044093 para Schinusareira L., Anacar-
diaceae y Eucalyptus comaldulensis Dehnh., Myr-
taceae, respectivamente. Los aceites esenciales
fueron extraidos de hojas frescas de Aguaribay y
Eucalipto, utilizando un destilador de arrastre con
vapor. Finalmente, ambos aceites esenciales fue-
ron analizados mediante un cromatégrafo gaseoso
(Perkin-Elmer Clarus 600) equipado con detector
de llama (FID) y detector de masa (MS) (Tabla 1).

El suelo fue recolectado de un pastizal natural,
sin intervencion antropica, ubicado en la locali-
dad de Cérdoba, Argentina. La toma de muestras
se realizd a 15 cm de profundidad. La textura del
suelo fue Franco areno-limoso (arena 16%, limo
55.2%, arcilla 28.8%, materia organica (MO)
8.47%, carbono organico (CO) 4.91%, nitrogeno
total (NT) 0.416%, relacién carbono/nitrégeno
(C/N) 11.8). Con el objeto de eliminar los res-
tos vegetales y escombros, el suelo fue tamizado
(2mm) y posteriormente almacenado durante 7
dias en camara de cultivo con el objeto de equili-
brar el sistema.

Disefio del experimento

Los tratamientos fueron: 1,8-cineol (1,8-CIN),
a-pineno (a-PIN), aceite esencial de eucalipto
(OE), aceite esencial de aguaribay (OA) y control
(CK). EI tratamiento CK consistio en el agregado
de silice-gel sin aditivos. Para cada tratamiento
se utilizaron 200 g de suelo, con una concentra-
cion del 0.3% de aceite esencial o monoterpeno y
2.7% de silica-gel en polvo. Los aceites esencia-
les y los patrones monoterpénicos se anadieron al
suelo siguiendo la técnica de aplicacion mediante
silica-gel (Adamczyk et al., 2011). Todos los tra-
tamientos se realizaron por triplicado. El ensayo
fue incubado bajo condiciones controladas de hu-
medad (60% de la capacidad de campo del sue-
lo) y temperatura (24°C). La toma de muestras
se realiz6 a los dias 0, 10, 30 y 60 después de
iniciado el ensayo. Cada muestra consistié en la
toma de 50 g de suelo, la cual fue almacenada
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Tabla 1. Constituyentes principales (%) de los aceites esenciales de hojas de Aguaribay (Schinusareira L., Anacardiaceae) y Eucalipto

(Eucalyptus comaldulensis Dehnh., Myrtaceae)

Table 1. Main constituents (%) of the essential oils of Aguaribay leaves (Schinusareira L., Anacardiaceae) and Eucalyptus

(Eucalyptus comaldulensis Dehnh., Myrtaceae)

Aceite de Eucaliptus (OE) % Aceite de Aguaribay (0A) %
1,8-cineol 43,51 10-epi-¥ eudesmol 472
9-epi-E-cariofielno 0,16 Acetato de isobornil 1,15
Aromadendreno 049 Biciclog ermacreno 1,12
Carvacrol 0,40 canfeno 7,67
Carvona 0,31 dehydroxy isocalamendiol 2,11
E-carveol 0,11 E-cariofileno 0,55
E-nerolidol 0,93 elemol 1,92
Epoxido de a-felandreno 0,26 germacreno-D-4-ol 23,43
Espatulenol 0,18 limoneno 0,49
Globulol 0,66 mirceno 0,75
Linalool 0,82 n-decano 2,14
Mentha 2,8-dien-1-ol (trans-g) 0,18 sabineno 0,96
Mentha-1(7),8-dien-2-ol <cis-g-> 0,18 tricicleno 1,06
Metil isoborneol <2-> 0,66 o -felandreno 1548
Oxido de linalool (cis) 0,16 o -muuroleno 3,64
Pinocarvona 0,50 a-gurjuneno 0,90
Piperitona 0,63 a-humuleno 2,67
Rosifoliol 011 a-pineno 483
Terpinen-4-ol 2,02 p-elemeno 0,52
Terpinoleno 0,22 p-eudesmol 0,74
Trans-pinocarveol 2,01 p-feladreno 4,39
Viridiflorol 1,28 p-pineno 344
o - pineno 248 d-cadineno 11,08
a - thujeno 0,26 0-cimeno 1,36
o -felandreno 6,77 10-epi-o eudesmol 4,72
a-terpineno 0,17 Acetato de isobornil 1,15
a-terpineol 1,12
p-pineno 6,77
y - terpineno 2,07
-cimeno 20,75

bajo condiciones apropiadas hasta su posterior
analisis en el laboratorio.

Mineralizacion de N y tasas de nitrificacion

El contenido de NT se determiné mediante un
autoanalizador de nutrientes SmartChem 200
(Westco, Scientific Instruments, Inc.). El método
se basa en la conversion de componentes organi-

cos nitrogenados de origen biologico (tales como
aminoacidos, proteinas y péptidos) en amonio, a
través de un proceso de digestién acida. El méto-
do se basé en USEPA 351.2 Rev. 2.0 (1993a).
Para la digestiéon acida, se disolvieron 134 g de
sulfato de potasio (K,SO,) y 7.3 g de sulfato de
cobre Ill pentahidratado (CuSO, ¢ 5H,0) en 800
mL de agua y 134 mL de acido sulfarico concen-
trado (H,SO,), y se complet6 con agua a volumen
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final de 1 L. Se colocaron 10 mL de esta solucion
por g de la muestra. En el proceso de digestién se
utilizé6 una temperatura de 160°C durante 30 min
y 380°C durante 45 min.

Para el andlisis de nitratos (N-NO-,), nitritos
(N-NO-,) y amonio (N-NH*,) se utiliz6 el autoa-
nalizador de nutrientes SmartChem 200 (West-
co, Scientific Instruments, Inc.). La extraccién se
realiz6 con una soluciéon de KCL 2.0 M. El mé-
todo empleado en el autoanalizador para N-NO-
;¥ N-NO-, fue USEPA Method 353.2, Rev. 2.0
(1993b) y para N-NH*, fue USEPA 350,1 Rew.
2.0 (1993b).

El porcentaje de nitrificacion fue calculado de
acuerdo con Kumar et al. (2007) con la siguiente
ecuacion:

Tasa de nitrificacion = [(N-NO-, + N-NO-,) x 100]
/ (N-NH*, + N-NO-, + N-NO,)

Actividad enzimatica y microbiana

La actividad microbiana total fue estimada
mediante hidrolisis del diacetato de fluorescei-
na (FDA) segln el protocolo de Adam & Duncan
(2001). EI FDA es hidrolizado por enzimas ex-
tracelulares y de membrana, permitiendo la libe-
racion de un producto final coloreado que puede
medirse por espectrofotometria. Brevemente, en
un tubo para centrifuga se pesé 2 g de suelo y se
agregd 15 mL de buffer fosfato pH 7.6. Para co-
menzar la reaccién se agregd 0.2 mL de solucién
stock de FDA, se tapo y agitd en vortex. Se incub6
a 30°C durante 30 min en un bafo termostatiza-
do. Después del tiempo de incubacion se agregd
15 mL de la mezcla cloroformo/metanol 2:1 (v/v)
para detener la reaccion y se agitd. Se dej6 repo-
sar durante toda la noche para permitir la sepa-
racion de las fases organica y acuosa. Una vez
completada la separacion de fases, se tomd 2 mL
de la fase superior y se midié en un espectrofoté-
metro UV-Vis Perkin-Elmer Lamda 25 a 490 nm.

La actividad deshidrogenasa fue determinada
de acuerdo con la técnica citada por Garcia et
al. (1997). Se expuso 1 g de suelo (60% de su
capacidad de campo) a 0.2 mL de una solucién
INT (2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-cloruro de fe-
niltetrazolio) al 0.4% durante 24 horas a 28°C

en oscuridad. EI INTF formado (iodo-nitrotetrazo-
lioformazan) fue extraido con 10 mL de metanol
mediante agitacion rapida durante 1 min, y pos-
teriormente filtrado con papel de filtro Whatman
N°5. El INTF fue medido en espectrofotdémetro
(UV-Vis Perkin Elmer Lamda 25) a 485 nm.

Estructura de las comunidades microbianas

La estructura de las comunidades microbia-
nas del suelo se estudié mediante sus perfiles de
fosfolipidos de &cidos grasos (PLFA). La metodo-
logia de extraccion y condiciones de analisis de
los PLFA se realizd de acuerdo con Meriles et al.
(2009), basada en Bossio et al. (1998). En un
tubo para centrifuga se pesdé 8 g de suelo y se
agregd 20 mL de una mezcla cloroformo/metanol/
buffer fosfato (1:2:0,8 v/v/v). Luego la muestra
se agitd en vortex y se dejo reposar durante 1
h. El sobrenadante fue filtrado con papel de filtro
Whatman N°5. Este procedimiento se repitié dos
veces. Al tubo con el filtrado obtenido se le agregd
10 mL de cloroformo y 10 mL de buffer fosfato
(pH: 7.4). Se dejo reposar durante 24 horas has-
ta la completa separacion de las fases organica y
acuosa. La fase organica fue colectada y el sol-
vente se evapor6 con N, a 37°C. El residuo se
re-suspendié en 3 mL de cloroformo. Los lipidos
del suelo fueron separados en orden creciente de
polaridad mediante una cromatografia en colum-
na rellena con 0.5 g de &cido silicico (100-200
Mesh, Sigma St Louis, MO). Los lipidos neutros
y los glicolipidos se eluyeron con 5 mL de clo-
roformo y 10 mL de acetona, respectivamente.
La fraccién de fosfolipidos se eluyé con el agre-
gado de 5 mL de metanol. La metilacion de los
acidos grasos se realiz6 con una solucion de 1
mL de metanol/tolueno 1:1 (v/v) y 1 mL de KOH
0.2 M incubados a 37°C durante 15 min. Luego
se agregd 2 mL de agua destilada y 0.3 mL de
acido acético 1 M. Los acidos grasos metil es-
terificados fueron extraidos con hexano (3 mL) y
la solucién fue posteriormente concentrada hasta
sequedad. El residuo obtenido se resuspendi6 en
30 uL de hexano y se midié en un cromatografo
gaseoso (Perkin-Elmer Clarus 600) equipado con
una columna Elite-b (Crossbond 5% difenil-95%
dimetilpolisiloxano), detector de llama (FID) y de-
tector de masa (MS). Los acidos grasos fueron
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analizados con una pendiente térmica de 180 a
240°C a 4°C min'! y una velocidad de flujo de 0.8
mL min!. La cuantificacion se realiz6 mediante
el agregado de un estandar interno (19:0). Los
acidos grasos fueron identificados mediante una
corrida previa de un estandar de ésteres metili-
cos de acidos grasos bacterianos (Bacterial Acid
Methyl Esters mix, Supelco, Bellefonte, PA). La
concentracion total de PLFA fue estimada me-
diante la sumatoria de todos los acidos grasos de
fosfolipidos identificados y utilizada como estima-
dor de la biomasa microbiana total (Béhme et al.,
2005). Una nomenclatura estandar fue utilizada
para describir cada PLFA: el nimero de atomos
de carbono seguido por el nimero de dobles en-
laces, separados por dos puntos. Las conforma-
ciones cis y trans son designadas con el sufijo
“c” y “t”, respectivamente. Otras notaciones son
“Me” para el grupo metilo, “cy” para los grupos
ciclopropanoicos, vy el prefijo “i” y “a” para las ra-
mificaciones iso- y anteiso- de los acidos grasos.

Analisis estadisticos

El contenido de N-NO-,, N-NO-,, N-H,*, NT,
tasas de nitrificacién, actividades enzimaticas,
biomasa microbiana total y grupos taxonémi-
cos microbianos estimados mediante perfiles de
PLFAs fueron sometidos a un analisis de varian-
za (ANAVA) y test a posteriori LSD (p<0,05). La
normalidad de los datos fue testeada mediante
la prueba de Shapiro-Wilks modificado. Todos los
analisis estadisticos fueron realizados con el soft-
ware INFOSTAT/Professional 2013 (Di Rienzo et
al., 2013).

RESULTADOS Y DISCUSION

Nuestro trabajo tuvo por finalidad el estudio de
la accion directa de los monoterpenos y compo-
nentes de los aceites esenciales sobre la microflora
edafica, no so6lo de sus compuestos volatilizados.
Por este motivo se prescindié de la utilizacién de
trampas de vapor, y en su lugar, los compuestos
terpénicos puros y los aceites esenciales fueron
agregados al suelo de manera directa, acorde a
procedimientos utilizados por diferentes autores
(Adamczyk et al., 2011).

Nuestro estudio reveld que los aceites esen-
ciales (OA y OE) afectaron de manera poco clara
el contenido de amonio y nitrato del suelo (Tabla
2). Se observaron reducciones significativas (p<
0.05) en los contenidos de nitrato en los trata-
mientos con a-PIN comparada con CK princi-
palmente a los 10 y 60 dias de incubacion. En
todos los dias de incubacién evaluados, a-PIN
mostrd los menores contenidos de nitrato respec-
to del resto de los tratamientos. Debido a que los
terpenos pueden actuar como fuente de C para
microorganismos, la disminucién en el conteni-
do de nitrato podria ser causado por un aumento
en el proceso de inmovilizacién microbiana de N
y/o una inhibicién en los procesos de nitrificacion
(Marmulla & Harder, 2014). Un resultado similar
fue observado al analizar las tasas de nitrificacion
(Figura 1). Excepto para el dia 1 de incubacién,
CK mostré los valores mas altos de nitrificacion
durante todo el periodo ensayado. En tanto que
1,8-CIN, OE y OA registraron una reduccion sig-
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Figura 1. Tasas de nitrificacion en suelos tratados con aceites
esenciales y sus monoterpenos. OA: aceite esencial Aguaribay
(Schinusareira L., Anacardiaceae). OE: aceite esencial de
Eucalipto (Eucalyptus comaldulensis Dehnh., Myrtaceag).
o-PIN: a-pineno, 1,8 CIN: 1,8 cineol, CK: control. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
alos 0,1, 10, 30y 60 dias de incubacién (p<0.05).

Figure 1. Nitrification rates in soils treated with essential

oils and their monoterpenes. OA: Aguaribay essential oil
(Schinusareira L., Anacardiaceae). OE: Eucalyptus essential
oil (Eucalyptus comaldulensis Dehnh., Myrtaceae). a-PIN:
a-pineno, 1,8 CIN: 1,8 cineol, CK: control. Different letters
indicate significant differences between treatments at 0, 1, 10,
30 and 60 days of incubation (p<0.05).
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nificativa (p<0.05) de la nitrificacion a los 1,
30 y 60 dias de incubacién, respectivamente. El
tratamiento CK present6 los mas bajos conteni-
dos de amonio (Tabla 2). En general, los valo-
res mas altos de amonio fueron observados en
el suelo tratado con OE y 1,8-CIN hasta el dia
30 de incubacién. Algunos estudios han repor-
tado que a-PIN es capaz de inhibir los procesos
de mineralizacion y/o nitrificacién (Uusitalo et al.,
2008). En nuestro estudio, a la concentracién y
tipo de suelo ensayado, a-PIN no modificé la mi-
neralizacién de N (estimado como contenido de
N-NH*,)). Es posible que este efecto diferencial de
o-PIN sobre la mineralizacién de N esté relacio-
nado con la dosis aplicada del monoterpeno y/o el
tipo de suelo (White, 1994). Sin embargo, el pre-
sente trabajo es el primer reporte en informar una

accioén inhibitoria de la nitrificacién como conse-
cuencia de la aplicacion directa de 1,8-CIN y OE.
Cabe aclarar que dicha inhibiciéon no fue obser-
vada en el OA debido a que al 1,8-CIN no forma
parte constitutiva de los monoterpenos presentes
en el OA. Diferentes autores demostraron que la
inhibicién de ambos procesos (mineralizacién y
nitrificacién) es una funcion de la dosis aplica-
da de monoterpenos (White, 1991). Aplicaciones
con dosis bajas o intermedias de monoterpenos
(10-125 ug g') mostraron poco o ninglin cambio
en la mineralizacion. Por el contrario, altas dosis
de monoterpenos (1250 ug g*) estimularon la in-
movilizacién neta de amonio. Es probable que la
falta de uniformidad en la respuesta de inhibicion
en la mineralizacién y/o nitrificaciéon observada
en nuestro trabajo esté relacionada con bajas do-

Tabla 2. Concentracion de N-NO,, N-NO-,, N-NH*, y NT en el suelo tratado con aceites esenciales y terpenos durante 60 dias
de incubacion. OA: aceite esencial Aguaribay (Schinusareira L., Anacardiaceae). OE: aceite esencial de Eucalipto (Eucalyptus
comaldulensis Dehnh., Myrtaceae). a-PIN: a-pineno, 1,8 CIN: 1,8 cineol, CK: control. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos a los 0, 1, 10, 30 y 60 dias de incubacion (p<0.05).

Table 2. Concentration of N-NO",, N-NO,, N-NH*, and NT in soil with the application of essential oils and terpenes during
60 days of incubation. OA: Aguaribay essential oil (Schinusareira L., Anacardiaceae). OE: Eucalyptus essential oil (Eucalyptus
comaldulensis Dehnh., Myrtaceae). a-PIN: a-pineno, 1,8 CIN: 1,8 cineol, CK: control. Different letters indicate significant
differences between treatments at 0, 1, 10, 30 and 60 days of incubation (p<0.05).
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sis de monoterpenos y aceites esenciales. Final-
mente, los tratamientos con aceites esenciales y
monoterpenos afectaron pobremente el contenido
de nitrito. El contenido de nitrégeno total (NT) no
varié entre tratamientos durante la totalidad del
periodo de incubacion (Tabla 2).

La hidrélisis de FDA es llevada a cabo por
exoenzimas y enzimas de membrana. Debido a

la gran variedad de enzimas capaces de degradar
este sustrato, la técnica hidrolizante de FDA ha
sido utilizada como un estimador de la actividad
microbiana total (Adam & Duncan, 2001). En
nuestro trabajo, la actividad FDA vari6 en funcion
del tiempo y de los tratamientos (Figura 2). Ex-
cepto en el dia 1, se observaron diferencias sig-
nificativas (p< 0.05) entre los tratamientos. Se

= 1 Aon
o [JOE a

g’ A o-PIN

g 261 M1.8CIN

5 ¥ CK

S b

g 22+

<

T C

9 cd

-y K d

5]

<

1 5 I I I I I
0 1 10 30 60
Dias de incubacion

'7:; 40- A Figura 2. Actividad microbiana en

T OA d suelos tratados con aceites esenciales y

w CJOE a sus monoterpenos. OA: aceite esencial

= 33- A o-PIN Aguaribay (Schinusareira L., Anacardiaceag).
= 1.8 CIN b OE: aceite esencial de Eucalipto (Eucalyptus
=2 X CK b comaldulensis Dehnh., Myrtaceae). a-PIN:
s a-pineno, 1,8 CIN: 1,8 cineol, CK: control.
P o5 Letras diferentes indican diferencias

S C significativas entre tratamientos a los 0, 1, 10,
.g 30y 60 dias de incubacion (p<0.05).

= Figure 2. Microbial activity in soils treated
3 18- with essential oils and their monoterpenes.
© . d OA: Aguaribay essential oil (Schinusareira
:_S L., Anacardiaceae). OE: Eucalyptus essential
£ oil (Eucalyptus comaldulensis Dehnh.,,

<C 10 : : : : : Myrtaceae). a-PIN: a-pineno, 1,8 CIN: 1,8

0 1 10 30

Dias de incubacion

60 cineol, CK: control. Different letters indicate
significant differences between treatments
at0,1, 10, 30 and 60 days of incubation
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Figura 3. Estructura de las comunidades microbianas estimada por PLFA en suelos tratados con aceites esenciales y sus
monoterpenos. OA: aceite esencial Aguaribay (Schinusareira L., Anacardiaceae). OE: aceite esencial de Eucalipto (Eucalyptus
comaldulensis Dehnh., Myrtaceae). a-PIN: a-pineno, 1,8 CIN: 1,8 cineol, CK: control. GP: Bacterias Gram-positivas, GN: Bacterias
Gram-negativas, FU: Hongos, AC: Actinomicetes, VAM: Micorrizas vesiculo-arbusculares. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos a los 0, 1, 10, 30 y 60 dias de incubacion (p<0.05).

Figure 3. Structure of microbial communities estimated by PLFA in soils treated with essential oils and their monoterpenes.

OA: Aguaribay essential oil (Schinusareira L., Anacardiaceae). OE: Eucalyptus essential oil (Eucalyptus comaldulensis Dehnh.,
Myrtaceae). a-PIN: a-pinene, 1,8 CIN: 1,8 cineole, CK: control. GP: Gram-positive bacteria, GN: Gram-negative bacteria, FU: Fungi,
AC: Actinomycetes, VAM: Vesicular-arbuscular mycorrhizae Different letters indicate significant differences between treatments at

0, 1,10, 30 and 60 days of incubation (p<0.05).

registrd6 una alta actividad FDA en tratamientos
con a-PIN, OEy 1,8-CIN en los 10, 30 y 60 dias
de incubacioén, respectivamente. Este resultado
indica que la actividad FDA varié con el tiempo de
incubacioén. A pesar de esta variacién temporal en
el patron de respuesta, el CK mostr6 bajos valores
de actividad FDA en todos los dias de incubacién.
Aunque menos marcada, una tendencia similar
fue observada en la actividad DHA. En el dia 60
de incubacién, el tratamiento CK mostré valores
significativamente (p< 0.05) maés bajos que los
encontrados en suelos tratados. Este resultado in-
dica que el agregado de terpenos puros o de acei-
tes esenciales es capaz de aumentar la actividad
microbiana del suelo. Ademas, para ambas acti-
vidades enzimaéticas, las mayores diferencias en-
tre tratamientos fueron observadas hacia los 60
dias de incubacién. Se observd una significativa
diferencia entre la accion del aceite esencial y su

monoterpeno sobre la actividad microbiana, indi-
cando un posible efecto sinérgico entre los com-
ponentes de los aceites esenciales (Bakkali et al.,
2008). Segln la bibliografia consultada, muy po-
cos trabajos han evaluado el efecto del agregado
directo de terpenos al suelo sobre la actividad mi-
crobiana en enzimas generalistas. Sin embargo,
un aumento de la actividad microbiana total ha
sido frecuentemente observada luego de la aplica-
cién de dosis subletales de biocidas de uso agri-
cola (Chowdhury et al., 2008). Recientemente,
Kocak & Darici (2016) compararon la incorpora-
cién al suelo de hojas de laurel (Laurusnobiliscon
L.) con la aplicacién directa de 1,8-CIN y conclu-
yeron que la incorporacién de hojas de laurel y la
aplicacion de 1,8-CIN incrementaron significati-
vamente la actividad microbiana edafica y las ta-
zas de mineralizacién de C. Tanto la degradacion
de terpenos como los procesos relacionados con
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la detoxificacién celular producen un significativo
incremento en la actividad microbiana (Musilova
et al., 2016). La actividad antimicrobiana de los
monoterpenos ha sido reportada por diversos au-
tores y se asocia con sus caracteristicas lipofilicas
(Ludley et al., 2009). Los monoterpenos actuan
por disrupcion de la membrana citoplasmatica
microbiana, disminuyendo su impermeabilidad a
protones y grandes iones, y cambiando su fluidez
(Bakkali et al., 2008; Ryu et al., 2018). En con-
cordancia con estos resultados, diversos autores
han observado un incremento a corto plazo de
la actividad enzimatica de suelos que han sido
expuestos a diversos aceites esenciales (Vokou &
Liotiri, 1999).

Pocos estudios han evaluado el efecto de ter-
penos y/o aceites esenciales sobre la estructura de
las comunidades microbianas edaficas. En el pre-
sente estudio, la aplicacion de monoterpenos y/o
aceites esenciales fue capaz de alterar la estructu-
ra de las comunidades microbianas del suelo (Fi-
gura 3). Excepto con la aplicacién de 1,8-CIN, el
tratamiento CK mostrd valores significativamente
menores de bacterias Gram-negativas que el resto
de los tratamientos. En parcial concordancia con
este resultado, diversos autores han informado
que algunos metabolitos secundarios de plantas,
tales como monoterpenos pueden incrementar
las poblaciones de bacterias Gram-negativas, ya
que algunos de estos organismos son capaces
de utilizar estructuras terpénicas como fuente de
carbono (Uhlik et al., 2013). Es posible que el
diferente comportamiento de las comunidades
bacterianas Gram-negativas frente a la aplicacion
del 1,8-CIN pueda deberse a su actividad biocida
antimicrobiana, reportada previamente por dife-
rentes autores (Marmulla & Harder, 2014). Simi-
larmente, aunque con una tendencia menos mar-
cada, las menores poblaciones de actinomycetes
fueron detectadas en el tratamiento CK, siendo
significativamente diferente a las poblaciones
encontradas en suelo tratado con ambos aceites
esenciales (OA y OE). La liberacion de compues-
tos terpénicos desde poblaciones de actinomyce-
tes y su ruta biosintética han sido descriptas con
anterioridad (Rabe et al., 2013), lo que sugiere
una baja susceptibilidad de estos microorganis-
mos a terpenos volatiles. Estos resultados son

concordantes con otro estudio en el que se re-
gistré un significativo incremento en poblaciones
de actinomycetes luego de que un suelo cultivado
con ajo fuera tratado con diferentes dosis del mo-
noterpeno timol (Mifambres et al., 2010). Los
especificos mecanismos por los que estos aceites
esenciales pueden incrementar las poblaciones
de actinomycetes deberan ser investigados en tra-
bajos futuros. Las bacterias Gram-positivas, bio-
masa flngica y micorrizas vesiculo-arbusculares
no fueron afectadas por las concentraciones de
aceites esenciales y monoterpenos utilizados en
el presente trabajo. Sin embargo, la aplicacién de
ambos aceites esenciales (OA y OE) increment6
la biomasa microbiana total. En contraste con
nuestros resultados, Asensio et al. (2012) report6
gue los componentes organicos voléatiles (confor-
mados mayoritariamente por compuestos terpé-
nicos) provenientes de rastrojo forestal pueden
disminuir la biomasa microbiana. Sin embargo,
otros autores han demostrado que algunos com-
puestos terpénicos de alto peso molecular, apli-
cados de manera directa al suelo, pueden incre-
mentar la biomasa microbiana total (Adamczyk
et al., 2011). Esta aparente contradiccién podria
estar relacionada con la composicion y estructura
edéfica, estructura quimica de los compuestos y/o
dosis terpénica. Los tratamientos con monoterpe-
nos (1,8-CIN y a-PIN) no incrementaron signifi-
cativamente la biomasa microbiana edéfica. Asi,
estos resultados sugieren que el incremento de la
biomasa microbiana observada en suelos tratados
con aceites esenciales podria deberse, al menos
en parte, a un efecto sinérgico de sus componen-
tes (Kalemba & Kunicka, 2003).

CONCLUSIONES

La aplicacion de aceites esenciales y sus mo-
noterpenos mayoritarios disminuyé las tazas de
nitrificacién s6lo en algunos tiempos de incu-
bacién. En general, el suelo tratado con aceites
esenciales y monoterpenos mostré alta actividad
enzimatica, especialmente hacia el final del pe-
riodo de incubacién. Por Ultimo, la aplicacién de
aceites esenciales incremento las poblaciones de
bacterias Gram-negativas, actinomycetes y bio-
masa microbiana total. La potencialidad a campo
de estos productos naturales para controlar las
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poblaciones microbianas y la actividad enzima-
tica en diferentes condiciones edéaficas necesitan
ser estudiados en trabajos futuros.
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