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Figura 1. Espectrogramas obtenidos mediante la resonancia magnética nuclear ('*C CPMAS
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y B) Quercus deserticola. Los nimeros sobre lo picos refieren la posicion de los
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descomposicion. A) termograma del DSC de las muestras de Q. castanea, B)
termograma del DSC de las muestras de Q. deserticola, C) termograma del TG de las

muestras de Q. castanea y D) termograma del TG de las muestras de Q. deserticola.
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Figura 3. A) Masa remanente de mantillo y tasa de descomposicion a 270 dias; B)
Concentracion de carbono organico total; C) concentracion de nitrogeno total; D)
concentracion de fosforo total; E) relacion carbono:nitrogeno y F) relacion
carbono:fosforo en el mantillo de las especies estudiadas durante el curso de su
descomposicion. Las letras mayusculas refieren diferencias entre condiciones al
interior de cada fecha y letras minusculas refieren diferencias entre fechas en el
analisis de varianza de medidas repetidas. Todas las diferencias se establecieron a
p<0.05.

Figura 4. Concentracion de A) carbono organico disuelto; B) nitrogeno orgéanico; C) fosforo
organico disuelto; D) amonio disuelto; E) nitrato disuelto y F) fosforo (como
ortofosfato) disuelto en el mantillo de las especies estudiadas durante el curso de su
descomposicion. Las letras mayusculas refieren diferencias entre condiciones al
interior de cada fecha y letras minusculas refieren diferencias entre fechas en el
analisis de varianza de medidas repetidas. Todas las diferencias se establecieron a
p<0.05.

Figura 5. Concentracion de A) carbono; B) nitrégeno y C) fosforo en biomasa microbiana y
D) relacion carbono:nitrogeno y E) relacion carbono:fésoforo en biomasa microbiana
del mantillo de las especies estudiadas durante el curso de su descomposicion. Las
letras mayusculas refieren diferencias entre condiciones al interior de cada fecha y
letras minusculas refieren diferencias entre fechas en el andlisis de varianza de
medidas repetidas. Todas las diferencias se establecieron a p<0.05.

Figura 6. Actividad enzimatica de A) B-1,4-glucosidasa; B) celobiohidrolasa; C) polifenol
oxidasa; D) B-N-acetil-glucosaminidasa; E) deshidrogenasa en el mantillo de las
especies estudiadas durante el curso de su descomposicion. Las letras maytsculas
refieren diferencias entre condiciones al interior de cada fecha y letras minusculas
refieren diferencias entre fechas en el andlisis de varianza de medidas repetidas.

Todas las diferencias se establecieron a p<0.05.
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Figura 7. Actividad enzimatica especifica de A) B-1,4-glucosidasa; B) celobiohidrolasa; C)
polifenol oxidasa; D) B-N-acetil-glucosaminidasa; E) deshidrogenasa en el mantillo
de las especies estudiadas durante el curso de su descomposicion. Las letras
mayusculas refieren diferencias entre condiciones al interior de cada fecha y letras
minudsculas refieren diferencias entre fechas en el andlisis de varianza de medidas
repetidas. Todas las diferencias se establecieron a p<0.05.

Figura 8. Andlisis de varianza factorial (ANOVA factorial) y analisis de componentes
principales de las variables analizadas: A) ANOVA factorial sobre el porcentaje de
masa remanente, B) analisis de componentes principales de las variables asociadas a
la calidad quimica del mantillo (relaciones C:N y C:P y concentraciéon de formas
orgéanicas disueltas); C) Actividad enzimatica especifica p-glucosidasa, D)
Acvtividad enzimatica especifica polifenol oxidasa y E) Acvtividad enzimatica
especifica deshidrogenasa. Las letras mayusculas refieren diferencias entre sitios
mientras que las letras mintisculas refieren diferencias entre tipo de mantillo (todas
las diferencias se establecieron a p<0.05). En figura B, los circulos: hojarasca de Q.
castanea, rombos: hojarasca de mezcla de especies, tridngulos: hojarasca de Q.
deserticola; negro: sitio de Q. castanea, gris: sitio de mezcla de especies, blanco: sitio

de Q. deserticola.
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Resumen

La reabsorcion o retranslocacion, previa a la abscision foliar, permite que las plantas
sean menos dependientes de la disponibilidad de nutrientes en el suelo. Pero esto también
ocasiona que de acuerdo a la intensidad de reabsorcion de nutrientes, las hojas senescentes
entre distintas especies presentan diferencias en su composicion bioquimica y produzcan
efectos distintos sobre los procesos del ecosistema como es en el caso de la descomposicion
de la materia organica. La descomposicion del mantillo es un proceso fundamental en el
funcionamiento de los ecosistemas forestales, debido a que es a través de este proceso que se
reciclan los nutrientes y se mantiene la fertilidad del suelo. El acoplamiento entre la calidad
quimica de los residuos vegetales y la capacidad metabdlica de la comunidad microbiana ha
sido considerado como el factor mas importante que determina la velocidad de la
descomposicion, por lo que este proceso es dependiente de la identidad de las especies
vegetales y de la composicion de la comunidad microbiana del piso forestal y origina que los
mantillos provenientes de especies vegetales distintas presenten diferencias en sus tasas de

descomposicion aun cuando estan bajo las mismas condiciones ambientales.

El efecto de la calidad o composicion bioquimica del mantillo sobre la tasa de
descomposicion y transformacion de la materia organica ha sido evaluado cominmente al
comparar diferentes especies vegetales a nivel de familia y existen pocos trabajos que evaliien
las diferencias en la composicion bioquimica de los residuos vegetales entre especies
cercanas. Por lo cual, el presente trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto de la
hojarasca de dos especies de Quercus pertenecientes a secciones infragenéricas distintas en

la descomposicion del mantillo en un bosque templado deciduo Neotropical.



En el presente trabajo encontramos que la reabsorcion de nutrientes foliares depende
de la separacion seccional entre las especies del género Quercus a nivel mundial. Por
ejemplo, las especies de la seccion Quercus sensu stricto aportan potencialmente residuos
vegetales con mayor concentracion de nutrientes en comparacidon con las especies
pertenecientes a otras secciones, independiente del sitio en donde se encuentran. Este
diferencia entre las secciones también fue observada a escala local al comparar dos especies
de encinos pertenecientes a secciones diferentes: (. castanea seccion Lobatae y Q.
deserticola seccion Quercus sensu stricto. Encontramos que la segunda especie presentd
menor reabsorcion foliar de nutrientes, asi como mayor concentracion de nutrientes totales y
disueltos en la hojarasca y menor proporcion de compuestos recalcitrantes con una estructura

labil y con menor estabilidad térmica que la hojarasca de Q. castanea.

Estas diferencias en la calidad quimica del material organico promueven una mayor
actividad microbiana en el mantillo de Q. deserticola, lo cual a su vez favorece la
descomposicion de este material y la disponibilidad de nutrientes en comparacién con Q.
castanea, y en condiciones de mezcla promueve la disponibilidad de nutrientes bajo Q.
castanea a través de un efecto de fertilizacion. Asi mismo, los resultados de este trabajo
muestran que la comunidad saprofita del mantillo se ha especializado en la degradacion de
compuestos de acuerdo a la calidad de materia organica que reciben, por lo que la comunidad
microbiana en el mantillo con menor calidad quimica han desarrollado mecanismos para
invertir mas en la adquisicion de los nutrientes esenciales que en el crecimiento de sus

poblaciones.

Es asi que los datos obtenidos en la presente tesis sugieren que la calidad quimica de

los residuos vegetales es el principal factor que regula el proceso de descomposicion del



mantillo entre las especies de encinos, lo cual sugiere que la huella fisiologica de las especies
puede ser determinante en la dindmica de nutrientes en un bosque templado deciduo del

centro de México.



Abstract

The resorption or retranslocation, prior to leaf abscission, allows plants are less
dependent on the availability of nutrients in the soil. Nevertheless, this also causes that
senescent leaves from different species differ in their biochemical composition and produce
different effects on ecosystem processes as in the case of the decomposition of organic
matter, according to the intensity of nutrients reabsorption. Litter decomposition is a
fundamental process in the functioning of forest ecosystems, through this process the
nutrients are recycled and soil fertility is improved. The coupling between the chemical
quality of plant residues and the metabolic capacity of the microbial community has been
considered the most important factor determining the rate of decomposition. This
biochemical coupled is dependent on the identity of the plant species and the composition of
the microbial community forest floor, and causes that differents litters differ in their rates of

decomposition at the same environmental conditions.

The effect of the quality or biochemical composition of litter on decomposition and
transformation of organic matter ratse has been commonly evaluated by comparing different
plant species, commonly at family level and few studies that evaluate among taxonomical
closely species. Therefore, the aim of this study was determine the effect of litter from two
Quercus species pertain to infrageneric sections on litter decomposition in a Neotropical

temperate deciduous forest in Mexico.

We suggeted that in oak species, the worldwide foliar nutrient resorption depends on the
sectional separation between Quercus species. For example, species of Quercus sensu stricto

section, with lower nutrient resorption, may provide residues with higher concentration of



nutrients compared with species pertain to other sections, independent of the place where
they are. This difference between the sections was also observed locally when comparing
two oak species belonging to different sections: Q. castanea (Lobatae section) and Q.
deserticola (Quercus sensu stricto section). We found, the litterfall of Q. deserticola had
lower foliar nutrient resorption and higher concentration of total and dissolved nutrients in
litter and smaller proportion of recalcitrant compounds with a labile structure and lower
thermal stability than litterfall of Q. castanea.

These differences in the chemical quality of organic material promote higher
microbial activity, decomposition and nutrients availability of nutrients in the litter of Q.
deserticola than litter of Q. castanea. When species interacting, under Q. castanea is
promoted nutrients availability as a priming effect of litter mixtures. On other hand, the
results of this work suggest that the saprophytic community of litter has been specialized in
the degradation of compounds according to the quality of organic matter they receive. The
microbial community in the litter with less chemical quality have evolved mechanisms to
invest more resources in acquiring the essential nutrients than in the growth of their

populations.

Thus, the data obtained in this thesis suggest that the chemical quality of plant
residues is the main factor that regulates the process of decomposition of the litter between
two studied oak species, suggesting that physiological footprint species can be decisive on

nutrient dynamics in a temperate deciduous forest of central Mexico.



Capitulo 1. Introduccion general.




1.1. Introduccion.

La reabsorcion o retranslocacion, previa a la abscision foliar, permite que los
nutrientes contenidos en las hojas sean redistribuidos y almacenados en otros tejidos, con lo
cual se evita su perdida (Killinbeck 2004). Este proceso, parte de la senescencia foliar,
permite que las plantas sean menos dependientes de la disponibilidad de nutrientes en el suelo
para la obtencion de recursos destinados a la construccion de nuevos tejidos y/o el
mantenimiento de su metabolismo (Aksekili et al. 2007; Drenovsky et al. 2013). La
intensidad del proceso de reabsorcion es regulada por las condiciones ambientales (Mayor y
Roda 1992; Hagen-Thorn et al. 2006; Bayrak-Ozbucak et al. 2008; Campanella y Bertilleri
2011; de Campos et al. 2013). Por ejemplo, se ha observado que entre las especies vegetales
que crecen en suelos pobres en nutrientes presentan mayor eficiencia de reabsorcion que

aquellas que crecen en suelos fértiles (i.e. Mayor y Roda 1992, Covelo et al. 2008).

Sin embargo, mediante estudios que comparan distintas especies que crecen bajo las
mismas condiciones ambientales, se ha observado que existen rasgos fisioldgicos propios de
cada especie vegetal (i.e. capacidad fotosintetica, duracion foliar, asignacion a defensas
quimicas y mecanicas), que marca las diferencias en la reabsorcion entre ellas (ie.
Killingbeck 2004; Mae 2004; Campanella y Bertiller 2011; Wymore et al. 2011; de Campos
et al. 2013). Por ejemplo, se ha observado que, en sitios estacionales, las plantas deciduas
con mayor duracion foliar tienden a reabsorber menor cantidad de nutrientes ya que deben
mantener su eficiencia fotosintética hasta un punto de muy elevado estrés hidrico

(Campanella y Bertiller, 2011) o que las plantas con elevada capacidad fotosintética



movilizan menos nitrégeno debido al costo metabdlico de la detoxificacion de los residuos

de clorofila (Mae 2004).

Debido a las diferencias fisiologicas, incluida la intensidad de reabsorcion
reabsorcion de nutrientes, las hojas senescentes entre distintas especies presentan diferencias
en su composicion bioquimica (Cornwell et al. 2008; Covelo et al. 2008; Héttenschwiler et
al. 2008; Mae 2004; Ueda et al. 2011; Pietsch et al. 2014;), lo cual es considerado como un
rasgo postumo (after life trait, por su término en inglés), ya que estos rasgos se mantienen en
los tejidos muertos (Genug et al. 2013) y producen efectos sobre los procesos del ecosistema
(Hayes et al. 2014) como es el caso de la descomposicion de la materia organica (Schweitzer

et al. 2005; Whitham et al. 2012; Genung et al. 2013)

La descomposicion del mantillo es un proceso fundamental en el funcionamiento de
los ecosistemas forestales, debido a que es a través de este proceso que se reciclan los
nutrientes y se mantiene la fertilidad del suelo (Austin et al. 2014). El acoplamiento entre la
calidad quimica de los residuos vegetales y la capacidad metabdlica de la comunidad
microbiana ha sido considerado como el factor mas importante que determina la velocidad
de la descomposicion (Ayres et al. 2009; Austin et al. 2014), por lo que este proceso es
dependiente de la identidad de las especies vegetales y de la composicion de la comunidad
microbiana del piso forestal (i.e. Ayres et al. 2009; Freschet et al. 2012; Austin et al. 2014;
Pearse et al. 2014). Sin embargo, existen otros trabajos que sugieren que las caracteristicas
quimicas de los residuos vegetales (i.e. Prescott 2010; Wickings et al. 2012; Freschet et al.
2013) o la capacidad metabdlica de la comunidad microbiana (i.e. Wickings et al. 2012)

controlan la descomposicion del mantillo de manera independiente.



Debido a que aun no esta concluida la discusion sobre cual es el factor principal que
controla la descomposicion, consideramos que es importante centrar los estudios de
descomposicion en la calidad bioquimica de los residuos vegetales, ya que estos modifican
la actividad de la comunidad microbiana del suelo (Vivanco y Austin 2008; Aubert et al.
2010; Baldrian et al., 2012), y origina que los mantillos provenientes de especies vegetales
distintas presenten diferencias en sus tasas de descomposicion aun cuando estan bajo las
mismas condiciones ambientales (Almendros et al. 2000; Cornwell et al. 2008; Bonanomi

et al. 2010; Genung et al. 2013).

El efecto de la calidad o composicion bioquimica del mantillo sobre la tasa de
descomposicion y transformacion de la materia organica ha sido evaluada comiinmente al
comparar diferentes especies vegetales a nivel de familia (Vesterdal et al. 2008; Bonanomi
et al. 2010, Ono et al. 2011;). Sin embargo, existen pocos estudios que comparen la
composicion quimica del mantillo entre especies cercanas y su efecto sobre la
descomposicion (i. e. Rovira et al. 2008; Schweitzer et al. 2008; Aponte et al. 2013). Con
este tipo de trabajos se puede clarificar el efecto de la identidad de las especies sobre la tasa

de descomposicion de la materia orgénica (Whitham et al. 2012).

El género Quercus es un modelo de estudio que puede incluye especies cercanas con
atributos funcionales distintos (Cavender-Bares et al. 2004), pero existen poco estudios que
estudien el efecto de la calidad quimica de la hojarasca producida por cada especie sobre la
dindmica de nutrientes en los suelos. Las especies del género Quercus predominan en
diferentes ecosistemas forestales en el hemisferio norte (Aldrich y Cavender-Bares 2011) y
este género incluye cuatro secciones: a) Lobatae y b) Protobalanus, los cuales son endémicos

de América; c) Cerris, la cual es endémica de Eurasia; y d) Quercus sensu stricto (Quercus



s.s.) que se encuentra distribuida en ambas regiones (Manos y Stanford 2001). México es
considerado como un centro de diversificacion de las especies del género Quercus (Valencia
2004; Aldrich y Cavender-Bares 2011;), pero cuya distribucion puede modificarse por efecto
del incremento de temperatura y disminucion de la precipitacion prevista en escenarios de
cambio climatico (Rodriguez-Correa et al., datos no publicados). Si esta prediccion se
cumple, puede ocurrir la disrupcion de los flujos de carbono y nutrientes, sobre los cuales se
conoce muy poco. Por lo cual, el presente trabajo tiene como objetivo determinar el efecto
de la hojarasca de dos especies de Quercus pertenecientes a secciones infragenéricas distintas
en la descomposicion del mantillo en un bosque templado deciduo Neotropical, con lo cual
se busca aportar al conocimiento general del proceso de regulacion de la descomposicion de
la materia orgdnica y en particular a la dindmica de nutrientes en bosques templados de

Meéxico de lo cual se sabe muy poco aun.

1.2. Objetivo general.

Determinar el efecto de la hojarasca de dos especies de Quercus pertenecientes a
secciones infragenéricas distintas en la descomposicion del mantillo en un bosque templado

deciduo Neotropical.

1.3. Objetivos particulares.

. Mediante datos publicados en la literatura, analizar las diferencias en la

reabsorcion de N y P en las cuatro secciones del género Quercus.

. Comparar el efecto de dos especies nativas de Quercus deciduas (Q. castanea

seccion Lobatae y Q. deserticola seccidon Quercus s. s.) con diferente eficiencia de
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reabsorcion de nutrientes foliares, y la mezcla entre ellas, sobre la dindmica de nutrientes

en el mantillo y suelo de un bosque templado deciduo en el centro de México.

. Examinar la composicion de la materia orgéanica, la dinamica de nutrientes y
la actividad microbiana en el mantillo derivado de dos especies nativas de Quercus (Q.
castanea seccion Lobatae y Q. deserticola seccidon Quercus s. s.) con diferente patron de
eficiencia de reabsorcion de nutrientes foliares en un bosque deciduo en el centro de

Meéxico.

. Identificar el efecto de la calidad de la hojarasca, de la comunidad microbiana
y la interaccion entre ambas en la descomposicion del mantillo entre dos especies de dos
especies nativas de Quercus (Q. castanea seccion Lobatae y Q. deserticola seccion

Quercus s. s.).

1.4. Estructura de la tesis.

La presente tesis se compone de seis capitulos, cuatro de los cuales buscan aportar
elementos metodoldgicos y tedricos sobre la regulacion a través de la calidad quimica de los
residuos vegetales de la descomposicion del mantillo en un bosque templado deciduo de

Quercus Neotropical. El alcance de los capitulos se describe a continuacion:

a) Capitulo 2. Consecuencias funcionales de la diferenciacion taxonémica
entre secciones del género Quercus: el caso de la reabsorcion de nutrientes
mostramos, a partir de la revision de la literatura publicada, como la separacion
taxonémica entre secciones infragenéricas de Quercus influye sobre la capacidad de

reabsorcion de nutrientes foliares.
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b) Capitulo 3. Foliar nutrient resorption constrains soil nutrient
transformations under two native oak species in a temperate deciduous forest in
Mexico, seleccionamos dos especies de Quercus (Q. castanea y Q. deserticola)
pertenecientes a secciones infragenéricas distintas (Lobatae y Quercus sensu stricto,
respectivamente) a las cuales se les midio la eficiencia de reabsorcion de los nutrientes
foliares y se establecio su relacion con la disponibilidad y transformacion de nutrientes
en el mantillo y suelo, bajo las especies seleccionadas.

c) Capitulo 4. Organic matter dynamics and microbial activity during
decomposition of forest floor under two native neotropical oak species in a
temperate deciduous forest in Mexico (articulo de requisito para obtener el grado),
se realizo la caracterizacion quimica de la materia orgéanica y de la actividad catabolica
microbiana que determinan la dindmica durante la descomposicion del mantillo, esto se
realiz6 mediante diferentes aproximaciones analiticas, lo cual permite establecer
hipdtesis mas claras sobre la regulacion de la descomposicion.

d) Capitulo 5. Efecto del sitio y la calidad quimica de la hojarasca en la
descomposicion del mantillo de dos especies de encinos deciduos en un bosque
templado Neotropical, buscamos determinar si los patrones de descomposicion del
mantillo observados son consecuencia de la calidad quimica o del sitio como resultado
de la especializacion de la comunidad microbiana en la degradacion de residuos vegetales

provenientes de cada especie, lo anterior mediante un experimento in situ.
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Resumen

La reabsorcion de nutrientes en hojas senescentes se considera el principal regulador
de la cantidad de nitrogeno y fosforo que retorna al suelo y, por lo tanto, de la disponibilidad
de nutrientes o fertilidad de los suelos forestales. A pesar de que se han descrito patrones
generales entre plantas con fenologias diferentes y grupos taxonémicos distantes, hay muy
poca informacion sobre si existen diferencias entre especies del mismo género. El género
Quercus es un modelo interesante para probar si las diferencias en los patrones de reabsorcion
también se presentan entre especies tan cercanas, como las que comparte el mismo género.
Este trabajo es una revision de la literatura actual sobre las diferencias entre las cuatro
secciones de Quercus en la reabsorcion de nitrogeno y fosforo. Las especies caducifolias
presentaron mayor eficiencia de reabsorcion de N y de P que las especies perennifolias.
Comparando las secciones del género Quercus encontramos que la seccidon Lobatae,
independientemente de la fenologia, presentd mayor eficiencia de reabsorcion de nitrégeno
(ERN) que las secciones Quercus y Cerris, mientras que no hubo diferencia de la eficiencia
de reabsorcion de fosforo (ERP) entre las secciones. En el caso de las especies caducifolias
y perennifolias por separado, las especies de la seccidn Lobatae fueron mas eficientes en la
reabsorcion de nitrogeno que las especies de las otras dos secciones, mientras que no se
presentaron diferencia de la ERP entre secciones, coincidiendo con los patrones generales de
las especies de encinos. Estos resultados siguieren que el componente genético tiene un peso
importante en la eficiencia de reabsorcion de nutrientes, mas que la respuesta fenotipica a las

condiciones ambientales.

Palabras clave: eficiencia de reabsorcion, nitrégeno, fosforo, variacion genética,

fertilidad de suelos.
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Introduccion

En los ecosistemas forestales, los nutrientes ingresan por tres vias principales: por
intemperismo del material parental (e. g. Ca, Mg, K, P), por depdsito atmosférico (e. g. N, P,
K) y por fijacion biologica (e. g. C y N). Pero en la mayoria de los ecosistemas forestales, la
disponibilidad de estos nutrientes no sélo depende de su tasa de ingreso, sino principalmente
de la dindmica interna de los nutrientes en el ecosistema (McGroddy ef al., 2004, Reed et al.,
2012).

En la dindmica de los nutrientes en los ecosistemas terrestres se pueden identificar
cinco etapas, las cuales son: a) absorcion de nutrientes inorgéanicos del suelo por las raices de
las plantas, b) asignacion de nutrientes para construccién y mantenimiento de la biomasa
vegetal, ¢) reabsorcion de nutrientes de tejidos senescentes, d) retorno de nutrientes por
hojarasca y abscision de raices finas y e) la liberacion de nutrientes inorganicos por medio

de la descomposicion de la materia organica del suelo (Barnes ef al., 1998).

De estas etapas, la reabsorcion de nutrientes en tejidos senescentes es el mecanismo
mediante el cual la planta puede degradar macromoléculas y recuperar nutrientes a través de
su movilizacion hacia otros tejidos en el interior de la planta (Aerts, 1996; Noodén, 2004).
La reabsorcion ha sido reconocida como un mecanismo eficiente para la conservacion de
nutrientes y de esta manera, le permite a las plantas ser menos dependiente de la
disponibilidad de nutrientes en el suelo (Aksekili ef al., 2007; Drenovsky et al., 2013). Esto
ha sido observado en diversas especies vegetales dentro de un amplio rango funcional que va
desde herbaceas anuales o bianuales, gramineas perennes (e. g. Li et al., 2012), arbustos (e.

g. Campanella y Bertilleri, 2011) y arboles de diferentes fenologias (e. g. Killingbeck, 1996).
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Asi mismo, la reabsorcion es importante en la dindmica de nutrientes, ya que es a
través de esta que se regula la cantidad de nutrientes que retornan al suelo en los tejidos
vegetales senescentes (Hagen-Thorn et al., 2006: Covelo et al., 2008; Hattenschwiler et al.,
2008; Ueda et al., 2011). Por lo anterior, la reabsorcion es considerada un proceso clave en
los ecosistemas, ya que puede regular la disponibilidad de nutrientes en el suelo (Wymore et
al., 2011).

Hay dos aproximaciones para medir la reabsorcion de un nutriente: la eficiencia de
reabsorcion (resorption efficiency, ER) y la capacidad de reabsorcion (resorption proficiency,
CR; Killingbeck, 1996; Bedirkurum-Cakir et al., 2010). La ER es la proporcién en que ha
disminuido un nutriente foliar antes de la abscision, con base en el contenido del nutriente
entre el masa por area foliar (LMA), esta ultima es sensible a los estimulos ambientales, tales
como el estrés hidrico o luminico (van Heerwaarden et al., 2003). En cambio, la CR es el
contenido final absoluto del nutriente en la hoja completamente senescente, esto con base en
la aérea foliar. La CR es una medida del grado en el que la seleccion natural ha actuado para

reducir al minimo la pérdida de nutrientes a través de las hojas efimeras (Killingbeck, 1996).

Hay multiples factores ambientales que pueden definir los patrones de la eficiencia
de la reabsorcion de nutrientes, tales como la disponibilidad de nutrientes en el suelo, las
temperaturas extremas, el estrés hidrico y la deficiencia en el éptimo luminico (Mayor y
Roda, 1992; Hagen-Thorn et al., 2006; Bayrak-Ozbucak et al., 2008; Campanella y Bertilleri,
2011; Wymore et al., 2011; de Campos et al., 2013). En contraste, los factores internos de
las plantas estan enmarcados en el proceso general de la senescencia foliar. Algunos de estos
factores son la concentracion de nutrientes foliares, la duracion de la senescencia (foliar o

radicular) y las asociadas a las caracteristicas metabdlicas de cada especie, que incluyen a los
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niveles de hormonas, reguladores de crecimiento y el estadio reproductivo (Guo y Gan, 2005;
Lim et al., 2007). Todas estas caracteristicas estan mediadas por la expresion de multiples
genes. Por ejemplo, se ha reportado la expresion de 2,000 genes durante la senescencia de

las hojas de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (Gepstein, 2004).

De lo anterior, podemos concluir que la reabsorcion depende tanto de las condiciones
ambientales, como de la capacidad metabolica de cada especie vegetal, la cual esta
determinada por la informacién genética. Por ejemplo, Quercus rubra L. muestra mayor
eficiencia de reabsorcion de nitrégeno que Acer rubrum L.y Fraxinus americana L. cuando
se incrementa la temperatura (Butler ef al., 2012), lo cual se debe a que existen atributos que
dependen de la infraestructura genética y de la plasticidad que tiene cada especie para

expresar su fenotipo ante las condiciones ambientales.

Por lo anterior, es importante saber si la reabsorcion de nutrientes depende de la
informacion genética o de la plasticidad para responder a condiciones ambientales. Estudiar
diferencias en la reabsorcion de nutrientes entre diferentes grupos taxondmicos dentro de un
mismo género, nos permitiria saber si la reabsorcion responde principalmente a las
condiciones ambientales o depende de la diferenciacion genética asociada a las variaciones
intragenéricas. El género Quercus es un modelo interesante para probar si las diferencias en
los patrones de reabsorcion de nutrientes se debe a la respuesta a las condiciones ambientales

o a las caracteristicas intrinsecas asociada a las cuatro secciones que conforman el género

(Cavender-Bares ef al., 2004).

El género Quercus es un miembro de la familia Fagaceae. La clasificacion actual del

género Quercus reconoce dos subgéneros: Cyclobalanopsis y Quercus (Nixon, 1993). Este
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ultimo comprende cuatro secciones: los encinos blancos (seccion Quercus, algunas veces
referidos como Leucobalanus o Lepidobalanus), los encinos rojos (seccion Lobatae, algunas
veces referidos como Erythrobalanus), los encinos intermedios o dorados (seccion

Protobalanus) y la seccion Cerris (Nixon 1993, 2006; Manos y Stanford, 2001)

De manera general, la seccion Quercus esta ampliamente distribuida en el hemisferio
norte del viejo mundo junto con América, mientras que las secciones Lobatae y Protobalanus
son endémicas, ambas del nuevo mundo, y la seccion Cerris estd restringida a Eurasia y el
norte de Africa (Fig. 1.; Manos y Stanford, 2001; Nixon, 2006). China ha sido propuesta
como el centro de origen del género, que durante el Eoceno se diversifico con la aparicion de
dos secciones ancestrales: Cerris y Quercus sensu lato.. Esta ultima, emigrdé a lo que
actualmente es América y se diversifico en Lobatae, Protobalanus y Quercus sensu stricto.
Fue entre el Eoceno tardio y el Mioceno que se sugiere que la seccion Quercus emigro de
América a Eurasia, recolonizando la region norte del continente (Aldrich y Cavender-Bares,
2011). El género Quercus comprende aproximadamente 500 especies de arboles y arbustos

(Nixon, 1993), con diferentes fenologias (perennes y caducifolias).

Para el género Quercus se han realizado diversos estudios sobre los patrones de
reabsorcion de nutrientes comparandolos con especies de diferentes taxa (Killingbeck y
Costigan, 1988; Hagen-Thorn et al., 2006), analizando el efecto del manejo forestal (Covelo
et al., 2008), la respuesta a gradientes climaticos (Del Arco et al., 1991; Butler et al., 2012)
y espaciales (Covelo ef al., 2008b), asi como comparando estrategias fenologicas foliares de
diferentes especies (Huang ef al., 2007). Sin embargo, no se han analizado las diferencias en
la reabsorcion de nutrientes entre las cuatro secciones de este género. El presente trabajo
tiene como objetivo analizar las diferencias en la reabsorcion de N y P en las cuatro secciones
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del género Quercus. La hipotesis de este trabajo es que la informacion asociada a las
particularidades genéticas de cada seccion es mas importante que la respuesta a las
condiciones ambientales en la reabsorcion de nutrientes entre las cuatro secciones del género

Quercus.

Materiales y métodos

Fuentes de informacion. Se realiz6 una busqueda exhaustiva de articulos referentes
a eficiencia de reabsorcion de N y P de las especies de Quercus en la base de datos SCOPUS
(Elsevier, B. V.), REDALyC (UAEM) y TESIUNAM (DGBIBLIO, UNAM). El primer
criterio de seleccion de datos fue que los trabajos se asociaran a especies individuales de
Quercus. Asitambién, se emplearon articulos referentes a biogeografia y filogenia del género
para la ubicacion en seccion taxondmica de las especies de Quercus, dado la falta de esta
informacion en la mayoria de los trabajos consultados.

Solo se seleccionaron los datos de reabsorcion de N y P referentes a la eficiencia de
reabsorcion de nitrogeno (ERN) y eficiencia de reabsorcion de fosforo (ERP), expresados en
porcentaje, (Killingbeck, 1996), cuyo calculo estuviera basado en el contenido de N y P
(mg(N o P) cm?) dado que este criterio permite eliminar la interferencia por diferencias el
LMA (Killingbeck, 1996).

Andalisis estadistico. Los datos de eficiencia de reabsorcion de nitrogeno (ERN) y
eficiencia de reabsorcion de fosforo (ERP) se sometieron a un andlisis de varianza
(ANOVA), donde los factores seleccionados fueron la fenologia con dos niveles (i. e.
caducifolia y perennifolia), y otro andlisis para probar el efecto de la seccion taxonémica con
tres niveles (Quercus, Lobatae y Cerris). Si el resultado del andlisis presentd P<0.05, se

realiz6 una prueba post hoc Tukey HSD para determinar las diferencias entre los factores
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seleccionados. En el caso de analisis con tamafios de muestras desiguales se realiz6 un
analisis no paramétrico con base en signo de rangos (Wilcoxon Test, estadistico Z), para
determinar diferencias entre secciones o fenologias segun fuera el caso.

Asi mismo, se realizaron analisis de regresion lineal de los datos de ERN y ERP con
los datos de precipitacion anual media (PAM) y temperatura anual media (TMA) referidos

en los articulos consultados.

Resultados

De la busqueda de informacion encontramos que los datos accesibles de reabsorcion
de nitrégeno y fosforo son muy escasos respecto a la cantidad de especies conocidas de
Quercus. Solo existen reportes de estos datos para 28 especies, de las cuales el 50% pertenece
a la seccion Quercus, mientras que para la seccidon Protobalanus no hay reportes en la
literatura (fig. 2a). Asi mismo, las especies de fenologia caducifolia son las mas estudiadas,
ya que representan el 75% de las reportades (fig. 2a).

De las 28 especies estudiadas, se obtuvieron un total de 62 trabajos publicados, con
los cuales se realizaron los analisis para el presente trabajo. E148% de los datos corresponden
a la seccion Quercus y el 82% a la fenologia caducifolia (fig. 2b). Se realizé una comparacion
de la seccion Quercus con base en la distribucion geografica (Quercus americanos vs.
Quercus euroasidticos) y no detectamos que esta separacidon geografica genere patrones
distintos en la ERN (F=1.46; P=0.230) y en la ERP (F=2.74; P=0.179).

Con respecto a la eficiencia de reabsorcion de nitrégeno (ERN), el andlisis mostro
que hay diferencias (Z=-3.20; P=0.001) entre las caracteristicas fenologicas, ya que las
especies caducifolias presentan mayor ERN (56%) que las perennifolias (38%),

independientemente de la seccion taxondmica (fig. 3a). En el caso de la eficiencia de
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reabsorcion de fosforo (ERP), la diferencia entre fenologias presentd el mismo patron que
ERN (ERP caducifolias 56%, ERP perennifolias 40% Z=-1.64; P=0.090 fig. 3a).

Asi mismo, en la comparacion entre secciones independientemente de la fenologia,
se encontrd que la seccion Lobatae presenta mayor ERN (F=12.1; P<0.001; ERN = 67%)
que las otras dos secciones (Cerris 52%; Quercus 46%). En cuanto a la ERP no se presentaron
diferencias estadisticamente significativas (F=2.14; P=0.132 Fig. 3b).

En los arboles caducifolios, Lobatae presentd mayor ERN que las otras secciones
(Fig. 4a), mientras que no hubo diferencias en ERP entre secciones. En contraste, en los
arboles perennifolios, las diferencias entre secciones en la ERN solo se presentaron entre
Lobatae y Quercus (Fig. 4b), y la seccion Lobatae tuvo menor ERP que las otras dos
secciones (Fig. 4b).

La ERN y ERP en general presentaron una correlacion positiva débil entre ellas
(R?=0.123; P=0.033; Fig. 5a). Sin embargo, esta relacion al interior de las secciones fue
positiva y significativa solo para la seccion Lobatae (R?>=0.89, P=<0.001; Fig 5b), la cual es
mas fuerte que mezclando todas las secciones.

Con respecto a la relacion de la ERN y ERP con las principales variables climaticas,
solo la ERP presentd una correlacion positiva con la temperatura media anual (TMA),
independientemente de la fenologia y la seccion taxondmica (R?=0.120; P=0.039; Fig. 6).

Sin embargo, al interior de las secciones se observaron diferentes comportamientos
con respecto a la relacion de la ERN y la ERP con la TMA y PAM. Para la seccion Quercus,
la correlacion fue positiva entre la ERP y la TMA (R?=0.24; P=0.03: Fig. 7a), mientras que
para la seccion Cerris, la ERP correlaciond negativamente con la PAM (R?=-0.56; P=0.021;

Fig. 7b).
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Considerando sélo las especies con fenologia caducifolia, las secciones Cerris (R*=-
0.71; P=0.001; Fig. 7c) y Lobatae (R*=0.72; P<0.001; Fig 7d) tuvieron una correlacion
negativa y positiva, respectivamente, con la TMA. Estos resultados sugieren que el efecto
de la temperatura sobre la ERN depende de la seccion.

Discusion.

Las especies caducifolias presentaron mayor eficiencia de reabsorcion de N y de P
que las especies perennifolias. Estos resultados coinciden con los trabajos de Aerts (1996) y
Yuan y Chen (2009) que reportaron que las especies caducifolias de diferentes géneros de
plantas reabsorben mas N y P que las especies perennes. Mas especificamente, en el caso de
los encinos, Drenovsky et al. (2013) también reportaron que las especies caducifolias de
Quercus reabsorben mas nitrogeno que las especies perennes. Esta diferencia en la eficiencia
de reabsorcion de nutrientes entre ambas fenologias es debido a la relacion negativa entre la
duracion foliar y la capacidad de reabsorcion de nutrientes (Campanella y Bertilleri et al.,
2011; Drenovsky et al., 2013), ya que la duracion de las hojas de las especies perennifolias
puede ser el doble de la duracion de las hojas de las especies caducifolias (Damesin et al.,
1998; Escudero y Mediavilla, 2003; Marchin et al., 2010).

Esta relacion negativa entre la duracion foliar y la reabsorcion, se debe a que la
sintesis de los tejidos en las especies perennifolias es mas lenta (Kikusawa y Lechowicz,
2011), por lo cual la demanda de los nutrientes es menor y ademas requieren de mas energia
para la despolimerizacion de las macromoléculas de donde habran de recuperar los nutrientes,
disminuyendo asi su eficiencia de reabsorcion (Aerts, 1996; Escudero y Mediavilla, 2003;
Hagen-Thorn et al., 2006; Lim et al., 2007; Kilic et al., 2012).

Comparando las secciones del género de Quercus encontramos que la seccidon

Lobatae, independientemente de la fenologia, presentd6 mayor ERN que las secciones
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Quercus y Cerris, mientras que no hubo diferencia de la ERP entre las secciones. Debido a
que la fenologia tiene un peso importante en la reabsorcion, analizamos las diferencias entre
las secciones por fenologia (caducifolia y perennifolia). En el caso de las especies
caducifolias, de nuevo las especies de la seccion Lobatae fueron mas eficientes en la
reabsorcion de nitrégeno que las especies de las otras dos secciones, mientras que no se
presentaron diferencias en la ERP entre secciones, coincidiendo con los patrones generales
de las especies de encinos. Lo anterior sugiere que las especies de la seccion de Lobatae
tienen atributos genéticos que les permite tener una ERN mayor que las especies de la seccion
de Quercus, a pesar de que las especies de ambas secciones generalmente co-existen
(Rodriguez-Trejo y Myers, 2010). Entre estos atributos destaca la duracion foliar que como
se dijo anteriormente, afecta la capacidad de reabsorcion de nutrientes foliares. Cavender-
Bares et al. (2004) reportaron que la duracion foliar es uno de los rasgos mas conservados
genéticamente y que difiere entre las secciones del género Quercus. Jun y Hayashi (2008)
encontraron una relacion negativa entre la duracion foliar y la ERN utilizando 45 especies
deciduas de bosques templados. Asi mismo, Chavez-Vergara (2010) trabajando con dos
especies caducifolias de encinos, encontré que Quercus castanea Née (secc. Lobatae)
presentd una menor duracion foliar y una mayor ERN que Quercus deserticola Trel (secc.
Quercus) a pesar de que se encuentran juntas.

En el caso de las especies perennifolias, de nuevo las especies de la seccion Lobatae
tuvieron mayor ERN que las especies de la seccion Quercus, coincidiendo con los patrones
generales y con las especies caducifolias. Aunado a lo anterior, la ERP fue menor en las
especies de la seccion Lobatae que en las especies de las otras dos secciones (Quercus y
Cerris). Desafortunadamente, estos resultados estan confundidos con los sitios donde se

encuentran las especies de cada seccion, ya que las especies de la seccion de Lobatae se
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encuentran en los Andes Colombianos (Quercus humboltii Bonpl.), mientras que las especies
de las otras dos secciones corresponden al Mediterraneo europeo. Por lo anterior, no se puede
concluir nada con respecto a la ERP en las especies perennifolias.

La ERP correlacion6 positivamente con la temperatura media anual (TMA), mientras
que la ERN no present6 una correlacion significativa. Esta correlacion positiva coincide con
lo reportado por Yuan y Chen (2009), ya que encontraron también una correlacion positiva
entre la ERP y TMA utilizando datos de diversos taxones de especies vegetales. Sin embargo,
estos autores también reportaron una relacion negativa entre ERN y TAM. Cuando
analizamos estas correlaciones al interior de cada seccidon encontramos diferencias. Por
ejemplo, la relacion entre ERN y TAM fue positiva en la seccion Lobatae, mientras que fue
negativa en la seccion Cerris. Asi mismo, la seccidon Quercus presentd una relacion positiva
entre la ERP y TMA, mientras que Cerris mostrd una relacion negativa entre ERP y la PAM.
Con lo anterior podemos inferir que hay plasticidad diferencial entre las secciones del género
Quercus en el proceso de reabsorcion de nitrogeno y fosforo (Valladares ef al., 2007; Sitla y
Schimel, 2012).

Las diferencias en los patrones de la ERN y ERP entre las secciones Cerris 'y Lobatae
pudieran ser obvias, ya que pueden ser producto del aislamiento geografico entre América y
Eurasia (Agren y Weih, 2012). Sin embargo, las diferencias de reabsorcion entre las
secciones de Quercus y Lobatae no se explican por aislamiento geografico, ya que
generalmente co-existen naturalmente (Rodriguez-Trejo y Myers, 2010). Para probar si el
efecto del aislamiento geografico tiene importancia en la diferencias en las eficiencias de
reabsorcion comparamos especies de la seccion de Quercus de América y Eurasia y no

encontramos diferencias. Estos resultados siguieren que el componente genético tiene un
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peso importante en la eficiencia de reabsorcion de nutrientes, mas que la respuesta fenotipica
a las condiciones ambientales.

Con todo lo anterior podemos inferir que nuestra hipotesis inicial puede ser aceptada
debido a la divergencia en los patrones de reabsorcion de nutrientes entre secciones del
género Quercus. Sin embargo, es necesario realizar estudios genéticos y fisioldégicos para
poder entender los mecanismos que regula estas diferencias. Las implicaciones de estos
resultados estan relacionadas con el papel ecologico de la especies de cada seccion (Cornwell
et al., 2006: Kraft et al., 2007; Wymore et al., 2011; Pearse y Hipp, 2012; Drenovsky et al.,
2013), ya que si las especies de la seccion Lobatae retornan menor cantidad de nutrientes al
suelo que las especies de la seccion de Quercus, se generaran efectos importantes en la
dindmica de nutrientes, como se ha observado entre Q. castanea y Q. deserticola (Chavez-
Vergara, 2010) o al comparar distintos fenotipos en Populus sp. (Schweitzer et al., 2008;
Whitham et al., 2012), asi como en la estructura de las comunidades microbianas del suelo
(Aubert et al., 2010; Schweitzer et al., 2010) y por tanto, en la fertilidad de los suelos

forestales (Aponte et al., 2011; Diaz-Pinés et al., 2011; Brovkin et al., 2012).
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Tabla 1. Valores promedio (errores estdndar) de la eficiencia de reabsorcion de nitrégeno
(ERN) y la eficiencia de reabsorcion de fosforo (ERP) por seccion y fenologia para las tres

secciones analizadas.

ERN (%) ERP (%)

Seccion  caducifolia perennifolia promedio caducifolia perennifolia promedio

Cerris 55 (£3.1) 41 (£3.0) 52(£2.9) 68 (+8.6) 53 (#4.0) 65 (£7.0)
Lobatae 71 (£3.2) 50 (%3.5) 67 (%3.1) 59 (£9.2) 31 (#3.3) 50 (£7.0)
Quercus 50 (£2.2) 35(£3.0) 48 (£2.2) 49 (£5.7) 47 (£2.8) 49 (#4.8)

Promedio 58 (1.8) 42 (33.9) 54 (£1.8) 56 (£3.9) 43 (£7.0) 53 (£3.5)
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Figura 1. Distribucion geografica de las diferentes secciones del género Quercus

(Modificado de Manos et al., 1999)
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Abstract

Foliar nutrient resorption (FNR) is a key process in the dynamics of nutrients in a
forest ecosystem. FNR regulates the chemical composition of the forest floor and,
consequently, the rates of organic matter decomposition and soil nutrient availability. The
main objective of the present study was to examine the effect of FNR of two deciduous oak
species (Quercus castanea and Q. deserticola) in the litter and soil nutrient dynamics. In
addition to analyze whether the interaction of the two species was positive (synergistic) or
negative (antagonistic) through the mixed litter from two species. For these purpose, the
nutrient concentration of green leaves, litterfall, litter and soil were measured, as well as soil
microbial activity. These measurements were conducted in isolated stands with the presence
of one of the oak species and stands with the two oak species mixed. Quercus deserticola,

with lower FNR, produced litter with a higher nutrient concentration, enhancing microbial
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activity in the forest floor litter and increasing nutrient transformations and soil fertility. In
contrast, Q. castanea has a higher FNR and produced litter with a lower nutrient
concentration. The microbial soil community associated with Q. castanea must therefore
invest more energy in metabolic processes at the expense of biomass growth. However, forest
floor nutrient transformations were more intense and soil fertility increased in areas where
both species intermix; in this case, the latter species received the rich-nutrient litterfall of Q.
deserticola. These results suggest a strong footprint of species traits on microbial activities
and soil nutrient transformations.

Key words: Quercus; microbial transformations; biogeochemistry; species footprint;

functional interactions; temperate deciduous forest.

1. Introduction.

Foliar nutrient resorption (FNR)has been considered a key process in the nutrient
dynamics of forest ecosystems because it regulates the decomposition rates of organic matter
on the forest floor (Wardle et al. 2006; Kosovits et al. 2007; Tang et al. 2013;Hayes et al.
2014) and reduces the nutrient demand of plants from the soil by increasing nutrient use
efficiency (Aksekili et al. 2007; Drenovsky et al. 2013).The FNR is a result of the catalysis
of polymers with high concentrations of nitrogen (N) and phosphorus (P) (i. e. proteins,
phospholipids, nucleic acids, pigments), as well as non-structural carbohydrates. The
catalyzed products are then mobilized to other plant tissues and stored until reassigned to
new leaf or reproductive structures (Aerts 1996; Killingbeck 2004; Mae 2004).The FNR is
strongly affected by environmental factors, such as soil water availability (Renteria and

Jaramillo 2011), intensity of photosynthetic active radiation (Covelo and Gallardo 2002) and

47



availability of soil nutrients (Li et al. 2012; Jiang et al. 2012; de Campos et al. 2013;
Drenovsky et al. 2013).

The FNR affects the nutrient and organic molecule concentration of the litter and thus
the chemical composition of the forest floor (Mae 2004; Cornwell et al. 2008; Covelo et al.
2008; Héttenschwiler et al. 2008; Ueda et al. 2011; Pietsch et al. 2014). Hagen-Torn et al.
(2006) found that the litter and soil under deciduous species with lower FNR had higher N
and P concentrations than those under a deciduous species with high FNR. Aponte et al.
(2013) and Chavez-Vergara et al. (2014) found higher microbial activity and litter nutrient
availability under Quercus species that produced a nutrient-rich litterfall than under Quercus
species with nutrient-poor litterfall. In summary, plant species with high FNR produce
nutrient-poor litterfall, reducing soil nutrient release from organic matter (Cornwell et al.
2008; Duboc et al. 2012; Freschet et al. 2012; Berg and McClaugherty2014; Fanin et al.
2014; Hayes et al. 2014).

When forest floor litter is produced by two or more plant species, this mixed litter
could present decomposition rates that differ depending on the quality of the litterfall
produced by the associated species. Litter produced by mixed plant species with low FNR
has a higher diversity of organic compounds than that of single species, which could promote
the availability of energy and nutrients for microbial activity (Héttenschwiler et al. 2005;
Osono et al. 2006; Chapman and Newman 2010; Kominoski et al. 2011; Chapman et al.
2013; Berg and McClaugherty 2014; Berrier et al. 2014). Consequently, increasing nutrient
mineralization from the forest floor by increment availability of resources as a priming effect
(Hattenschwiler et al. 2005; Kuzyakov 2010; Lecerf et al. 2011; Berg and McClaugherty
2014).This plant species interaction is named synergistic (Gartner and Cardon 2004; Berg

and McClaugherty 2014). In contrast, if mixed litter has higher concentrations of compounds
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such as tannins or polyphenols, they can constrain litter decomposition due to microbial
inhibition (McArthur et al. 1994; Nilsson et al. 1998). One example of such a reaction is the
decreased decomposition observed in the mixed litterfall of Festuca drymeia (Bonanomi et
al. 2010). In these cases, plant species are considered to interact antagonistically amongst
themselves (Gartner and Cardon, 2004; Berg and McClaugherty 2014). Gartner and Cardon
(2004) found that 50% of published studies reported synergistic interactions, while the
antagonistic interaction was only reported in 20% of the studies; the other 30% of studies
was not significant interactions.

Oak forests are ideal systems to test the effect of some plant functional attributes,
such as FNR, on nutrient dynamics in closely related plant species under similar
environmental conditions (Cavender-Bares et al. 2004; Aldritch and Cavender-Bares 2011).
Chavez-Vergara and Garcia-Oliva (2013) analyzing the FNR data of deciduous species of
Quercus reported in the literature, found that species belonging to the Lobatae section (red
oaks) present higher nitrogen foliar resorption than species belonging to the Quercus section
(white oaks). The species of these two sections can grow together in several forests in North
America (Rodriguez-Trejo and Myers 2010; Aldrich and Cavender-Bares 2011). Similarly,
Chavez-Vergara et al. (2014) reported that the litterfall of Q. castanea contains lower
concentrations of N and P, as well as a higher proportion of recalcitrant molecules, than the
litterfall produced by Q. deserticola in a temperate deciduous forest in Mexico. As a result,
the litter of Q. deserticola had higher microbial activity than that of Q. castanea. However,
the effect of litterfall quality of both Quercus species was not analyzed in terms of the mixed
litter decomposition and soil nutrient availability.

The objectives of the present study were to 1) examine the effect of differential FNR

in two oak species on litter and soil nutrient dynamics and ii) determine whether the
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interaction between the two oak species, mediated through the mixed litter, is synergistic or
antagonistic. Two native species of deciduous oaks that frequently grow together in
temperate forests of central Mexico were selected for this purpose: Quercus castanea and
Quercus deserticola. We predicted that the litter derived from the oak species with lower
FNR (Q. deserticola) promotes higher microbial activity and nutrient availability in the forest
floor and soil than the litter of the other oak species (Q. castanea) and that the nutrient-rich
litterfall increases the nutrient availability of mixed litter and thus the interaction of these two
species would be synergistic. To test these hypotheses, we measured the nutrient
concentrations of green leaves, litterfall, litter and soil, as well as microbial activity in the

soil under the influence of these two oak species.

2. Methods

2.1. Site description

This work was conducted in the Cuitzeo basin in central Mexico. A forest fragment
with low perturbation was selected on the mountain of Remolino (19° 37° 01°°’N; 101° 20°
07°’W). The annual mean temperature at the site is 17.6 °C with an annual mean precipitation
of 805 mm concentrated in the summer months. The dominant soil is Luvisol chromic
developed over Quaternary basalts (Chavez-Vergara, 2010). In this forest fragment, two
dominant oak species were selected: Quercus castanea Née (Qc) and Quercus deserticola
Trel. (Qd) belonging to the Lobatae and Quercus sections, respectively. Both species are
deciduous during the dry season (January to May) with leaf flushing beginning in the early
rainy season (May-June). The forest fragment was located entirely on the same west-facing
slope. Three subplot into a major plot of 100x 150 m was established within the fragment,

where each species dominated on one of the extremes of the slope and both species are mixed
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at the middle. Thus, four conditions were identified: isolated Qc, isolated Qd, QOc coupled
with Od (QcX) and Qd coupled with Oc (QdX).The coupled conditions were defined on the
basis of the natural incorporation of litterfall from one species under the canopy of the other,
since both species are growing together. Six trees were selected for each species condition
distributed along the length of the slope. Prior to sample collection, the diameter at breast
height (DBH) of the selected trees was measured and no differences in size were found
among the trees in the four conditions using a one-way ANOVA (Qc: 52.9 £ 11.7cm, QcX:
46.6 £4.9 cm, QdX: 53.9 £ 8.6 and Qd: 63.9 £ 11.4cm; F = 1.4; p=0.27). Tree size therefore
had no effect on the studied variables.

2.2. Sample collection

2.2.1. Green leaves

From each tree, 30 intact (i.e. with no appreciable damage by herbivores, pathogens
or gall-forming insects) mature and sun-exposed leaves were collected every month with a
telescopic leaf-cutter from the time of complete leaf expansion (august 2008) until the onset
of leaf senescence, which was defined whenca.20% of the canopy presented senescent leaves
(January 2009). The position of sampled leaves was at random within the canopy on each
sampling date. The fresh green leaf samples were transported to the laboratory in plastic bags
at ambient temperature to measure individual foliar area and initial moisture content on the
same day of collection. Later, these samples was dried to constant weight at 70°C for 72 h in
order to determine water content and for further chemical analysis.

2.2.2. Litterfall

A circular litterfall trap of 0.5 m* in area was placed under each tree to collect litter
every month from July 2008 to July 2009. The fresh samples were weighed and an aliquot

was dried to constant weight at 70°C for 72 h in order to determine water content, which was

51



then used to calculate the dry mass of the contents of each trap. The fresh aliquot was stored
at 4°C in darkness prior to laboratory analysis.

2.2.3. Litter and Soil

For the litter, the sampling area was defined as a projection of the canopy to the soil
for each sampling tree and was divided into five approximately equal sections around the
trunk. One subsample was collected from each of the five sections with a polyvinyl chloride
(PVC) ring of 160 mm diameter and these were then mixed to produce a compound sample
for each tree. The litter presented no apparent evidence of vertical stratification, and all litter
samples were therefore collected without separating the layers. After sampling the litter, a
sample of the uppermost 15 cm of mineral soil was extracted with a Dutch auger from each
of the five sections of the sampling area under each tree and mixed to produce a composite
soil sample for each tree.

In total, six composite samples of litter and soil for each condition (Qc, OcX, QdX
and Qd) were collected during both the dry season (April; DS) and the rainy season
(September; RS). The samples were stored in hermetically sealed plastic bags and stored in
darkness at 4°C until laboratory analysis.

2.3. Laboratory analysis.

2.3.1. Moisture and pH

A sub-sample of all the materials was oven-dried at 70°Cto constant weight for
moisture determination by the gravimetric method and water content adjustment in order to
express nutrient concentration on the basis of dry litter or soil mass. For both litter and soil,
pH was measured in deionized water (soil:solution ratio, 1:2 w/v and litter:solution ratio 1:5
w/v) with a pH meter equipped with a glass electrode (Corning).

2.3.2. Total nutrients

52



All forms of carbon (C) were determined with a total carbon analyzer UIC model
CM5012 (Chicago, USA), while the N and P forms were analyzed colorimetrically using a
Bran-Luebbe Auto analyzer 3 (Norderstedt, Germany). An aliquot of each sample was oven-
dried at 70°C and ground in a Thomas Scientific mill to pass through a 40-mesh screen (0.425
mm) in the case of the plant material, and ground with a pestle and agate mortar in the soil
samples. Total C was determined by combustion and coulometric detection (Huffman 1977).
Total N and P were determined following acid digestion in a mixture of concentrate H>SO4
and KbSO4plus CuSOathe latter as a catalyst; N was determined by a micro-Kjeldahl method
(Bremmer 1996) and P by the molybdate colorimetric method following ascorbic acid
reduction (Murphy and Riley 1962).

2.3.4. Dissolved nutrients

Dissolved organic C, N and P were extracted from 2 g of fresh litter and 20 g of fresh
soil with deionized water after shaking for 1 h and filtering through a Whatman #42 filter
and a 0.45um nitrocellulose membrane. Dissolved organic C (DOC) was determined by
combustion and coulometric detection (Huffman 1977). Dissolved organic N (DON) and
dissolved organic P (DOP) were determined following acid digestion (Jones and Willet
2006). The DON was calculated as the difference between digested soluble N and NH4" in
deionized water extracts. The DOP was calculated as the difference between digested
dissolved P and orthophosphate.

2.3.5. Available nutrients

Auvailable inorganic N (NH4" and NO3") was extracted from 10 g fresh soil subsamples
with 2 M KCl, followed by filtration through a Whatman No. 1 paper filter (Robertson et al.
1999) and then determined colorimetrically by the phenol-hypochlorite method

(Technicon1977). Available (inorganic) and labile (organic) P was determined according to
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sequential P Hedley fractionation by extraction with 30 mL of 0.5M NaHCOsz pH 8.5
(Tiessen and Moir 1993) and quantified by colorimetry as described above. Later, the soil
samples weight was corrected by moisture content.

2.3.6. Microbial nutrients

Microbial C (Cmic) and N (Nmic) in soil were determined by a chloroform
fumigation direct-extraction method (Brookes et al. 1984; Vance et al. 1987) in the fresh
samples. From each fresh sample, one subsample (20 g) was extracted with 80 mL of 0.5 M
K>2S04. A second subsample (20 g) was fumigated with chloroform for 24 h in a vacuum bell,
followed by extraction with the same volume of 0.5 M K»SOs, as previously mentioned.
Organic C and extractable N were analyzed after filtering the extracts through Whatman #42
(Brookes et al. 1984). The Cmic and Nmic were calculated as the difference between
fumigated and non-fumigated samples using correction factors: KEC 0.45 (Sparling et al.
1990), and kEN 0.54 (Brookes et al. 1984; Joergensen and Mueller 1996).

2.3.7. Nutrient resorption efficiency

Specific leaf area (SLA expressed as mg cm™) of fresh green and senescent leaves
was measured with a Delta-T Image Analyzer during monthly collections. Thereafter, the
leaves were dried at 70°C and weighted for calculation of leaf mass per area (LMA expressed
as mg cm). The leaves were ground and total concentration of N and P was determined as
explained previously. Nutrient resorption efficiency of nitrogen (NREN) and phosphorous
(NREp) were calculated on basis of foliar nutrient content; for this, the N and P concentrations
were first converted to foliar content by multiplying LMA (mg cm 2) by concentration (mg
g ").The yield content per unit area and thus NRE (%) was calculated as the content of the
nutrient in mature leaves minus that of senescent leaves, divided by the content of mature

leaves multiplied by 100 (Killingbeck and Costigan 1988).
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2.3.8. Potential C and N mineralization and transformations

Potential C mineralization, net nitrification, net N mineralization and DOC and DON
changes were measured in 14-day laboratory aerobic incubations. Fresh soil sub-samples
were placed in PVC tube cores with a 0.17 mm mesh fixed across the bottom. Following
Robertson et al. (1999), each sample was wetted to field capacity with deionized water and
incubated in 1L jars at 25°C. The jars were regularly aerated and soil moisture was adjusted
to field capacity every two days. Potential C mineralization was estimated as evolved CO»-
C collected in 1 M NaOH traps. Carbonates were precipitated by adding 1.5 M BaCl, and
then titrated with 1 M HCl. The CO»>-C values were corrected for soil dry weight; the
microbial respiration rate was expressed as CO,-C pg C g' d!. For N forms and DOC
transformations, post- and pre-incubation, ammonium (NH4 "), nitrate (NOs), DOC and DON
were determined using the previously described methods. Differences between post- and pre-
incubation values of inorganic N (NH4" plus NOj3"), DOC and DON were used to calculate
net N mineralization, net nitrification, ADOC, and ADON; respectively.

2.4. Statistical analysis

All data were expressed on a dry-weight basis. For litterfall production, nutrient return
and NRE, a one-way ANOVA was performed among the two tree species and the mix
conditions (Qc, OcX, QdX and QOd). The concentration of nutrients and microbial activities
in litter and soil were subjected to a repeated measures analysis of variance (RMANOVA)
with condition as between-subject factor and sampling date and interaction between
condition and date as within factor. For green leaves, the factor “sampling date” had five
dates (each month from July 2008 to January 2009), whereas for litter and soil there were
only two dates (April and September). A Greenhouse-Geisser correction for time factors was

used when the data did not meet the circularity assumption of the repeated-measures analysis.
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When the ANOVA and RMANOVA indicated significant factor effects (p < 0.05), mean
comparisons were performed with Tukey’s HSD multiple comparison test (von Ende 1993).
Data were log-transformed to meet ANOV A assumptions when required (Sokal and Rohlf
1995) but are reported here in their original scale of measurement.

In addition, a forward stepwise discriminant analysis was used to identify the most
significant variables (p< 0.05) for classifying the organic matter quality attributes (total
nutrient ratios and the concentration of dynamic nutrient forms) in the four species conditions
(Qc, OcX, QdX and Qd), for the litter and the soil samples. With the canonical scores
obtained, a one-way ANOV A analysis followed by Tukey’s HSD multiple comparison tests
was performed to determine differences among the four species conditions. Linear
regressions between N and P resorption efficiency were conducted with dissolved nutrients
(organic and inorganic) and microbial nutrients for litter and soil samples from the dry season
(April).

One-way ANOVA and RMANOVA were generally performed with Statistica v.8
software (StatSoft, 2007), while the discriminant analysis was performed with JMP v.9

software (SAS, 2010).

3. Results

3.1. Green leaves

The C concentration of the green leaves differed among tree species conditions and
sampling dates (Table S1). Green leaves of Q. castanea (Qc and QcX) had higher C
concentration than those of Q. deserticola (Qd and QdX; Fig. 1A).The highest and lowest C
concentrations were found in the January and in the November samples, respectively (Fig.

1A). In contrast, the N and P concentrations of green leaves only differed among tree species
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conditions in particular months. For example, the green leaves of Q. castanea (Qc and QcX)
had lower N concentration than those of Q. deserticola (Qd and QdX) in September only
(Fig. 1B), while the Oc and QdX leaves had the lowest and the highest P concentrations,
respectively, in August only (Fig. 1C).Similarly, the C:N ratio was significantly lower in Q.
deserticola than in Q. castanea in January only (Fig. 1D), and the C:P and N:P ratios
presented no differences among tree species conditions in any month (Fig. 1E and 1F,
respectively).

3.2. Litterfall

Around 80% of the litterfall production was concentrated between February and
April, but the months of highest litterfall production were February and March for Qc and
QOd, respectively (Fig. S1).The QOc litterfall production was 1.6 times higher than that of Od
and the production of the mixed species conditions were intermediate between the
productions of isolated species conditions (Table 1).The Qd litterfall had the lowest C- and
the highest N-concentrations and this species condition therefore had the lowest C:N ratio
(Table 1). In contrast, Oc had the highest C litterfall content. However, all tree species
conditions had similar N and P litterfall content (Table 1). The Q. castanea conditions (Qc
and QOcX) had a higher N and P resorption efficiency than the Q. deserticola conditions (Qd
and QdJX; Table 1).

3.3. Forest floor litter

The concentration of total litter C did not differ among tree species conditions (Fig
2A; Table S2), but Qc litter had the lowest total N concentration on both sampling dates (Fig.
2B). In addition, Qc litter showed lower total P concentration than the Qd litter, but only in

the wet season (Fig. 2C). The Od litter thus presented a lower C:N ratio than the Qc litter
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(Fig. 2D), but the C:P ratio did not differ among tree species conditions. In contrast, the Oc
litter had a lower N:P ratio than the Od litter in the wet season only (Fig. 2F).

In the forest floor litter, the concentration of dissolved organic carbon (DOC) and
dissolved organic nitrogen (DON) differed among tree species conditions in the dry season
only (Table S2). The Qd and Qc conditions presented the highest and lowest DOC
concentrations, respectively (Fig. 3A), while both species in isolation (Qc and Qd) had lower
DON concentrations than that of the litters of the mixed species conditions (QcX and QdX;
Fig. 3B). Similarly, the litter of the isolated species conditions (Qc and Qd) had lower
concentrations of dissolved organic phosphorus (DOP) than the litter of the mixed species
conditions (QcX and QdX; Fig. 3c). In general, the concentration of dissolved organic
nutrients was higher in the dry season litter (DSL) than in the wet season litter (WSL).

The Qc litter had the lowest concentration of dissolved ammonium (NH4") in both
sampling seasons, while the mixed species conditions had the highest NH4" concentration,
but only in the dry season (Fig. 3D; Table S2). Similarly, the Qc litter had the lowest
dissolved inorganic phosphorus (DIP)in the dry season (Fig. 3E). In contrast, dissolved
nitrate (NOj3") concentration was unaffected by any of the factors analyzed (Table S2). In the
dry season samples, nitrogen resorption efficiency is related negatively with DOC, dissolved
ammonium and DIP (R?>=0.70, p<0.001; R*> =0.45, p = 0.01; R*=0.58, p=0.003; respectively),
while PRE related negatively with DOC and DIP (R*=0.77, p<0.001; R*>=0.73, p<0.01;
respectively).

DON, DOC and NHs'were the significantly discriminant variables for species
condition classification of the litter samples, where DON and DOC made the greater
contribution to the first and second canonical functions, respectively (Table S4). The one-

way ANOV A of'the first canonical function scores separated the isolated conditions from the
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mixed conditions (Fig. 4A), whereas the QOc scores in the second canonical function differed
from those of the other three species conditions (QcX, QdX and Qd; Fig. 4A).

3.4. Soil.

The soil pH was situated between 6.6 and 7.0, with no differences among tree species
conditions (Table S3). Similarly, the concentrations of total C, total N and total P did not
differ among tree species conditions (Fig. 5). The same was true of the concentrations of
ammonium and nitrate (Fig. 6A and B). However, the soil C:N ratio was higher in Qc than
in both Q. deserticola conditions (Qd and QdX; Fig. 6D), while the soil N:P ratio was lower
in QOc than in both Q. deserticola conditions (Fig. 6F).The concentration of available P (Pi
NaHCO3) was higher in Qd than in both Q. castanea conditions in the dry season (Qc and
QOcX; Fig.70C).

The Qc soil had a lower DOC concentration than bothQ. deserticola soil conditions
(Od and QdX).The DON and DOP did not differ among tree species conditions (Fig. 6E and
6F). In the dry season samples, N resorption efficiency only related negatively with DOC
(R?=0.45, p=0.02). In contrast, soil DOC related positively with litter DOC (R*=0.51,
p=0.006). DOC, available P and C:N ratio were the significantly discriminant variables for
species condition classification of the soil samples, where DOC and available P made the
greatest contributions to the first and second canonical functions, respectively(Table S4). The
one-way ANOVA using scores of the first canonical function separated the isolated Q.
castanea from the other tree species conditions (Fig. 4B; Table S3).

3.5. Soil microbial metabolic activities.

The Qc had a lower concentration of carbon immobilized within the microbial
biomass (Cmic) than the other tree species conditions in both sampling seasons (Fig. 7A),

while Oc had the lowest concentration of microbial nitrogen (Nmic) in the dry season only
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(Fig. 7B). In contrast, the Cmic:Nmic ratio did not differ among tree species conditions in
either sampling season (Fig. 7C; Table S5).

Potential carbon mineralization (CO,-C) did not differ among tree species conditions
(Fig. 8; Table S5), but the metabolic efficiency (qCO2) of soil microorganisms associated
with Oc was higher than for the other tree species conditions (Fig. 7D). Additionally, CO,-C
was lower in the wet season samples than in those of the dry season (Fig. 8A). In the dry
season, potential C mineralization was positively and significantly explained by NH4" and
available P, and negatively by NOs andCmic, but was positively and significantly explained
by Nmic and NOs™ in the wet season (Table S6).

In the dry season, soil incubation resulted in an increase and decrease of DOC
concentration in OcX and in Qd, respectively (Fig. 7E), while QcX presented DOC reduction
in the wet season only (Fig. 7E). In contrast, ADON did not differ among tree species
conditions, but decreased in the dry season and increased in the wet season (Fig. 8B; Table
S5). In the dry season, the highest and lowest values of net N mineralization (NNM) were in
QOc and QcX, respectively, in the dry season only, while tree species conditions did not differ

in the wet season (Fig. 7F).

4. Discussion

4.1. Litterfall quality is regulated by the foliar nutrient resorption

Foliar nutrient concentration has been used as an indicator of plant nutrient status
(Korner 1989; Medina and Cuevas 1994; Hayes et al. 2014). When these nutrient
concentrations vary among sites in inter- or intraspecific comparisons, it has been interpreted
as a consequence of soil nutrient availability (Shaver and Melillo 1984; Lajtha and Klein

1988; Vitousek et al. 1995; Covelo et al. 2008). However, slight variations in foliar nutrient
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concentrations between Quercus species have been reported when they grow together at the
same site (Aponte et al. 2011; Covelo et al. 2008; Killic et al. 2010; Knops and Koening
1997; Wu et al. 2012). In the case of the species studied here, the N and P concentration and
the N:P ratio of green leaves did not differ between the two Quercus species, while N and P
availability varied among soils under these species. Nevertheless, Q. castanea presented
higher foliar nutrient resorption (FNR) than Q. deserticola and these differences can be
explained by the foliar characteristics of each species, such as leaf longevity (Aerts 1996;
Killingbeck 1996; 2004; Cornwell et al. 2008). The negative relationship between FNR and
leaf longevity is explained by the fact that an older leaf must invest more energy in water use
efficiency than in nutrient use efficiency (Killingbeck 2004; Campanella and Bertilleri 2011).
In our study, Q. deserticola had higher leaf longevity (ca.>30 days) than Q. castanea, and
lower FNR. This relationship has been reported for deciduous tree species in arid ecosystems
(Campanella and Bertilleri 2011), Mediterranean Quercus species (Escudero and Mediavilla
2003) and tree species with diverse leaf phenology (del Arco et al. 1991).

The FNR strongly affects the chemical composition of litterfall (Killingbeck 2004;
Mae 2004), mainly by decreasing the concentration of non-structural molecules (Mae 2004).
Chavez-Vergara et al. (2014) reported that the litterfall of Q. castanea had a lower proportion
of labile molecules (i.e. carbohydrates) and a higher proportion of aromatic and thermo
resistant compounds than the litterfall of Q. deserticola. Consequently, the litterfall of Q.
castanea had a higher C:N ratio and a lower susceptibility to microbial degradation, as
reported previously for other tree species (Coteaux et al. 1995; Almendros et al. 2000;
Kozovits et al. 2007; Talbot et al., 2011;Bonanomi et al. 2013; Cleveland et al. 2014).

4.2. Litterfall quality controls litter and soil nutrient availability.
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The chemical composition of the forest floor litter strongly affects microbial activity
(Luizao et al. 1992; Eaton 2001; Aponte et al. 2010). In seasonal deciduous forests at the
onset of the wet season, the litter with higher energy availability, in the form of dissolved
organic carbon, promotes a higher microbial activity releasing nutrients from organic
compounds (Eaton 2001; Garcia-Oliva et al. 2003; Don and Kalbitz 2005; Aponte et al. 2010;
Jones et al. 2012). In our study, Q. deserticola litter had higher available nutrients than that
of Q. castanea, as well as higher nutrient concentration in the microbial biomass and C
mineralization in concordance with reported by Chavez-Vergara et al. (2014). The
differences of litter nutrient concentrations between the two Quercus species are similar to
those in nutrient concentrations in the litterfall, which suggests that the footprint of each
species on chemical composition are maintained in the forest floor litter at the onset of the
wet season (Genung et al. 2013). This footprint is a result of the FNR of each of the Quercus
species studied, which was evidenced by the negative correlation between litter DOC and
both N and P resorption efficiency. However, the differences in nutrient concentrations
between litter species decreased at the end of the wet season. This can be explained by the
intensity of microbial activity, which was higher in the litter of Q. deserticola than in that of
Q. castanea. This reduction in the chemical differences among tree species litter related with
increasing decomposition has been reported in previous studies (Almendros et al. 2000; Ono
et al. 2011; Chavez-Vergara et al. 2014).

The footprint of litterfall was recorded in the soil under each Quercus species. The
concentration of DOC, available P, C and N within the microbial biomass was higher in the
Q. deserticola soil than in the Q. castanea soil. The soil energy availability for microbial
activity is also a consequence of FNR, as indicated by the negative correlation between NRE

and soil DOC. These results suggest that the soil conditions under Q. castanea constrain
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microbial activity. For example, the metabolic coefficient (qCO2) was higher under this
species, suggesting that soil microbes must invest more energy in metabolic functions for
nutrient acquisition than in population growth (Thirukkumaran and Parkinson 2000; Orwin
et al. 2006; van Meeteren et al. 2007). Chavez-Vergara et al. (2014) found that the specific
activity of three eco-enzymes (PB-glucosidase, cellobiohydrolase and [-N-acetyl-
glucosaminidase) was higher in the Q. castanea litter than in the Q. deserticola litter, and the
same was true of the specific activity of these enzymes in the soil under each studied species
(data not shown). These results suggest that the microbial community in the forest floor litter
and soil under Q. castanea must invest more energy in eco-enzyme production for the
depolymerization of organic compounds rather than increasing biomass.

The higher microbial activity of the Q. deserticola soil therefore promotes nutrient
release from organic compounds and thus soil fertility. For example, net nitrogen
mineralization was higher in the soil of this species than in the Q. castanea soil in the dry
season samples. Q. deserticola had a lower FNR than Q. castanea, which promotes higher
soil nutrient availability. This negative relationship between soil nutrient availability and
FNR has been reported in several studies (Li et al. 2012; Jiang et al. 2012; de Campos et al.
2013; Drenovsky et al. 2013).

The incorporation and availability of nutrients in the soil is regulated mainly by foliar
nutrient resorption and the intensity of this process has been associated with species
identity(Killingbeck 2004; Covelo et al. 2008; Drenosvky et al. 2013), in relation to species
functional traits (Reich et al. 2003; Cornwell et al. 2008; Genung et al. 2013). This pattern is
also suggested by our results and has been reported for other Quercus species in previous
studies (Q. subervs.Q. canariensis; Aponte et al. 2011; 2013).

4.3. Q. deserticola promotes a synergistic interaction with Q. castanea.
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Mixed litter from tree species with different FNR could promote microbial activity
and nutrient transformations in the forest floor litter through the priming effect of the
nutrient-rich litterfall species (Hattenschwiler et al. 2005; Kuzyakov 2010; Lecerfet al. 2011;
Berg and McClaugherty 2014). In our study, the QcX litter condition had higher organic
dissolved nutrients than the Qc litter condition, which suggests that the Od litterfall input in
the OcX condition promotes microbial activity by increasing DOC in the mixed litter. This
fertilization effect is recognized as a primer and has also been reported in previous studies
(Kuzyakov 2010; Perveen et al. 2014). A higher DOC input modifies the litter microbial
composition, promotes microbial activity and increases nutrient transformations in the forest
floor (Salamanca et al. 1998; Smolander and Kitunen 2002; Bengtsson et al. 2003; Smith and
Bradford 2003; Gartner and Cardon 2004; Montafio et al. 2007; 2009; Kiikkild et al. 2013;
Fanin et al. 2014). For example, DOC inputs promote the growth of gram-negative bacteria
(GNB) relative to gram-positive bacteria (GPB) (Cleveland et al., 2004; Fierer et al. 2007,
Montafio et al. 2009; Blagodatskaya et al. 2014; Fanin et al. 2014). The GNB present a high
growth rate, increasing nutrient immobilization within the microbial biomass, while the GPB
have a slower growth rate and allow the presence of chemotrophic bacteria groups, such as
nitrifying bacteria (Bengtsson et al. 2003; Levy-Booth et al. 2014). Therefore, N dynamics
are affected by changes in microbial composition, resulting in higher N losses from the forest
soil because of increased nitrification (Bengtsson et al. 2003; Montafio et al. 2009). In our
study, the soil of the OcX condition had a higher C and N immobilization and net N
mineralization than the soil under the QOc condition, while the latter condition had a higher
net nitrification rate and microbial metabolic coefficient (qCO2). These results suggest that

N is more protected under the QcX condition than under the QOc condition, because the Qd
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litterfall input in the QcX condition promotes the activity of heterotrophic microbial
populations (Montafio et al. 2009).

Our results suggest that the nutrient-rich litterfall of Od supported the microbial
activity in the forest floor and soil in the QcX condition. For this reason, Qc presented a
synergistic interaction with Qd. This type of interaction has been reported previously for
several plant species (Gartner and Cardon 2004; Berg and McClaugherty 2014). In contrast,
nutrient transformations in the forest floor in the OdX condition were not affected by the Oc
litterfall input and therefore the interaction of Oc over Qd could be linear (Kaye et al. 2000).

This suggests a strong footprint of species traits on microbial communities and soil
nutrient transformations. The species composition of the forest is therefore a key factor in
forest nutrient dynamics. In addition, the relationships between these Quercus species are
important in order to understand how nutrient dynamics could be challenged by species
replacement under forest management or species substitution in global climate change

scenarios.

5. Conclusions

The litterfall of Q. deserticola had lower FNR that promotes microbial activity in the
forest floor litter increasing nutrient transformation and soil fertility. The soil microbial
community invest more energy in metabolic processes for nutrient acquisition rather than
population growth in the Q. castanea forest floor. However, forest floor nutrient
transformation and soil fertility both increase when Q. castanea receives the nutrient-rich
litterfall of Q. deserticola, establishing a synergistic relationship between the two species

when they coexist in the forest.
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Tablel. Mass production, nutrients (concentration, ratios and flow) and nutrients resorption
efficiency in litterfall samples associated to four Quercus conditions. Means and error
standard (in parenthesis) are presented. Values of F and p derivate from one-way ANOVA

analysis. Capital letters refers statistical differences (p<0.05). See text for abbreviations.

Species Condition

Oc OcX 0dxX 0d F ()
Litterfall production (g m?y™)
71t 537 554 450”374

(x17) (£59) (£59) (=41)  (0.049)
Total nutrients concentration (mg g_l)

C 461" 467" 454" 448" 237
(£229)  (£0.44) (£2.08) (£1.65) (<0.001)

N 323 557 641™ 716" 693
(£0.32)  (£0.26) (:0.39) (x0.17) (0.008)

0.30 028 034 040 151
(£0.02)  (£0.01) (£0.05) (+0.05) (0.270)

Total nutrients ratios
88.7" 844" 716" 6270 8.5

P

e (#2.29)  (#0.44) (¥2.08) (x1.65) (0.005)
c.p 1534 1667 1433 1171  2.09

(£87.2)  (85.2) («I81) (x171) (0.160)
Np 173 19.8 198 187  0.56

(£0.08)  (£0.67) (£1.74) (£2.60) (0.650)
Litterfall nutrients flow (g m2y™)

C 328" 251" 251" 202" 405
(£8.05)  (£27.5) (£26.6) (+18.5) (0.040)

N 372 299 355 322  1.05
(£0.09)  (£0.32) (£0.37) (£0.29) (0.410)

p 021 015  0.19 018 24l

(£0.005)  (£0.016) (+0.020) (+0.016) (0.120)
Nutrients resorption efficiency (%)

RE 87.9% 88.4%  78.9¢ g24% 318
(*0.60)  (#0.32) (x1.37) (20.51) (<0.001)

90.4% 89.14 85.68 84.28 205

PRE (£0.19)  (£0.31) (0.58) (#0.35) (<0.001)
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Figure 1.Concentration of total C (A), N (B) P (C) and stoichiometric ratios C:N (D), C:P
(E), and N:P (F) of green leaves collected monthly for tree species conditions (Quercus
castanea and Quercus deserticola, isolated and in mixture). Bars with different uppercase
letters indicate that the means are significantly different (P < 0.05) between species
conditions within sampling date. Different lowercase letters indicate that the means are

significantly different (P < 0.05) among sampling date within species conditions.
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Figure 2. Concentration of organic C (A), total N (B) total P (C) and stoichiometric ratios
C:N (E), C:P (F) and N:P in forest floor litter associated with tree species conditions
(Quercus castanea and Quercus deserticola, isolated and in mixture). Bars with different
uppercase letters indicate that the means are significantly different (P <0.05) between species
conditions within sampling date. Different lowercase letters indicate that the means are

significantly different (P < 0.05) among sampling date within species conditions.
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Figure 3. Concentration of DOC (A), DON (B), DOP (C), dissolved NH4"(D), NOs(E) and

DIP (F) in forest floor litter associated with three species conditions (Quercus castanea and

Quercus deserticola, isolated and in mixture). Bars with different uppercase letters indicate

that the means are significantly different (P < 0.05) between species conditions within

sampling date. Different lowercase letters indicate that the means are significantly different

(P <0.05) among sampling date within species conditions.
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means are significantly different (P < 0.05) among sampling date within species conditions.
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Supplementary data

Table S1. F-ratios and significant levels of the repeated measures ANOVA for nutrient
concentrations and nutrients ratios in green leaves samples of tree species conditions under
study.

Source of variation

Between Within
Variables  Condition Sampling data interaction
Total nutrients
C 36.0 (<0.001) 11.4 (<0.001) 1.40 (0.200)
N 18.8 (<0.001) 48.4(<0.001) 1.93 (0.043)

5.46

P 3.42(0.037) 373 (<0.001) (<0.001)
Total nutrients ratios
C:N 24.1 (<0.001) 85.7 (<0.001) 2.31(0.014)
C:p 2.80 (0.060) 118 (<0.001) 0.98 (0.470)
N:P 1.65 (0.211) 272 (<0.001) 1.35(0.211)
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Table S2. F-ratios and significant levels of the repeated measures MANOVA for total and

dissolved nutrient concentrations and total nutrients ratios in forest floor litter of tree species

conditions under study.

Source of variation

Between Within
Variable Condition Sampling date Interaction
Mass

3.59 (0.048) 46.2 (<0.001) 2.01 (0.146)
Total nutrients
C 0.43 (0.732) 35.3 (<0.001) 0.25 (0.863)
N 4.02 (0.022) 71.6 (<0.001) 0.33 (0.807)
P 1.30 (0.303) 104 (<0.001) 4.32 (0.017)
Total nutrients ratios
C:N 3.20 (0.045) 115 (<0.001) 0.40 (0.758)
C:P 0.91 (0.452) 96.7 (<0.001) 1.06 (0.390)
N:P 1.81 (0.180) 3.85(0.642) 3.20 (0.046)
Dissolved nutrients
DOC 16.8 (<0.001) 784 (<0.001) 2.19 (0.148)
NH4" 58.4 (<0.001) 264 (<0.001) 19.2 (<0.001)
NOs” 1.88 (0.165) 0.77 (0.390) 1.33(0.292)
DON 48.1 (<0.001) 187 (<0.001) 39.3 (<0.001)
DIP 5.1 (0.009) 726 (<0.001) 6.64 (0.003)
DOP 7.15 (0.002) 665 (<0.001) 1.44 (0.260)
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Table S3. F-ratios and significant levels of the repeated measures MANOVA for total,
available and dissolved nutrient concentrations and total nutrients ratios in soil of tree species

conditions under study.

Source of variation

Between Winthin
Variables Condition Sampling date Interaction
Moisture 4.28 (0.017) 3102 (<0.001) 4.93 (0.010)
pH 2.17 (0.123) 5.51 (0.029) 0.10 (0.958)
Total nutrients
C 0.43 (0.732) 30.5 (<0.001) 0.68 (0.574)
N 1.96 (0.151) 26.1 (<0.001) 0.50 (0.685)
P 0.58 (0.634) 16.6 (<0.001) 0.81 (0.499)
Total nutrients ratios
C:N 5.97 (0.004) 0.44 (0.511) 0.41 (0.750)
C:P 0.43 (0.739) 13.9 (0.001) 1.07 (0.345)
N:P 3.49 (0.034) 9.99 (0.005) 0.80 (0.507)
Available nutrients
NH4" 1.83 (0.173) 259 (<0.001) 2.08 (0.134)
NOs” 0.24 (0.867) 1135 (<0.001) 0.86 (0.477)
POy 3.20(0.045) 189 (<0.001) 3.18 (0.046)
Available nutrients
DOC 5.62 (0.005) 71.6 (<0.001) 2.91 (0.059)
NH4" 0.79 (0.511) 53.9 (<0.001) 0.21 (0.887)
NOs” 0.55 (0.649) 270 (<0.001) 0.52 (0.671)
DON 0.96 (0.432) 76.8 (<0.001) 3.22 (0.044)
PID 2.86 (0.062) 89.4 (<0.001) 3.16 (0.047)
DOP 0.94 (0.435) 22.4 (<0.001) 0.89 (0.458)
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Table S4. Variables included and coefficients in the forward step way discriminant analysis
from forest floor and soil samples type independently of sampling season.

Standardized coefficients

Samples ) Stepway significant
typep Included variables Var?a bleys & Canqnical Canopical
function1  function 2
DON 0.949 -0.132
Foresst ~ C:N, C:P, N:P, DOC, DON, ggﬁ 60'114828 8128
floor DOP, NH4*, NOs", DIP. 4 ' '
. C:N, C:P, N:P, DOC, DON, POC -1.246 -0.426
Soil DOP. NHL*. NO+. available P Available P 1.004 1.081
’ 4 3> " C:N ratio 0.786 -0.325
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Table S5. F-ratios and significant levels of the repeated measures MANOVA for microbial
immobilized C and N concentrations, Cmic:Nmic ratio, metabolic efficiency, and C and N

transformations in soil of tree species conditions under study.

Source of variation

Between Within
Variables Condition Sampling date Interaction
Microbial biomass nutrients
Cmic 3.83 (0.025) 61.24 (<0.001) 1.69 (0.200)
Nmic 3.00 (0.055) 150.8 (<0.001) 3.12 (0.048)
Cmic:Nmic ratio 0.30 (0.821) 40.1 (<0.001) 0.33 (0.802)
Potential mineralization of Carbon
COx-C 0.80 (0.51) 14.6 (0.001) 0.96 (0.43)
Metabolic efficiency
qCO2 3.52 (0.03) 37.3 (<0.001) 2.22(0.12)
Potential mineralization of nitrogen
MNN 15.3 (<0.001) 57.2 (<0.001) 17.5 (<0.001)
ANH4 19.4 (<0.001) 0.12 (0.73) 19.9 (<0.001)
ANO; 0.21 (0.89) 185 (<0.001) 5.40 (0.008)
Transformation of dissolved organic forms
ADOC 0.68 (0.57) 14.6 (<0.001) 8.42 (0.001)
ADON 0.21 (0.89) 32.4 (<0.001) 1.02 (0.40)
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Table S6.Step-waymultiple regression analysis of the potential mineralization of carbon.

Dependent variable Included variables  Significant variables [ R? (p)
NH4" (ps) 0.66
NH4* dispy INO3" 112103 (ps) 60'6212 0.93
Dry season (disp), Pi (i) Cl (disp) . ) . 1
DOC, NHst ¢, € -0.23 (<0.001)
NOS_(ps),PID,
Wet season Cmic, Nie Nmic 0.79 0.80
NOs3’ 0.28 (<0.001)
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Litter decomposition, which represents the main pathway of nutrient return to soil, affects the fertility of forest
fragments. The biochemical composition of litter and the way that it decomposes are determined by the physio-
logical characteristics of the plant species from which the material is derived. The main physiological process af-
fecting nutrient concentrations in litter is the resorption of foliar nutrients. In this study, we determined organic
matter composition, nutrient dynamics and microbial activity in samples of forest floor litter collected over a
two year period under two native oak species, Quercus castanea (Qc) and Quercus deserticola (Qd), growing in a

Keywords: ; . . . . T e . .
13C NMR semi-natural deciduous forest in central Mexico. These coexisting oak species differ in relation to nutrient resorp-
Thermolability tion efficiency, and their spatial distribution is vulnerable to climate change. The Nuclear Magnetic Resonance

(*3*C-NMR) spectra revealed a higher O-alkyl:aromatic C ratio and more decomposable lignin structure (based
on lignin subunit ratios) in the Qd litterfall than in the Qc litterfall (3.7 and 3.6, respectively), in concordance
with results obtained by Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy and Differential Scanning Calorimetry
(DSC). Consequently, the Qd litter had a higher proportion of thermolabile compounds. In the same way, the nu-
trient concentrations were very different in each species, as a result of the different patterns of foliar nutrient re-
sorption: both nutrient concentrations and microbial activity were higher in the Qd litter than in the Qc litter.
Moreover, the specific enzymatic activity (SEA) of the microbial community was higher in the Qc litter, suggest-
ing that these microorganisms required investment of more energy to increase nutrient acquisition rather than to
increase microbial growth. The results suggest that the chemical composition and chemical quality of litterfall,
resulting from foliar resorption, strongly affect forest floor microbial activity. Consequently, the physiological
footprint of both tree species is a key factor in decomposition processes and soil fertility.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

Foliar nutrient resorption
Microbial activity
Specific enzymatic activity

1. Introduction composition of litter is thus a consequence of genetic expression, which

may diverge within populations (Allan et al., 2012; Whitham et al.,

The biochemical composition of litter is a consequence of the physi-
ological characteristics of the plant species from which the material is
derived (Kogel-Knabner, 2002; Mazzoleni et al., 2010). Some character-
istics such as photosynthetic capacity, leaf mass area and foliar longevity
contribute to regulating the biochemical composition of green leaves
(Walters and Gerlach, 2013). However, the biochemical composition
can also be modified by catabolic changes via the resorption of foliar nu-
trients during foliar senescence (Cornwell et al., 2008). The biochemical

* Corresponding author at: AP-27-3 Sta. Maria de Guido 58090 Morelia, Michoacan,
Mexico.
E-mail addresses: bcahvez@cieco.unam.mx (B. Chavez-Vergara),
agustin.merino@usc.es (A. Merino), gvazquezmarrufo@yahoo.com.mx
(G. Vazquez-Marrufo), fgarcia@cieco.unam.mx (F. Garcia-Oliva).

http://dx.doi.org/10.1016/j.geoderma.2014.07.005
0016-7061/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

2012). The activity of the soil microbial community can be strongly af-
fected by the biochemical composition of the litter (Aubert et al.,
2010; Baldrian et al., 2012; de Toledo-Castanho and de Oliveira, 2008;
Vivanco and Austin, 2008), resulting in varying rates of litter decompo-
sition in different plant species (Almendros et al., 2000; Bonanomi et al.,
2010; Cornwell et al., 2008; Genung et al., 2013) or in different geno-
types derived from the same plant species (Madritch and Lindroth,
2011). At a local scale, the rate of litter decomposition is determined
by the molecular composition of organic residues and by the microbial
saprophytic community (Cornwell et al., 2008; Duboc et al., 2012;
Freschet et al., 2012).

At ecosystem level, nutrient dynamics are affected by the resorption
of foliar nutrients (Hayes et al., 2014) because this process modifies the
chemical quality of litterfall, which indicates how the decomposition
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rate of forest floor and the soil nutrient availability are regulated (Fanin
et al., 2014) via the so-called “after-life effects” of plant traits (Genung
et al,, 2013; Whitham et al., 2012).

The effects of the biochemical composition of litter on organic matter
transformations have been tested by comparing different plant species
at family level (Bonanomi et al., 2010; Ono et al., 2013; Vesterdal
et al.,, 2008). For example, conifer litter decomposes more slowly than
broadleaf litter because the former is enriched in recalcitrant aromatic
compounds that are resistant to decomposition (Almendros et al.,
2000; Ono et al., 2013). However, very few studies have compared litter
composition and decay in closely related tree species, although this ap-
proach would help clarify the effects of species identity on the rate of or-
ganic matter decomposition (Whitham et al., 2012).

In a comparative study of coexisting Quercus species, Aponte et al.
(2012, 2013) and Pearse et al. (2014) found that the litter derived
from deciduous species decayed faster than the litter derived from
non-deciduous species. In both studies, the differences were attributed
to leaf phenology. In a study carried out in central Mexico and involving
two co-existing Quercus species with similar leaf phenology, Chavez-
Vergara (2010) observed that before leaf abscission, N and P resorption
is lower in Quercus deserticola (Section Quercus s.s.) than in Quercus
castanea (Section Lobatae). As a result, the C:N and C:P ratios are
lower in Q. deserticola litter than in Q. castanea litter, and the soil nutri-
ent availability is therefore higher in the former than in the latter. A sim-
ilar pattern of higher foliar nutrient resorption in Lobatae species than in
Quercus species has been reported for several Quercus species distribut-
ed in different sites in North American forests (see review paper by
Chavez-Vergara and Garcia-Oliva, 2013).

In this context, the effects of the biochemical composition of organic
matter on litter decomposition can be evaluated by comparison of close-
ly related species of the genus Quercus. The Quercus species predomi-
nate in different forest ecosystems in the northern hemisphere
(Aldrich and Cavender-Bares, 2011) and the genus includes four sec-
tions: Lobatae and Protobalanus, which are endemic to America; Cerris,
which is endemic to Eurasia; and Quercus sensu stricto (Quercus S.S.),
which is found in both regions (Manos and Stanford, 2001). These
four sections evolved from a common ancestor that originated in Asia
(Manos and Stanford, 2001). However, little is known about the effects
of these taxonomic sections on litter nutrient dynamics, although the
Quercus sections can grow together with species in the other sections
(e.g. Aponte et al., 2013; Pearse et al., 2014). Species in the Quercus
and Lobatae sections often coexist in North America (Aldrich and
Cavender-Bares, 2011; Manos and Stanford, 2001).

Mexico is a hotspot of diversity for the Quercus genus (Aldrich and
Cavender-Bares, 2011; Valencia, 2004). Species distribution models for
the central western region of the country predict replacement of species
in the Lobatae section by species in the Quercus s.s. section by the year
2080 as a consequence of higher temperatures and lower precipitation
expected under climate change scenarios (Rodriguez-Correa et al., un-
published data). If such replacement occurs, the soil nutrient dynamics
in forest fragments could be disrupted by altered nutrient fluxes. In this
context, valuable studies can be carried out by comparing organic mat-
ter composition, nutrient dynamics and microbial activity in litter de-
rived from species belonging to both taxonomic sections, in areas
where these species coexist. The data thus obtained will be useful for
fine adjustment of nutrient cycling models at regional scale. However,
to date no studies have examined how the redistribution of native
Quercus species will affect ecosystem services (e.g. C sequestration and
soil fertility) in forest fragments of neotropical oak species.

The main objective of this study was to examine the organic matter
composition, nutrient dynamics and microbial activity in forest floor lit-
ter derived from two native Quercus species with different patterns of
nutrient resorption efficiency in a semi-natural deciduous forest in
central Mexico. Two native species of deciduous oaks were selected
for this purpose: Q. castanea (Lobatae section) and Q. deserticola
(Quercus s.s. section), which grow together and are important in terms

of distribution, relative abundance and basal area in the study region
(Aguilar et al., 2012). In addition, the spatial distribution of both species
is vulnerable to climate change in central Mexico. Our working hypoth-
esis is that the litter derived from species in which foliar nutrient re-
sorption is lowest will promote microbial activity and nutrient
availability in the forest floor. To test this hypothesis, we measured
the chemical composition of freshly fallen litter and of decomposing lit-
ter by direct and indirect (by '*C NMR, FTIR, DSC) quantification of nu-
trient concentrations and by measurement of microbial activity in the
forest floor under the above-mentioned Quercus species, at regular in-
tervals over two years. This is an innovative approach because few stud-
ies have used more than one technique simultaneously to characterize
the initial litter quality and to monitor seasonal changes in litter decom-
position (Bonanomi et al.,, 2013; Preston et al., 2009a,b; Rovira et al.,
2008).

2. Methods
2.1. Study site

The study was conducted in the Cuitzeo basin (11 km south of Mo-
relia City, Michoacan, Mexico). The study site was a largely undisturbed
semi-natural forest fragment in the Remolino mountain area (19° 37’
01”N; 101° 20’ 07"W). The climate in the area is temperate sub-
humid (Cw), with annual mean temperature of 17.6 °C and annual
mean precipitation of 805 mm concentrated in the summer months.
In 2011 and 2012, the annual rainfall was 702 and 850 mm respectively,
and the average temperature was 16.7 and 16.4 °C respectively. The
predominant soil type is a Chromic Luvisol developed over Quaternary
basalts (Chavez-Vergara, 2010). Two dominant native oak species
were selected for study in this forest fragment: Q. castanea Née (Qc)
and Q. deserticola Trel. (Qd), which are members of the Lobatae and
Quercus s.s. sections respectively. Both species lose their leaves during
the dry season (January to May).

Each selected species dominated at the opposed sides of the same
slope in the forest fragment. A study plot of 100 m x 150 m was
delimited to include both species. Six trees of each species growing
along the slope and separated by a distance of 20 m were chosen for
sampling. The mean DBH of the selected trees did not differ between

Table 1
Foliar nutrient resorption efficiency and soil characteristics, determined by Chavez-
Vergara (2010), for both Quercus species under study.

Q. castanea Q. deserticola
Foliar NRE*
Nitrogen (%)™ 88 (0.6) 82 (0.5
Phosphorus (%)™ 91 (0.2) 84 (03
Forest floor characteristics
Mass (kg m—2)* 1.8 (0.6) 14 (1)
oC (mgg—1)" 376 (9) 358 (3)
N (mg g—1)* 8.8(03) 10 (0.9)
P (mg g—1)*" 1.0 (0.04) 1.2 (0.06)

Soil characteristics

Classification (FAO, 2006) Chromic Luvisol Chromic Luvisol

Depth 120 cm 110 cm
pH (A horizon)® 6.7A 6.8A

oC (mgg—1)" 64 (4.3) 73 (4.7)

N (mg g—1)"* 42(02) 5.6 (0.4)

P (mg g—1) 0.7 (0.04) 0.8 (0.004)

¢ NRE: nutrient resorption efficiency.
b pH measured in water (ratio 1:2, weight:volume).
* p<o0.l.

** p<0.05.
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the species (Qc52.9 + 11.7cmand Qd 63.9 £ 11.4 cm; Student's t test, p
= 0.27). Data on foliar nutrient resorption, characteristics of the forest
floor and nutrient contents are summarized in Table 1.

2.2. Sample collection

A circular litterfall trap of area 0.5 m2 was placed between the tree
stem and the edge of canopy cover under each tree for monthly collec-
tion of litter samples, between December 2010 and December 2012. The
collected material was weighed and split into two subsamples. The first
subsample was dried to constant weight, at 70 °C for 72 h, in order to es-
timate monthly production; the other subsample was stored at 4 °C in
darkness until chemical analysis.

For litter sampling, the study area was defined as the canopy projec-
tion of each tree on the soil. This area was divided into five roughly
equal sections around the trunk. One subsample was collected from
each section with a polyvinyl chloride (PVC) ring of diameter 160 mm,
and the five sub-samples were combined to make a composite sample
for each tree. In total, six composite samples for each species were col-
lected in May and October of 2011 and 2012, to represent respectively
the start and end of the rainy season, which is the growing season
(Fig. 1). Regarding the timing of decomposition, the samples collected
in May represent fresh litter and those collected in October had
decomposed for 5 months after the start of the rainy season. In this re-
gion, a period of intense rainfall coincides with the highest minimum air
temperatures and lowest monthly thermal oscillations. There was no
obvious stratification of the litter into old and recent materials, and
therefore the litter samples were not separated into layers. The samples
were stored in hermetically sealed plastic bags and placed in darkness at
4 °C until analysis.

2.3. Laboratory analyses

2.3.1. Solid state '3C Nuclear Magnetic Resonance (">C NMR)

Solid-state '3C NMR spectroscopy analysis was performed at 298 K
ina 17.6 T Varian Inova-750 spectrometer (operated at 750 MHz proton
frequency) equipped with a T3 Varian solid probe (Agilent Inc., USA).
Solid NMR samples were prepared in 3.2 mm rotors with an effective
sample capacity of 22 pL, which corresponds to approximately 30 mg
of the powdered sample. Carbon chemical shifts were referred to the
carbon methylene signal of solid adamantane at 28.92 ppm.

Cross Polarization Magic Angle Spinning ('D CPMAS) analysis of the
samples was carried out under the following conditions: inter-scan
delay, 0.5 s; number of scans, 100,000; and MAS rate, 15 kHz.
Heteronuclear decoupling during acquisition of the FID was performed
with Spinal-64 with a proton field strength of 70 kHz. The cross
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Fig. 1. Monthly rainfall and litterfall production (during the study period) by both tree spe-
cies under study. The asterisks mark the beginning (May) and the end (October) of the
rainy season.

polarization time was 1 ms. During cross polarization, the field strength
of the proton pulse was held constant at 75 kHz, and that of the '3C
pulse was linearly ramped with a 20 kHz ramp near the matching side-
band. The NMR spectra thus obtained were processed and the area of
the signals was quantified using MestreNova software V. 6 (Mestrelab
Research Inc.).

For integration, the spectra were divided into four regions
representing different chemical environments of a '>C nucleus: alkyl C
(0-45 ppm), O-alkyl C (45-110 ppm), aromatic C (110-160 ppm),
and carbonyl C (160-210 ppm). For more detailed examination of the
changes in C in the samples, the chemical shift regions were further di-
vided (Leifeld and Koégel-Knabner, 2005) as follows: i) 10-45 ppm alkyl
C: terminal methyl groups, methylene groups in aliphatic rings and
chains. ii) 45-110 ppm O-alkyl C: methoxyl groups and C6 of some
polysaccharides (45-60 ppm); C2-C5 in hexoses, C of some amino
acids, higher alcohols and aliphatic part of lignin structure
(60-90 ppm); anomeric C of carbohydrates, C2-C6 of syringyl unit of
lignin (90-110 ppm); iii) 110-160 ppm aromatic C: C—H and C-C car-
bons and guaiacyl C2, C6 in lignin (110-140 ppm, aryl C); aromatic COR
or CNR groups (140-160 ppm, phenolic C); iv) 160-220 ppm carboxyl
C: carboxyl C, carbonyl C and amide C. We examined specific integrated
regions to calculate indexes associated with decomposability: alkyl:O-
alkyl ratio (A:0A), O-alkyl:aromatic ratio (OA:Ar), aromaticity index
(Ai), hydrophobicity ratio (HB:HI) and lignin characterization
based on ratios between specific regions of syringyl (S), guaiacyl
(G) and p-hydroxyphenyl subunits of lignin such as S:G, S:H and G:H ra-
tios (Almendros et al., 2000; Bonanomi et al., 2013; Spaccini et al., 2006;
Talbot et al.,, 2011).

2.3.2. Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy

Samples were also analyzed by FTIR spectroscopy, and the spectra
were obtained with a Bruker (IFS-66v) spectrometer operated at a
peak resolution of 4 cm™'. The spectra were recorded over the
400-4000 cm—1 range with pellets obtained by pressing a mixture of
milled material (2 mg) and dried KBr (200 mg) under reduced pressure;
100 scans were recorded.

Certain bands of interest for chemical characterization of litter in
FTIR include the following: 3400 cm—1, attributable to stretching
vibration of hydroxyl groups associated with alcohols and phenols;
2920 cm—1, which represents aliphatic C—H vibrations of aliphatic
methyl and methylene groups; 1630 cm—1, which can be assigned
to C=O0 vibrations of carboxylates and aromatic vibrations and
1730 cm—1, attributable to carboxylic groups. Bands at 1510, 1450,
1370 and 1270 cm—1 can be attributed to CH and NH (amide II) bend-
ing motion, molecule skeleton vibration and to carbon oxygen bond vi-
bration, while the band at 1050 cm—1 indicates the presence of
polysaccharides.

2.3.3. Differential Scanning Calorimetry (DSC)

Dry litter samples were analyzed by Differential Scanning Calorime-
try (Q200, TA Instruments). The analyses were performed with 10 mg
samples of litter placed in open aluminum pans under dry air (flow
rate, 2.1 kg cm—2 time—1) and at a scanning rate of 10 °C min~ .
The temperature ranged between 50 and 600 °C. Samples of indium
(mp: 156.6 °C) were used to calibrate the calorimeter. All samples
were analyzed in triplicate.

The heat of combustion (Q, in J per gram) was determined by
integrating the DSC curves (in W g—1) over the exothermic region
(150-600 °C). Data recorded at <150 °C were discarded, thus obviating
weight losses and energy changes associated with moisture loss. The Q
values were divided by the mass loss in each measure (Q’, in ] mg—1
OM; Rovira et al., 2008). The areas under the DSC curves were divided
into three groups representing different degrees of resistance to thermal
oxidation (Dell' Abate et al., 2002; Fernandez et al., 2012): labile organic
matter, which mainly comprised carbohydrates and other aliphatic
compounds (200-375 °C); recalcitrant organic matter, such as lignin
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or other polyphenols (375-475 °C); and highly recalcitrant organic
matter, such as polycondensed aromatic forms (475-550 °C). The
resulting partial heats of combustion were designated Q1, Q2 and Q3,
respectively. The temperatures of maximum heat flow due to organic
matter combustion (T1, T2 and T3) and the temperature at which 50%
of the energy of SOM is released under the given conditions (T50)
were also recorded.

2.3.4. Nutrient and microbial analyses

All C forms analyzed in all samples were determined in a total carbon
analyzer (UIC model CM5012, Chicago, USA), and the N and P forms
analyzed were determined colorimetrically in a Bran-Luebbe Auto ana-
lyzer 3 (Norderstedt, Germany). One aliquot of each sample was oven-
dried at 70 °C and ground in a Thomas Scientific mill to pass through
a 40-mesh screen (0.425 mm). Total C was determined by combustion
and coulometric detection (Huffman, 1977). Total N and P were deter-
mined after acid digestion. N was determined by a semi-Kjeldahl meth-
od (Bremmer, 1996) and P was determined by the molybdate
colorimetric method after ascorbic acid reduction (Murphy and Riley,
1962).

Dissolved organic C, N and P were extracted in 2 g of fresh material
with deionized water after shaking for 1 h and filtering through a
Whatman #42 filter and a 0.45 pm nitrocellulose membrane. Dissolved
organic C (DOC) was determined by combustion and coulometric detec-
tion (Huffman, 1977). Dissolved organic N (DON) and dissolved organic
P (DOP) were determined after acid digestion (Joergensen and Mueller,
1996). DON was calculated as the difference between digested soluble N
and NH4 + in deionized water extracts. The DOP was calculated as the
difference between digested dissolved P and inorganic P (as orthophos-
phate) in deionized water extracts.

Microbial C (Cpic) and N (Ny;c) were extracted directly by chloro-
form fumigation (Brookes et al., 1984; Vance et al., 1987). For each
fresh sample, one subsample (2.0 g) was extracted in 0.5 M K2S04. A
second subsample (2.0 g) was fumigated with chloroform for 24 h in a
vacuum bell, followed by extraction in 0.5 M K2SO4. Extracts were
filtered through Whatman #42 filters and analyzed for total organic C
and extractable N. Organic C was determined as previously described
and extractable N was determined after Kjeldahl digestion as ammoni-
um (Brookes et al., 1984). Microbial P (Pp,;c) was determined by the
fumigation extraction method described by Brookes et al. (1982). A
moist subsample corresponding to 0.5 g of fresh material was fumigated
for 24 h with chloroform and extracted with 30 mL 0.5 M NaHCO3
pH 8.5, for 30 min (van Meeteren et al., 2007). The extracts (fumigated
and unfumigated) were digested in acid, according to sequential P
Hedley fractionation (Tiessen and Moir, 1993), and quantified as de-
scribed above for orthophosphate. Cyyic, Niic and Py were calculated
as the difference between fumigated and non-fumigated samples after
application of correction factors: KEC 0.45 (Sparling et al., 1990), KEN
0.54 (Brookes et al., 1984; Joergensen and Mueller, 1996) and KEP
0.40 (Brookes et al., 1982).

2.3.5. Microbial respiration

The potential C mineralization rate was measured by an aerobic
incubation method. Two grams each of milled litterfall and decomposing
litter (May and October samples) was placed on top of a 0.15 mm mesh
held in a polyvinyl chloride (PVC) tube, of diameter 5 cm. The fresh
litter samples were moistened with deionized water, whereas the
decomposing litter samples were maintained under field conditions.
Samples were incubated under darkness in individual jars, for seven
days at 25 °C, in a constant temperature growth chamber. The CO2-C
evolved was collected in traps of 10 mL of a solution of 2 M NaOH,
and the amount was measured by adding 5 mL of 2.5 M BaCl2
and phenolphthalein titration with 2 M HCl (Coleman et al., 1978). The
microbial respiration rate was expressed as CO2—-Cpug Cg—1d—1.

2.3.6. Enzymatic activity

The activities of three hydrolase enzymes were measured:
cellobiohydrolase (CBH), -1,4-glucosidase (BG) and [-N-acetyl-
glucosaminidase (NAG). The methods used to determine the enzyme
activities are reported by German et al. (2011), Fioretto et al. (2009)
and Verchot and Borelli (2005). Specific enzyme substrates were used
in the assays and the enzyme activity was determined by colorimetric
measurement of pNP released during incubation of litter in a buffered
substrate solution. For each sample, 0.5 g of fresh milled litter was
added to 30 mL modified universal buffer stock solution (MUB) at pH
6 in 50-mL Nalgene™ centrifuge tubes. Three aliquots of 0.67 mL were
obtained from the extract and each aliquot was added to 1.5-mL
Eppendorf tubes with 0.67 mL of specific enzyme substrate. All sub-
strates were prepared in 0.2 M acetate buffer at pH 5. The tubes were
then sealed and placed in a Nalgene™ centrifuge tube and incubated
for 2 h at 30 °C. The tubes were then centrifuged for 2 min at
10,000 rpm, and a 0.75 mL aliquot of clear supernatant was transferred
from each tube to a 15 mL Nalgene™ centrifuge tube containing
0.075 mL of 1 N NaOH and 3 mL of deionized water to stop the reaction.
The solutions were vortexed and light absorbance was measured at
420 nm in a spectrophotometer (Evolution 201, Thermo Scientific
Inc.). Control samples and substrates were prepared simultaneously to
determine color development due to the substrate or dissolved organic
chromogenic substances. The control samples were made by mixing
0.67 mL of MUB with either 0.67 mL of litter slurry (sample control)
or 0.67 mL of substrate solution (substrate control). Finally, the concen-
tration of pNP detected in the samples was corrected by subtracting the
sum of absorption results from the sample- and substrate-controls. All
results are expressed in umol pNP g-litter ™' h™ 1.

The specific enzymatic activity (SEA) proposed by Waldrop et al.
(2000) was calculated by dividing enzyme activity by Cy,;c, as follows:

SEA = A/(Cyyje x 0.001) (1)

where A is enzymatic activity and Cpy,;c is the carbon concentration in the

microbial biomass, in mg g~ .

2.4. Statistical analysis

Repeated measures ANOVA was used to identify differences in con-
centrations of total C, N, P and CO, - C between species and litter stages.
The model included two between-subject factors (Qc and Qd species)
and three within-subject factors (LF: Litterfall, ML: May litter and OL: Oc-
tober litter as repeated measures). For all other variables, the model was
constructed with only two within-subject factors (ML and OL as repeated
measures). This analysis was applied separately to data from each year.

Linear correlations between CO, - C and the variables' total nutrient
concentration ratios and dissolved organic forms were constructed.
Principal component analysis was applied to the mean values per sam-
ple of total carbon-nutrient ratios, concentration of dissolved organic
forms and Q;, Q> + Qs and Tsg values. Finally, a one-ANOVA with the
scores of two principal components was performed to identify differ-
ences attributable to species and/or sampling date. All analyses were
performed using Statistica 7.0 (Statsoft).

3. Results
3.1. Litter production

For both species, litter production was most intense between Janu-
ary and April (about 80% of annual production), as a consequence
of the acute drought during this period. In 2011, the annual litter
production was 606 + 45 and 498 + 25 g DW m~2 for Qc and Qd, re-
spectively, whereas in 2012, these species produced 608 + 51 and
504 + 32 g DW m™~ 2 for Qc and Qd, respectively. In both years, litter pro-
duction was higher for Qc than for Qd (p < 0.05). The lack of moisture
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Table 2

Proportion of total organic carbon in '3C CPMAS NMR spectra of litterfall and October litter (2011) for both Quercus species. Principal shift regions are shown in bold type and subregions

are shown in normal type.
Data from Baldock and Smernik (2002) and Johnson et al. (2013).

Shift region (ppm) Q. castanea Q. deserticola
Litterfall October litter Litterfall October litter
Alkyl C (10-45 ppm) 11 16 14 16
0-Alky C (45-110 ppm) 65 58 63 55
@®Methoxyl C (45-60) 7 8 7 8
@0-alkyl C (60-90) 45 39 45 37
®Di O-alkyl (90-110) 13 11 11 10
Aryl C (110-160 ppm) 18 19 17 20
@Aryl C (unsaturated; 110-140) 10 12 11 13
®0-aryl C (140-160) 8 7 6 7
Carboxyl C (160-220 ppm) 6 7 6 9
@®Carbonyl/amide (160-190) 5 6 6 8
®Ketone C (190-212) 1 1 0 1
®Carboxyl C (212-220) 0 0 0 0
Region ratios and indexes
Alkyl C:0-alkyl C 0.17 0.28 0.22 0.29
0-alkyl C:aromatic C 3.61 3.05 3.70 2.75
HB:HI 041 0.53 0.45 0.56
Aromaticity 0.23 0.26 0.22 0.28
Lignin characterization®
S:G ratio 133 1.00 1.00 0.71
S:H ratio 2.28 1.50 1.50 1.00
G:H ratio 117 1.50 1.50 140

@ Lignin characterization based on ratios between specific regions of syringyl (S), guaiacyl (G) and p-hydroxyphenyl subunits of lignin as S:G, S:H and G:H ratios.

during this period hampers litter decomposition, which mainly occurs
during summer months (May-October; Fig. 1), coinciding with the
rainy season, maximum air temperatures and lower thermal oscillation.

3.2. Changes in litter quality during decomposition

32.1. 3C NMR

Solid-state '3C NMR spectra and the relative C distribution among
the different functional groups in the samples (litterfall and forest
floor) are shown in Fig. S1 (Supplementary material) and Table 2. The
13C NMR region between 160 and 220 ppm is assigned to carboxyl/
amide and carbonyl C groups (160-185 and 185-220 ppm). This region
is dominated by a peak at ca. 171 ppm of similar intensity in both spe-
cies. Slight increases in this peak were observed in the forest floor sam-
ples (October) from under both species.

In the aromatic and phenolic region (160-110 ppm), the litter
produced by both species showed well defined peaks at ca. 153 and
144 ppm, which revealed the presence of C3, C5 syringyl lignin and con-
densed tannins, respectively. In the decomposing litter under both spe-
cies, the two peaks merged. A lower peak observed at 133 ppm may be
attributable to the accumulation of non-substituted aromatic carbons.
The decomposition led to slight increases in this region for both species.

The most prominent signal corresponds to the 45-110 ppm region,
which included more than 60% of the organic compounds. The most
prominent signal in this region was associated with the cellulose and
hemicellulose peak (73 ppm). This species also showed a higher signal
associated with anomeric C (C1 rings), including a higher 104 ppm sig-
nal indicating the presence of crystalline cellulose. A shoulder at 56 ppm,
attributable to lignin in methoxyl C compounds, was relatively well re-
solved in litter samples representing both species. For both species, de-
composition led to moderate losses of these compounds (7-8%).

The range 0 to 45 ppm is assigned to alkyl C, which includes
dehydroxylated lignin, amino acids, lipid and paraffinic structures. For
Qd, a slightly higher peak at 29 ppm was attributed to methylene C in
long alkyl chains, such as cutine or suberine. For both tree species, the
spectra of the decomposing litter revealed moderate increases in this
peak, relative to the litterfall.

For both species, the alkyl:0-Alkyl ratio and level of aromaticity
were higher in the decomposing litter than in the litterfall, but the in-
tensity of changes was different in both species. The increase in alkyl:

0-Alkyl ratio was higher in Qc than in Qd (64% and 31%, respectively),
while aromaticity was higher in Qd than in Qc (27% and 13%). The O-
alkyl:aromatic C ratio was higher in the fresh Qd litter than the fresh
Qc litter, and it decreased as the litter decomposed (by 15% and 26%, re-
spectively). These trends reflect a more advanced stage of humification
in the litter samples collected in October, mainly in Qd. The HB:HI ratio
in the litterfall was similar in Qc and Qd, which reflects the presence
of slightly more hydrophobic compounds in Qd. However, the S:G and
S:H ratios (Table 2) show that lignin in the Qc litterfall was more recal-
citrant and potentially more reactive to both polysaccharides and pro-
teins than the lignin in Qd litterfall.

3.2.2.FTIR

In both species, the spectra obtained for the litterfall and
decomposing litter were similar and showed the same pattern of
peaks (Fig. 2). Both show a broad intense band at about 3400 cm—1, at-
tributable to stretching vibration of hydroxyl groups associated with al-
cohols and phenols. A band observed at 2920 cm—1 represents aliphatic
C—H vibrations of aliphatic methyl and methylene groups. The broad
band at 1630 cm—1, which can be assigned to C=0 vibrations of car-
boxylates and aromatic vibrations, has a shoulder at 1730 cm—1, attrib-
utable to carboxylic groups. Bands at 1510, 1450, 1370 and 1270 cm—1
can be attributed to CH and NH (amide II) bending motion, molecule
skeleton vibration and to carbon oxygen bond vibration. All samples
showed also a broad band at 1050 cm—1, indicating the presence of
polysaccharides.

Both species showed similar changes, although they were more im-
portant in Qc (Fig. 2). For both species, the band at 2920 cm—1 (C—H
vibrations) was slightly less intense in the decomposing litter, possibly
due to biodegradation of lipids and carbohydrates. The relative absor-
bance of the band at 1630 cm—1 (carboxylic and aromatic) increased
slightly between the fresh and decomposing litter. The shoulder of
this main band at 1730 cm—1 (carboxylic groups) also decreased dur-
ing the decomposition process. These findings can be explained by an
increase in aromatic and carboxylic groups during litter degradation
and are generally consistent with the NMR data. A decrease in the inten-
sity of the peaks in the region between 1270 and 1510 cm—1 was ob-
served between the spectra of litterfall and decomposing litter, for
both species. The band at 1050 cm—1 attributed to carbohydrates or sil-
icates did not show important changes. The changes during the
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Fig. 2. FTIR spectra of litterfall and decomposing litter for both Quercus species under study.

decomposition produced a more recalcitrant Qc litter in October,
because phenolic compounds (3400 cm~') increased and some
aromatic compounds, such as C=N bonds and alkanes (1160 to
1475 cm~ ! band), did not decrease as in the Qd litterfall (Fig. 3).

In order to quantify the relative changes in the FTIR spectra, the
ratios of the intensity of the peaks at 1630 cm—1 (C=O0 vibrations,
aromatic vibrations): 2920 cm—1 (aliphatic C-H vibration) and
1630 cm—1:1510 cm—1 (amide II, aromatic C=C of forest litter
material) were calculated. The 1630:2920 and the 1630:1510 ratios in-
creased in the litter, indicating an increase in carboxylates and
aromaticity.

3.2.3.DSC

The DSC thermograms of the litterfall produced by both species
included three peaks (Fig. 3). The first peak (T1) appeared at
about 330-332 °C, the second (T2) at about 408 °C and the third (T3)
at 448 °C (Table 3). In Qc, the second peak was the most prominent,
while in Qd the first peak was the most prominent, and the third peak
was better defined in Qc. The results suggest that the thermoresistant
compounds were more abundant in Qc than in Qd.

In both species, the decomposing litter also yielded three peaks
(Fig. 3). However, with respect to the litterfall, there was a shift to
higher temperatures (Table 3). This particularly affected T2 and T3,
whereas T1 was only subjected to slight increases. The DSC curves of
the October litter, at the end of the humid season, were surprisingly

similar in both Quercus species. At the end of the humid season, the
third peak underwent an important increase (shift to 495 °C).

The heat flows (Q) were very similar in the fresh litter produced by
both species (Table 3). The total energy released (Q’) increased gradual-
ly with the degree of decomposition. The three areas in which the ther-
mograms were divided showed the changes in regions of different
thermolability. Both species followed a similar trend: progressive loss
of the most labile compounds (Q;: 200-375 °C) and an increase in the
most thermoresistant compounds (Qs: 475-550 °C; Table 3). However,
these changes were moderate. The loss of labile compounds was around
2-5%, whereas the increase in resistant compounds was around 6%.

The T50 values (i.e. the temperature at which 50% of the heat associ-
ated with total degradation of organic matter is released) were rather
similar for both species (Table 3). These values increased throughout
the decomposition process, reaching similar values for both species by
the end of rainy season (October).

3.3. Changes in carbon mineralization and nutrient concentrations during
litter decomposition

The litter was slightly acidic (pH 6.2 to 6.7) and there were no differ-
ences in pH between species or year (p > 0.05). The N and P concentra-
tions were higher and C:N and C:P ratios were lower in the Qd litterfall
than the Qc litterfall in both years of the study (Fig. 4). The F ratios and
significance levels of the repeated measures ANOVA of nutrient
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Fig. 3. DSC thermograms and total and proportional energy released in the litterfall and decomposing litter for both species under study, in 2011 (upper graphs) and 2012 (lower graphs).

variables for 2011 and 2012 are shown in Tables S1 and S2 (Supplemen-
tary data) respectively. Organic C decreased with the degree of decom-
position as a consequence of microbial activity.

Similarly, the C mineralization rate and N and P concentrations were
higher in the Qd litter than in Qc litter during the decomposition process
(Fig. 4). Therefore, C mineralization was negatively correlated with C:N

Table 3

ratios on all dates, and the C:P ratio was not correlated with microbial
respiration only in the OL samples. The dissolved organic forms of C, N
and P (DOC, DON and DOP) were only correlated with microbial respi-
ration in the LF samples (Table 4). These results suggest that the
chemical quality of the Qd litter was higher in terms of microbial
decomposition.

Parameters obtained in the DSC analysis of the litterfall and decomposed litter for both species studied.

Litterfall Decomposed litter (May) Decomposed litter (October)

2011/2012 2011/2012 2011/2012
a) Quercus castanea
Q(Jg—1) 8838/9142 9583/9196 9909/9059
Q' (J g SOM—1) 9235/9552 11,009/10,275 12,190/9928
T1 (°C) 330/329 338/338 337/333
T2 (°C) 406/408 435/442 432/411
T3 (°C) 448/448 490/490 491/499
T50 (°C) 368/369 382/382 378/362
Q1 (200-375 °C) (%) 54/53 47/47 49/56
Q2 (375-475 °C) (%) 44/44 46/47 43/39
Q3 (475-550 °C) (%) 2.5/2.6 6.5/6.0 8.4/5.0
b) Quercus deserticola
Q(Jg-1) 8882/8649 9657/7739 9567/8380
Q (J g SOM—1) 9602/9257 11,846/9311 12,467/9528
T1(°C) 332/333 340/340 339/335
T2 (°C) 411/413 440/434 438/419
T3 (°C) 448/451 473/493 493/496
T50 (°C) 374/374 387/386 379/364
Q1 (200-375 °C) (%) 50/50 45/45 48/55
Q2 (375-475 °C) (%) 46/47 46/47 42/37
Q3 (475-550 °C) (%) 3.8/32 9.3/7.2 9.6/7.2
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Fig. 4. Concentration of C (A), N (B) and P (C), C:N (E) and C:P (F) ratios and potential in vitro mineralization of C (D) in litterfall (LF), May litter (ML) and October litter (OL) associated with

both species (Quercus castanea and Quercus deserticola) in each sampling year.

The concentrations of C, N and P in microbial biomass were higher in
Qd than in Qc (Fig. 5). At the point of maximum immobilization, the mi-
crobial biomass represented 2%, 7% and 70% of organic C, total N and

Table 4

Linear correlations (r values, with the corresponding p values in parenthesis) between CO,
production and both total nutrient ratios and concentration of dissolved nutrients for each
litter sampling date. Significant correlations are shown in bold type.

Sampling date

Litterfall Decomposed litter (May) Decomposed litter (October)

Total ratio

CN  —0.50(<0.001) —0.44(<0.001) —0.38 (0.001)

C:P —0.34 (0.003) —0.17 (0.005) —0.04 (0.325)

N:P 0.10 (0.123) 0.02 (0.541) 0.21 (0.022)

Dissolved nutrients

DOC 0.63 (0.002) 0.10(0.112) 0.03 (0.395)

DON 0.68 (<0.001) 0.09 (0.140) 0.10 (0.123)

DOP 0.57 (0.004) 0.14 (0.069) 0.01 (0.615)

total P in Qc, respectively, whereas it represented 4%, 9% and 46% for
the same nutrients in Qd, respectively. Soluble organic C, N and P and in-
organic N and P concentrations were also higher in the Qd litter than in
the Qc litter (Fig. 5).

In contrast, the specific enzymatic activity (SEA) was higher
in the Qc litter than in the Qd litter for all three enzymes
analyzed (BG, CBH and NAG); the SEA was also higher in ML than
in OL (Fig. 6).

The principal component analysis constructed with the litter quality
parameters (total nutrient ratios, concentration of the dynamic nutrient
forms, the three heat flow values and the Tsq calculated in the DSC anal-
yses) showed that component 1 explained 43% of the variance and com-
ponent 2 explained 24% of the variance. Both species of Quercus differed
significantly in the first component (F = 12.6, p = 0.005), and differ-
ences in component 2 were explained by the sampling date, whereas
OL only differed from LF and ML (F = 7.05, p = 0.014; Fig. 7). These re-
sults suggest that the concentration of labile nutrients and the thermal
resistance are mainly explained by the species considered and the de-
gree of decomposition of the litter.
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Fig. 5. Concentrations of C, N and P dissolved in organic (COD (A), NOD (B), POD (C)) and inorganic (NHZ (D), NO3 (E), PO3 (F)) and microbial biomass forms (Cpmic (G), Nmic (H), P (1)) in Litterfall (LF), decomposed litter collected in May (ML) and
decomposed litter collected October (OL) for both species under study (Quercus castanea and Quercus deserticola) and for each sampling year.
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October litter (OL) associated with both species under study (Quercus castanea and Quercus deserticola) in each sampling year.

4. Discussion
4.1. Initial biochemical composition of the litterfall
The '3C NMR spectra and the relative C distribution among the dif-

ferent functional groups, particularly in the O-alkyl C and carboxyl re-
gions, were similar in the litterfall samples associated with both
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Fig. 7. Principal component analyses of organic matter quality parameters in nutrient ra-
tios, organic dissolved forms of C, N and P and Q;, Q> + Q3 and Ts( in DSC. Circles represent
Quercus castanea; triangles, Quercus deserticola; open figures, LF; gray figures, ML; and
black figures, OL.

Quercus species under study. This is not surprising, because both species
are taxonomically related, belong to the same genus and grow together
in a restricted geographical area. However, the slight differences be-
tween spectra may be important in relation to litter decomposition.
The O-alkyl:aromatic C ratio has previously been used to characterize
the chemical quality of plant material in relation to decomposition
(Almendros et al., 2000; Bonanomi et al., 2013; Don and Kalbitz, 2005;
Ono et al.,, 2013; Osono et al,, 2014; Traversa et al., 2008). In the present
study, the O-alkyl:aromatic C ratio was higher in the Qd litterfall than in
the Qc litterfall (0.06), which may suggest a higher proportion of recal-
citrant compounds in the latter species. The amount of evolved CO,-C
was also higher in the Qd litterfall than in the Qc litterfall. Osono et al.
(2014) also found that the O-alkyl:aromatic C ratio was slightly higher
(around 0.06) in litter under Q. crispula than in litter under the
coexisting Pinus densiflora, and that the litter produced by the
first tree species also decomposed faster than that of the second tree
species.

The proportion and structure of aromatic compounds are both im-
portant in relation to the litter decomposition rate (Almendros et al.,
2000; Ono et al., 2013; Talbot et al., 2011). Lignin comprises three sub-
units: syringil (S), guaiacyl (G) and p-hydroxyphenyl (H), and the sus-
ceptibility of these to degradation increases in the order S > G > H
(Talbot et al., 2011). These subunits differ in how they react with
other substances, such as carbohydrates and proteins, thus affecting
the decomposability of the substances (Talbot et al., 2011). Of these
molecules, p-hydroxyphenyl displays the lowest reactivity to the
other substances. In the present study, the Qd litterfall contained a
higher proportion of lignin H-subunits than the Qc litterfall. This sug-
gests that the lignin in the Qd litterfall is less reactive, which promotes
decomposition of the litter.
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The DSC thermograms clearly revealed between-species differences
in the peak intensity of both recalcitrant regions (T, and T3): the peaks
for both recalcitrant regions were more intense in the Qc litterfall than
in the Qd litterfall, suggesting that the latter decomposed faster than
the former. Reh et al. (1990) reported higher peak intensity in the
recalcitrant regions for Pinus sylvestris than for broadleaf species, as
well as lower decomposability of the former. Barros et al. (2010) sug-
gested that a higher peak intensity in the regions of '>C NRM spectra
attributed to recalcitrant compounds is related to a higher proportion
of aromatic C.

The nutrient concentrations in litterfall revealed more differences
between both Quercus species studied. The Qd litterfall contained
more N and P than the Qc litterfall, and therefore the C:N and C:P ratios
were lower in the former. These findings are similar to previous reports
of faster decomposition of litter produced by tree species in which
litterfall C:N and C:P ratios are low (e.g. Agren et al,, 2013; Aponte
et al.,, 2013; Bonanomi et al., 2013; Osono et al., 2014). These differences
are explained by greater resorption of foliar nutrients in Qc species than
in Qd before foliar abscission (Chavez-Vergara, 2010). Several authors
have reported that litter quality is lowest in tree species in which re-
sorption of foliar nutrients is higher and that the rate of decomposition
is generally lower (Binkley et al., 1992; Huang et al., 2007; Vitousek
et al,, 1994). The effect of foliar resorption on litter decomposition rate
is related to the tree physiology (Hayes et al., 2014), in a phenomenon
referred to as the “after-life” effect of plant traits (Whitham et al.,
2006, 2012).

4.2. Organic matter composition, nutrient dynamics and microbial activity
during decomposition

In both species, the litter decomposition led to a slight increase in the
aromatic and phenolic C contents. This may have been due to the rela-
tive enrichment of aromatic compounds such as lignin and condensed
molecules derived from microbial products (Koégel-Knabner, 2002;
Prescott, 2010; Quideau et al., 2001). Similar findings have been report-
ed for other tree species in different parts of the world (e.g. Lemma et al.,
2007; Maie et al., 2003; Strukelj et al., 2012). In both species under
study, decomposition led to losses of holocellulose (O-alkyl), as ob-
served in other studies (Almendros et al., 2000; Quideau et al., 2001).
Therefore, the reduction in O-alkyl:aromatic C can mainly be attributed
to a reduction in O-alkyl and a slight increase in aromatic compounds.
These results are consistent with specific activities of BG and CBH,
which decreased from ML to OL, suggesting strong depolymerization
of holocellulose molecules at the start of the rainy season.

Furthermore, increases in alkyl C, which were particularly evident in
Qc, have mainly been attributed to the accumulation of resistant leaf
waxes, cutins, etc. (Almendros et al., 2000; Lorenz et al., 2007). The in-
crease in the alkyl:0-alkyl index was therefore more pronounced in
Qc, suggesting that the litter decomposition products were more resis-
tant to microbial degradation than in the Qd litter (Lorenz et al., 2007;
Liitzow et al., 2006).

The FTIR spectra revealed decreases in the aliphatic band
(2920 cm™ ') and in the bands in the fingerprint region (1510 to
1230 cm™ '), as well as an increase in aromatic compounds
(1630 cm™ ). These results are generally consistent with the NMR
data. However, the decrease in carbohydrates (band 1050 cm~') was
not detected by FTIR analysis, because of the contribution of silicates in
this band. The trends observed in the present study are consistent
with those of previous studies in which SOM in decomposing litter has
been examined by FTIR (Djukic et al., 2010; Haberhauer et al., 1998).

The thermolability of the decomposing litter underwent moderate
changes. The slight decreases in Qg, increases in Qs, and the shift in
the Ts peak to a higher temperature (from 450 °C to 495 °C) are consis-
tent with the changes identified in the NMR spectra, which revealed
slight losses of polysaccharides and slight increases in aromatic com-
pounds. The relative gain of more resistant compounds corresponded

with the relative accumulation in the alkyl and aromatic regions propor-
tion is also detected by NMR (0O-A:A and alkyl:0-A). These findings are
similar to those reported by Rovira et al. (2008), who identified a T
peak in the decomposing litter of Pinus halepensis, although this is not
commonly found in other Mediterranean ecosystems.

The reduction in labile compounds and the increase in more resis-
tant compounds in the litter under both species sampled in October
are consistent with the reduction in the evolved CO, - C and concen-
tration of C in the litter. However, the increases in litter N and P con-
centrations and in nutrient concentrations in microbial biomass
suggested a higher rate of nutrient immobilization than of minerali-
zation in the more degraded litter. The microbial immobilization
suggests a nutrient limitation for microbial activity, mainly P,
which was reported in previous studies (Anaya et al., 2007; Van
Meeteren et al., 2007).

Additionally, the SEA of the three enzymes analyzed was higher in
the Qc litter than in the Qd litter. This suggests that the microbial com-
munity in Qc litter required to produce more exo-enzymes with relation
to Cinic than the Qd microbial community for the acquisition of organic
nutrient forms. This requirement is a consequence of the predominance
of high molecular weight compounds in soil solution (Jones et al., 2012),
as these must be cleaved to reduce organic molecules to <1 kDa for mi-
crobial immobilization (Hashimoto et al., 2005; Schrimer, 1998; Schulz,
1996). Therefore, the litter with the lowest amount of dissolved organic
matter and nutrient availability demands a higher SEA for depolymeri-
zation of organic compounds as in the Qc litter. These findings are sim-
ilar to those reported by Raiesi and Beheshti (2014) and Waldrop et al.
(2000), who found that SEA was highest in soil with lower amount of
organic matter and microbial biomass.

The Qc October litter contained slightly more resistant compounds
than the Qd litter, which is consistent with the composition of the
litterfall; however, the differences between both species were lower
than in the litterfall samples. These results can be explained by the in-
tensity of microbial activity, which was higher in the Qd litter. A reduc-
tion in species differences in the decomposing litter has been also
reported for other tree species in previous studies (Almendros et al.,
2000; Ono et al., 2013; Wickings et al., 2012). In the same way, the dis-
solved organic forms of C, N and P and microbial activity (measured as
immobilization and mineralization) were higher in the Qd litter than
in the Qc litter. The higher quality footprint during litter decomposition
in Quercus species resulting from an initial higher quality of litter has
been reported in other studies (Aponte et al., 2012, 2013). These results
suggest that an initial higher quality of litter derived from low foliar nu-
trient resorption efficiency in Qd promotes microbial activity and litter
decomposition. Therefore, the physiological attributes of this tree spe-
cies are maintained in the decomposing litter (Genung et al., 2013;
Whitham et al., 2012).

Together, the present and previous findings suggest that litter de-
composition and nutrient availability in forest floor are higher in the
species belonging to the Quercus s.s. section than in species belonging
to the Lobatae section (Chavez-Vergara and Garcia-Oliva, 2013; Pearse
et al., 2014). This may explain the preference that species in the latter
section show for growing with species belonging to the Quercus s.s. sec-
tion (Gonzalez-Rodriguez, pers. comm.). However, the results of the
present study suggest that the differences between the taxonomic sec-
tions in the quality of the litterfall may affect forest floor nutrient dy-
namics. Soil fertility and carbon sequestration will be promoted by
highly decomposable litter (Aponte et al., 2013), as in Q. deserticola,
which belongs to the Quercus s.s. section. The distribution area of the
aforementioned species will probably be more strongly affected than
the distribution area of Q. castanea under predicted climate change sce-
narios in the central western region of Mexico (Rodriguez-Correa et al.,
unpublished data). Therefore, if the dominance of the studied species is
modified as predicted, the soil nutrient dynamics will also be strongly
affected. As a result, ecosystem services of forest fragments, such as fer-
tility and C sequestration, may be disrupted.
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5. Conclusions

The quality of forest floor litter under co-existing tree species drives
organic matter composition, nutrient dynamics and microbial activity
during decomposition in a semi-natural forest. Although '*C-NMR spec-
tra revealed that the relative C distribution among the different func-
tional groups and thermolability of the litterfall differed slightly
between the Quercus species under study, the nutrient concentrations
varied greatly between both species as a consequence of the different
patterns of resorption of foliar nutrients in each species. In this respect,
the nutrient concentration was higher in the litter under Qd (the species
in which resorption of leaf nutrients was lowest) than in the Qc litter;
this led to higher availability of carbon and nutrients, as well as higher
microbial activity than in Qc litter during the rainy season (when de-
composition occurs). However, the microbial community associated
with the Qc forest floor used compensatory strategies to acquire the lim-
iting nutrients, namely high specific enzymatic activities and high rela-
tive P microbial immobilization. This suggests that the microbial
community under this Quercus species must require more energy for
the depolymerization of organic molecules to acquire energy and organ-
ic nutrients. As a result of the difference in microbial activities, the
between-species difference in the composition of the litterfall
was lower in the litter collected October (i.e. at a later stage of decompo-
sition). However, the differences in nutrient concentration and decom-
position products were also higher in the Qd litter than in the Qc litter.

The higher rate of decomposition of Q. deserticola litter, measured
as chemical transformation and microbial activities, may promote
higher soil nutrient availability and carbon sequestration than under
Q. castanea. A similar pattern has been reported in Mediterranean eco-
systems for another two Quercus species in which litter quality is differ-
ent (Aponte et al., 2013). These results suggest that the physiological
footprint of the tree species under study is a key factor in the decompo-
sition process and soil fertility.

We found that the DSC technique was the most useful of the methods
tested for detecting chemical changes in organic matter due to microbial
activity, and the results were also clearly correlated with those obtained
using more expensive techniques such as '>*C NMR. Determination of nu-
trients within different soil fractions is essential for identifying the avail-
ability of nutrients for the microbial community and is more accurate
than determination of total nutrient concentrations or C:N ratio.
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1. Introduccion

La descomposicion del mantillo es un proceso clave en el funcionamiento de los
ecosistemas forestales, debido a que es a través de este proceso que se reciclan los nutrientes
y se mantiene la fertilidad del suelo (Austin et al. 2014). El acoplamiento entre la calidad
quimica de los residuos vegetales y la capacidad metabdlica de la comunidad microbiana ha
sido considerado como el factor mas importante que determina la velocidad de la
descomposicion (Ayres et al. 2009; Austin et al. 2014), por lo que este proceso es dependiente

de la identidad de las especies vegetales y de la composicion de la comunidad microbiana
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del piso forestal (i.e. Ayres et al. 2009; Austin et al. 2014; Freschet et al. 2012; Pearse et al.
2014). Sin embargo, existen otros trabajos que sugieren que las caracteristicas quimicas de
los residuos vegetales (i.e. Freschet et al. 2013; Prescott 2010; Wickings et al. 2012) o la
capacidad metabdlica de la comunidad microbiana (i.e. Wickings et al. 2012) de manera

independiente, son los factores principales que controlan la descomposicion del mantillo.

El acoplamiento entre la calidad de los residuos vegetales y la comunidad microbiana
ha sido explicado a través de tres diferentes hipotesis. Por ejemplo, el efecto de la ventaja
local refiere que el mantillo se descompondra mas facilmente en su sitio de origen, debido a
que la comunidad microbiana ha sido seleccionada a través de la especializacion de la
produccion de ciertas exo-enzimas que pueden romper las moléculas organicas dominantes
del mantillo, las cuales depende de la identidad de las especies vegetales (Ayres et al. 2009;
Austin et al. 2014). Por otro lado, Freschet et al. (2012) proponen la hipétesis de la interaccion
sustrato-matriz, la cual propone que si en un sitio se coloca mantillo ajeno al sitio con una
calidad similar al del sitio, el mantillo externo se descompondra a la misma velocidad que el
mantillo propio; por lo que esta hipdtesis considera que la identidad de la especie vegetal no
es relevante. Recientemente, Pearse et al. (2014) han propuesto que existe un acoplamiento
entre la fenologia de las plantas y de la actividad de los descomponedores, por lo que si los
residuos vegetales se incorporan en una fecha diferente a la cual cominmente ocurren, no
van a coincidir con la actividad de los microorganismos que pueden descomponerlos y por
tanto, se reduce la tasa de la descomposicion del mantillo. Esta hipotesis ha sido llamada

ajuste fenologia-sustrato.

Sin embargo, algunos autores han propuesto la hip6tesis de la calidad quimica, la cual

menciona que ciertas caracteristicas quimicas de los residuos vegetales favorecen la
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descomposicion del mantillo, incluso en sitios donde no fueron producidos (i.e. Freschet et
al. 2013; Prescott 2010; Wickings et al. 2012). Algunas de estas caracteristicas son: a) la baja
relacion C:N (Agren et al., 2013; Aponte et al., 2013; Bonanomi et al., 2013; Osono et al.,
2014), b) la alta concentracion de formas organicas solubles (Fanin et al. 2013), c) la baja
proporcion de compuestos fenolicos (Almendros et al. 2000; Ono et al., 2011; Prescott 2010)
y d) la menor proporcion de las subunidades siringil de la lignina (bajas relaciones S:G y
S:H; Chavez-Vergara et al. 2014; Talbot et al. 2014). Por lo que las especies vegetales que
produzcan residuos donde se reunan algunas de estas caracteristicas tendran mejor calidad
quimica para la descomposicion (i.e. Aponte et al. 2013; Chavez-Vergara et al. 2014). Sin
embargo, en sitios donde existe mas de una especie vegetal, las mezcla de hojarasca puede
producir mantillos con una calidad quimica diferente que la de la hojarasca de cada especie

(Gartner y Cardon 2004, Héattenschwiler et al. 2005).

Asimismo, la velocidad de la degradacion de los compuestos organicos esta asociada
al metabolismo y la composicion de la comunidad microbiana (Austin et al. 2014; Freschet
et al. 2012; Wickings et al. 2012). Por ejemplo, la presencia de actinomicetos (Snajdr et al.
2011; Strickland et al. 2009) y de hongos del fila Basidiomicetes (Osono y Takeda 2002;
Snajdr et al. 2011) favorecen la degradacion de compuestos fendlicos (i.e. lignina,
polifenoles, ceras), ya que estos grupos pueden producir ecoenzimas del tipo polifenol
oxidasas, las cuales rompen este tipo de moléculas organicas (Allison et al. 2014). Lo
anterior, favorece asi, la velocidad de la descomposicion del mantillo con alta proporcion de
moléculas recalcitrantes, con lo cual se puede reducir la importancia de la calidad quimica
del sustrato durante la descomposicion del mantillo (Cleveland et al. 2014; Snajdr et al. 2011;

Strickland et al. 2009).
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En un trabajo previo, Chavez-Vergara et al. (2014) reportaron que en un bosque
templado deciduo dominado por dos especies de Quercus, la especie que produjo hojarasca
de mayor calidad quimica (Q. deserticola) favorecid la actividad microbiana y la
transformacion quimica del mantillo, lo cual increment6 la disponibilidad de nutrientes con
relacion a la otra especie de encino (Q. castanea). Por lo anterior, el objetivo del presente
trabajo es identificar efecto de la calidad de la hojarasca, de la comunidad microbiana y la
interaccion entre ambas en la descomposicion del mantillo entre dos especies de Quercus

deciduas.

Las hipotesis a prueba del presente trabajo son: a) que el mantillo de mejor calidad
va a favorecer el procesos de descomposicion, lo que en nuestro sistema de estudio
corresponde al mantillo de Q. deserticola y b) que en el sitio que tiene una comunidad
microbiana del suelo mas eficiente se puede descomponer mas rapidamente la materia
organica en el suelo, independientemente de la calidad de la hojarasca (en este caso la
comunidad del mantillo asociada a Q. castanea). Sin embargo, estas dos hipotesis pueden ser
rechazadas si la interaccion entre la calidad y la composicion de la comunidad es

significativa.

Para responder las hipotesis planteadas, realizamos un experimento factorial de tres
sustratos y tres sitios (Q. castanea sola, Q. deserticola sola y la mezcla de las especies)
mediante bolsas de descomposicion durante 270 dias en campo. Ademas, se realizd la
caracterizacion quimica inicial de la hojarasca y posteriormente en las colectas a los 30, 60,
120 y 270 dias mediante andlisis quimicos, resonancia magnética nuclear de carbono 13 (13C

NMR) y calorimetria diferencial de barrido y termogravimetria (DSC-TG) y se determiné la
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actividad microbiana con base en la inmovilizacion de C, N y P, la produccion de

ecoenzimas y se calcul6 la tasa de descomposicion del material a los 270 dias.
2. Materiales y métodos

2.1. Sitio de estudio

El presente estudio fue realizado en el cerro El Remolino (19° 37’ 01”N; 101° 20°
07’W) dentro de la cuenca de Cuitzeo (11 km al sur de la ciudad de Morelia, Michoacan,
Meéxico). El sitio es un fragmento forestal poco perturbado de un bosque de encino, donde se
seleccionaron dos especies nativas: Quercus castanea Née (Seccion Lobatae) y Quercus
deserticola Trel. (Seccion Quercus s.s.). Las caracteristicas del sitio y las especies pueden
consultarse con mayor detalle en el trabajo previo de Chavez-Vergara et al. (2014). Para el
desarrollo del presente trabajo empleamos el mismo disefio de muestreo descrito en Chavez-
Vergara et al. (2014) con lo cual tenemos tres condiciones para los analisis: Quercus castanea
aislada (Qc), Quercus deserticola aislada (Qd) e interaccion entre ambas especies (QX).

2.2. Colecta de hojarasca

Se colocé una trampa circular de 0.5 m? de 4rea entre el fuste y el borde de la copa de
cada arbol en las condiciones de las especies aisladas (Qc y Od) y la hojarasca se colectd
mensualmente entre diciembre de 2010 y diciembre de 2012. La hojarasca colectada fue
secada hasta peso constante a 70°C durante 72 horas y almacenada en un ambiente seco y

oscuro hasta la elaboracion del experimento de descomposicion.

2.3. Experimento de bolsas de descomposicion
Se elaboraron 135 bolsas para descomposicion de 10x10 cm con malla de poliéster

color café de 1 mm apertura, las cuales fueron llenadas con 11 gramos de la hojarasca
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acumulada durante los dos afios de muestreo en el siguiente orden: 45 bolsas con hojarasca
de Q. castanea aislada (Qc), 45 bolsas con hojarasca de Q. deserticola aislada (Qd) y 45
bolsas con la mezcla (QX) de cada una de las especies aisladas (50% Qc + 50% Qd).

Se seleccionaron cinco arboles en el sitio de cada condicion (Qc, Od, OX) y debajo
de cada uno se colocaron aleatoriamente alrededor del fuste sobre el mantillo sin perturbar
cinco bolsas de descomposicion de cada tipo de hojarasca, de aqui en adelante sustrato (Qc,
Od, 0X). Las bolsas permanecieron en campo hasta su fecha de colecta en el periodo
comprendido entre junio de 2012 y marzo de 2013. Una bolsa de descomposicion de cada
tratamiento fue cosechada a los 30, 60 y 120 dias, y dos bolsas en la ultima fecha de colecta
a los 270 dias posteriores a su colocacion en el campo.

En cada fecha de colecta, el contenido de cada bolsa fue cuidadosamente removido y
pesado en fresco, posteriormente se dividid en dos submuestras. La primera fue almacenada
en bolsas herméticas en oscuridad a 4°C hasta su analisis. La segunda submuestra fue pesada
y secada hasta peso constante a 70°C durante 72 horas para calcular el contenido de la pérdida
de agua y el peso seco del sustrato de cada bolsa. Posteriormente, la muestra fue pulverizada
en un molino oscilatorio a 350 RPM durante 3 min y fue almacenada en bolsas herméticas
hasta su analisis. De este sustrato pulverizado se tomd una submuestra para calcular el
contenido de cenizas por combustion a 650°C, este procedimiento también fue llevado a cabo
en las muestras iniciales para calcular la pérdida de masa con base en el peso libre de cenizas.

Posteriormente, se utilizd el modelo exponencial simple (Olson, 1963 en Berg y
McClaugherty, 2014) para calcular la tasa de descomposicion del mantillo mediante la
siguiente expresion: MR = Mi e, Dénde: MR es el porcentaje de la masa remanente; Mi es
el porcentaje de masa inicial; k es la tasa de descomposicion y t es el tiempo de exposicion

del material en campo.
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2.4. Analisis de laboratorio
2.4.1. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de'*Cen estado solido (*C CP MAS
NMR)

El andlisis de *C CP MAS NMR en estado sélido se realizo en las muestras secas
previas y al final del experimento de descomposicion a 298 K en un espectrometro Varian
Inova-750 17.6 T (operado a 750 MHz de frecuencia de proton), segin las condiciones
descritas en el trabajo de Chavez-Vergara et al. (2014). El espectrograma obtenido fue
procesado con el programa MestreNova V. 6 (MestrelabResearch Inc.).

Para su integracion, el espectrograma fue dividido en cuatro regiones principales que
representan diferentes ambientes quimicos de nicleo de *C: C Alquilo (0-45 ppm), C O-
alquilo (45-110 ppm), C aromatico (110-160 ppm) y C carbonilo (160-220 ppm). Para un
analisis mas detallado de los cambios de C en las muestras, las regiones quimicas fueron
divididos de acuerdo a Leifeld y Kogel-Knabner (2005): 1) 10-45 ppm C alquilo: grupos
metilo terminales, grupos metileno en anillos y cadenas aromaticas. II) 45-110 ppm C O-
alquilo: grupos metoxilo y Cs en algunos polisacaridos (45-60 ppm); C>-Cs en hexosas, C de
algunos aminoécidos, alcoholes y fracciones alifaticas de la estructura de la lignina (60-90
ppm); C anomérico de carbohidratos, C2-Cs de la unidad siringil de la lignina (90-110). III)
110-160 ppm C aromatico: carbono C-H y C-C y Caguaiacil, Cs en lignina (110-140 ppm, C
arilo); COR aromatico o grupos CNR (140-160 ppm, C fenolico). IV) 160-220 ppm C
carboxilo: C carboxilo, C carbonilo y C amida.

Asi también, examinamos indices asociados con la descomponibilidad de la materia
organica basados en regiones especificas integradas: relacion alquilo:O-alquilo (A:OA),
relacion O-alquilo:aromatico (OA:Ar), indice de aromaticidad (Ai), relacion de

hidrofobicidad (HB:HI) y caracterizacion de lignina basada en relaciones entre regiones
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especificas subunidades siringil (S), guaiacil (G) y p-hidroxifenilo (H) de la lignina como
relaciones S:G, S:H y G:H (Almendros et al., 2000; Bonanomi et al., 2013; Spaccini et al.,
2006; Talbot et al., 2011, Chavez-Vergara et al., 2014).

2.4.2. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) y Termogravimetria (TGA)

Se analizaron muestras secas previas y al final del experimento de descomposicion
mediante calorimetria diferencial de barrido y termogravimetria (DSC-TGA; Metler-Toledo
Intl. Inc.). El analisis fue realizado con 4 mg de muestra pulverizada colocada en una charola
de aluminio en ambiente de aire seco (tasa de flujo, 50 ml') y la tasa de barrido fue de
10°Cmin'. El rango de temperatura empleado fue entre 50 y 600°C. Se emplearon muestras
de Indio (punto de fusion: 156.6°C) para calibrar el calorimetro. Todas las muestras fueron
analizadas por triplicado.

La liberacion de calor por combustion (Q, en J g!) se determind al integrar las curvas
del DSC (W g™!) sobre la region exotérmica (150-600°C). Los datos registrados a temperatura
<150°C fueron descartados ya que estan asociados con la pérdida de masa y liberacion de
energia durante la pérdida de humedad. El valor de Q fue dividido entre la pérdida de masa
en cada medicion (Q’, ] mg™! MO, Rovira et al., 2008).

Las areas bajo la curva del DSC se dividieron in tres grupos, los cuales representan
diferentes grados de resistencia a la oxidacion térmica (Dell’ Abate et al., 2002; Ferndndez et
al., 2012): materia organica labil, que comprende carbohidratos y otros compuestos alifaticos
(200-375°C); materia organica recalcitrante, tal como lignina y/o polifenoles (375-475°C); y
materia organica extra-recalcitrante, como son las formas aromaticas policondensadas (475-
550°C). La liberacion de calor por combustion en cada region se designd como Q1, Q2 y Qs,
respectivamente. Asi también, se registraron la temperatura a la que se detectd el flujo

maximo de calor durante la combustion de la materia organica (T1, T2 y T3) y la temperatura
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a la que se liberd el 50% de la energia total y el 50% de la masa contenida en la materia
organica (Ts0DSC yTso TG, respectivamente).

2.4.3. Analisis de nutrientes

Todas las formas de C analizadas fueron determinadas en una analizador de carbono
total (UIC modelo CM5012, Chicago, USA), mientras que las formas de N y P se
determinaron colorimétricamente en un autoanalizador Bran-Luebbe (Autoanalyzer 3,
Norderstedt, Alemania). A partir de alicuotas de cada muestra seca y pulverizada, se
determind la concentracion total de C, N y P. El C total por combustion y deteccion
coulométrica (Huffman, 1977), y en el caso del N y P fueron determinado después de
digestion acida. La cuantificacion de la concentracion de N se realizdo mediante el método
semi-Kjeldahl (Bremmer, 1996) y para el P mediante el método de colorimétrico de
molibdato después de la reduccion con acido ascorbico (Murphy yRiley, 1962).

Las formas organicas solubles de C, N y P fueron extraidas de 2 g de material fresco
en agua desionizada, después de agitacion por 1 hora fueron percoladas a través de papel
filtro Whatman #42 y posteriormente filtradas en un sistema de vacio mediante una
membrana de 0.45 um de nitrocelulosa. El carbono orgénico disuelto (COD) fue determinado
por combustion y deteccion coulométrica (Huffman, 1977). El nitrégeno organico disuelto
(NOD) y el fosforo organico disuelto (POD) fueron determinadas después de digestion acida.
EINOD fue calculado como la diferencia entre el NH4" soluble posterior a la digestion y el
NH,4" cuantificado del extracto previo a la digestion. EIDOP fue calculado como la diferencia
entre el P soluble posterior a la digestion y el P cuantificado del extracto previo a la digestion,
en ambos casos fue cuantificado como ortofosfatos.

La concentracion de C (Cmic) y N (Nmic) en biomasa microbiana fue determinada

por extraccion directa mediante fumigacion con cloroformo (Brookes et al., 1984; Vance et
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al., 1987) a partir de muestras frescas. Una submuestra (2 g) fue extraida en K»S040.5 M y
una segunda submuestra fue fumigada con cloroformo dentro de una campada de vacio
durante 24 h. posteriormente fue extraida en K2SO4 0.5 M. Los extractos fueron percolados
a través de papel filtro Whatman #42 y analizados como COD (como se menciond
anteriormente) y N extraible. EI N extraible fue cuantificado como N total después de
digestion acida (Brookes et al., 1984).

El P en biomasa microbiana (Pmic) fue determinado por el método de fumigacion-
extraccion descrito por Brookes et al. (1982) en muestras frescas. Una submuestra de 0.5 g
fue fumigada durante 24 h con cloroformo y extraida con 30 mL de NaHCO3 0.5 M pH 8.5
durante 30 min (van Meeteren et al., 2007). Los extractos (fumigados y no fumigados) fueron
digeridos en una solucion de &cido sulftrico y persulfato de amonio de acuerdo al
fraccionamiento secuencial de P de Hedley (TiessenyMoir, 1993) y fue cuantificado como
ortofosfato, tal como se describi6 anteriormente. La concentracion de Cmic, Nmic y Pmic
fue calculada a partir de la diferencia entre las muestras fumigadas y no fumigadas,
posteriormente la concentracion fue corregida con la aplicacion de los siguientes factores:
kec0.45 (Sparling et al., 1990), ken 0.54 (Brookes et al., 1984; Joergensen y Mueller, 1996)
y kep 0.40 (Brookes et al., 1982), respectivamente.

2.4.4. Actividad enzimatica

Se determind la actividad enzimatica de: a) [-1,4-glucosidasa (BG), b)
celobiohidrolasa (CBH), c¢) B-N-acetil-glucosaminidasa (NAG), d) polifenol oxidasa (POX)
y e) deshidrogenasa (DHG) en muestras frescas y trituradas de cada tratamiento para todas
las fechas de colecta. La determinacion de las hidrolasas se realizd de acuerdo a Chavez-
Vergara et al. (2014) a través de medicion colorimétrica del p-nitrofenol liberado de los

sustratos especificos durante la incubacion (2 h en agitacion oscilatoria a 30°C) mediante un
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espectrofotometro (Evolution 201, ThermoScientific Inc.) a 420 nm y reportada en pmol
pNP g-litter" h'!.

La actividad de la POX fue determinada a través de la oxidacion de ATBS, como
sustrato, en una alicuota de la misma extraccion utilizada para las hidrolasas (Chavez-Vergara
et al.,, 2014), el volumen y los tiempos de preparacion fueron los mismos que para las
hidrolasas pero en este caso el resultado de la centrifugacion fue medido directamente (sin
adicion de NaOH y agua desionizada) en el mismo equipo descrito anteriormente por
colorimetria a 460 nm y el resultado fue reportado como pmol-tir g-litter' h™!, en este caso
la curva de calibracion fue elaborada con tirosina.

Por otro lado, se determind la actividad de la deshidrogenasa (DHG) de acuerdo una
modificacion al método descrito por Alef (1995), el cual estd basado en la reduccion de
cloruro de 2, 3, S5-trifeniltetrazolium (CTT) para la formaciéon del rojo de
trifeniltetrazoliumformazan (TFF) en una incubacion a 30°C durante 24 h. Para llevar a cabo
el ensayo se pesaron 0.5 g de material triturado fresco y se colocod en un tubo conico con
capacidad de 15 mL (el tubo fue forrado con papel aluminio para evitar la entrada de luz) al
cual se le adicionaron ImL de una solucion al 1% de CTT en buffer Tris pH 7.6 y se
elaboraron muestras blanco solamente con la solucion de CTT. Posteriormente, todas las
muestras se colocaron en una incubadora con movimiento oscilatorio y se fijaron
horizontalmente a 250 rpm a 30°C durante 24 h. Una vez concluida la incubacion se
adicionaron 10 mL de acetona grado analitico, se agitaron vigorosamente y se dejaron
reaccionar durante 2 h. en oscuridad a temperatura ambiental. Una vez concluido el tiempo,
se filtrd a través de papel Whatman #42 y se realizo la lectura colorimétrica del color rojo a
546 nm. A la lectura final de cada muestra se le sustrajo el valor promedio de tres blancos y

se ajustd mediante la ecuacion descrita en Alef (1995) y los resultados fueron expresados en
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La actividad enzimatica especifica (SEA) fue calculada a partir de la modificacion de
la formula reportada en Chavez-Vergara et al. (2014) que es empleada como un indicador de
la eficiencia de la actividad enzimatica de acuerdo a la concentracion de algin nutriente
inmovilizado en la biomasa microbiana, la SEA fue calculada de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

Bql.SEA = —2—

Bmic

Donde: SEA es la actividad enzimatica especifica expresada en pmol de pNPo tirosina
liberada por miligramo del nutriente en la biomasa microbiana por hora (umol pNPo
tirmgBmich™); A: es la actividad de alguna de las enzimas determinadas (BG, CBH, NAG,
POX y DHG); y Bmic: es la concentracion de Cmic o Nmic en mg g™'. La asociacion de las
enzimas con los nutrientes en biomasa microbiana son: BG, CBH, POX y DHG con Cmic, y
NAG con Nmic.

2.4. Analisis estadisticos

Se analizé la concentracion de las diferentes formas de nutrientes y la actividad
microbiana mediante un modelo de andlisis de varianza de medidas repetidas (RMANOVA).
En este analisis el factor “entre” fue el sustrato en descomposicion en su mismo sitio (Qc,
0X, QOd) y el factor “dentro” fueron las fechas de colecta. En el caso de los nutrientes totales
y disueltos se incluyeron cinco fechas (la hojarasca como tiempo cero, 30, 60, 120 y 270
dias), mientras que para la actividad microbiana solamente se emplearon cuatro fechas (30,
60, 120 y 270 dias; en cada fecha n = 5).

Con base en las diferencias observadas mediante el RMANOVA, se seleccioné la

fecha donde se presentaran las diferencias mas notables entre condiciones y se realizé un
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andlisis de varianza (ANOVA) factorial con la finalidad de probar el efecto de la calidad del
sustrato y el sitio sobre la masa remanente y la actividad microbiana durante la
descomposicion. En este caso, se emplearon todas las muestras asociadas a cada tratamiento
en el disefio factorial (n = 15).

Con relacion a los parametros de calidad quimica de los residuos vegetales (relacion
C:N y CP y las formas disueltas de C, N y P) se realizd6 una analisis de componentes
principales (ACP) con las muestras de las todas las fechas del experimento. Posteriormente,
los eigenvalues de los dos primeros factores en el ACP fueron analizados mediante un
ANOVA factorial como se describi6 anteriormente, para este analisis se emplearon todas las
muestras del experimento (n = 180).

Posteriormente, se analizaron las diferencias en los factores estadisticamente
significativos del RMANOVA y el ANOVA factorial mediante una comparacion de medias
con base en la prueba HSD de Tukey. Todas las diferencias se consideraron significativas a
p <0.05 y todos los analisis fueron elaborados en el paquete estadistico Statistica 7.0 (Statsoft,

USA).

3. Resultados

3.1. Caracterizacion quimica y térmica de los residuos vegetales.

3.1.1.13C CP MAS NMR

En la figura 1 y la tabla 1 se muestran, respectivamente, los espectrogramas del '*C
NMR vy la distribucion relativa de C de las muestras previas (hojarasca) y al final del
experimento de descomposicion (270 dias) para las especies estudiadas. La region carbonilo,
entre 160 y 220 ppm del *C NMR, estuvo dominada por un pico prominente en 173 ppm
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(fig. 1) en ambas especies, el cual mostr6 un pequefio incremento en el mantillo en
descomposicion. Asi también, la proporcion de C asociado a esta region fue similar en la
hojarasca de ambas especies y solamente se incrementd en un 16% en el matillo en

descomposicion de Q. castanea (tabla 1).

La hojarasca de ambas especies mostro picos bien definidos en la regién aromatica
(Aril C, 110-160 ppm), en ca. 153, 145 y 131 ppm, los cuales reflejaron la presencia de C3,
CS5 en subunidades siringil de la lignina, taninos condensados y C2 de subunidades guaicil,
y carbonos aromaticos no sustituidos, respectivamente. En la hojarasca de Q. castanea el
pico en ca. 153 ppm fue mayor que en Q. deserticola, y asi también en esta tltima se presentd
un pico en ca. 114 ppm asociado a C3, C5 en subunidades p-hidroxifenil de la lignina, el cual
no fue visible en la hojarasca de Q. castanea (fig.1A). La sefial de todos los picos de esta
region decrecieron ligeramente en el material en descomposicion de ambas especies, €
incluso, el pico ca. 145 ppm se redujo abruptamente en el mantillo de Q. deserticola (fig.

1B).

La region O-Alquilo (45-110 ppm) del 3C NMR incluyé mas del 60% de los
compuestos organicos de las muestras analizadas. En ambas especies, el pico mas prominente
de esta region se encontrd ubicado a 73 ppm, el cual estd asociado a carbohidratos
estructurales (C2, C3 en celulosa y hemicelulosa, C5 en celulosa), el segundo pico mas
importante estuvo situado a 105 ppm y se asocia a C anomérico (C1 en polisacaridos), asi
también a 64 ppm se observo un pico definido, el cual esta asociado al C terminal de
carbohidratos, mientras que el pico a 56 ppm es atribuido a C metoxil en la lignina. En estos
picos no se observaron diferencias entre los espectrogramas de la hojarasca entre ambas

especies, pero en el mantillo de Q. deserticola se incrementaron los picos a 64 y 56 ppm
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después de 270 dias de descomposicion (Fig. 1B). En ambas especies se observo una pequefia
disminucion (<2%) en la proporciéon de compuestos organicos asociados a esta region

después de 270 dias de descomposicion (tabla 1).

En el rango de 0 a 45 ppm, el cual estd asignado a alquilo C, en ambas especies se
observaron dos picos bien definidos: a 30 ppm y a 21 ppm. Estos picos corresponden a C
metileno de cadenas largas y a CH3 de cadenas ramificadas, respectivamente, ambos son
caracteristicos de estructuras alifaticas (cutina y/o suberina). Los compuestos orgéanicos en
esta region tuvieron mayor proporcion en la hojarasca de Q. deserticola que en la de Q.
castanea y solamente en el mantillo de Q. deserticola se observo un incremento del 28% del

C asignado a compuestos alifaticos con respecto a su hojarasca (tabla 1).

Las relaciones alkyl:O-Alkyl y HB:HI mostraron mayor proporcion de compuestos
hidrofobos en la hojarasca de Q. deserticola, la cuales se incrementaron en el material en
descomposicion (31% y 5%, respectivamente; tabla 1), solamente en las muestras
provenientes de esta especie. La relacion O-alkyl:aromatic C y el nivel de aromaticidad
mostraron que la hojarasca de Q. castanea estuvo ligeramente enriquecida de compuestos
aromaticos en comparacion a Q. deserticola. Después de 270 dias, el mantillo de Q. castanea
presentd un ligero incremento de la aromaticidad, mientras que la proporcion de estos
compuestos fue menor en el mantillo de Q. deserticola con respecto a su hojarasca. Asi
también, las relaciones entre las subunidades de lignina S:G, S:H y G:H mostraron que la
lignina en la hojarasca y en el mantillo de Q. castanea estuvo enriquecida de subunidades S,

mientras que las unidades G y H fueron mayores en el material de Q. deserticola (tablal).

3.1.2. DSC-TGA
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Los termogramas del DSC en la hojarasca de ambas especies mostraron dos picos
exotérmicos (fig 2). El primer pico (T1) se present6 a 343 y 349°C, mientras que el segundo
(T2) estuvo en 456 y 460°C para Q. castanea 'y Q. deserticola, respectivamente. El segundo
pico en Q. castanea ocup6d mayor area, lo cual sugiere mayor proporcion de compuestos
recalcitrantes, tal como se observo en la distribucion de la energia liberada en la region
correspondiente a Q2 (tabla 2). En contraste, la hojarasca de Q. deserticola mostrd mayor
proporcion de energia liberada asociada a la region extra-recalcitrante (Q3, 475-550°C) que

la hojarasca de Q. castanea.

En las muestras del material en descomposicion (270 dias) de ambas especies se
observd un cambio en la intensidad de los picos, el primero se incrementd mientras que el
segundo disminuyod. Solamente en el material en descomposicion asociado a Q. deserticola
se generd una curva trimodal (T3 a 503°C). Las curvas del material en descomposicion

mostraron mayores diferencias entre ambas especies que el material inicial.

Ambas especies mostraron tendencias similares en cuanto a la distribucion en la
liberacion de energia asociada al proceso de descomposicion: ganancia de compuestos mas
termolabiles (Q1), disminucion de compuestos recalcitrantes (Q2) e incremento de
compuestos extra-recalcitrantes (Q3). La proporcion de los cambios en cuanto a la energia
liberada por regiones en el mantillo fue distinta entre las especies: en Q1 +16% y +27%, en
Q2:-16% y -22% y en Q3: +100% (para Q. castanea 'y Q. deserticola, respectivamente; tabla

2).

El valor de T50 fue similar entre ambas especies, pero la temperatura a la que se
pierde el 50% de la masa disminuyd conforme avanza el proceso de descomposicion (tabla2).
Asi mismo, la masa que se pierde a 600°C en el TGA (fig. 2C y D; tabla 2) fue similar en la
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hojarasca de ambas especies, pero ligeramente menor en el mantillo de Q. deserticola en

comparacion al de Q. castanea.
3.1.3. Tasa de descomposicion y pérdida de masa.

La pérdida de masa durante la descomposicion entre las especies mostrd diferencias
significativas entre especies y fechas (tabla 3). El mantillo de Q. deserticola (Qd) presentod
mayor pérdida de masa, seguido por la mezcla (Qx) y al final Q. castanea (Qc), por lo que la
masa remanente libre de cenizas a los 270 dias fueron 69% (£2.7), 59% (£1.5) y 55% (£3.1)
para Oc, OX'y QOd, respectivamente (fig 3A). Con base en el modelo exponencial empleado,
la tasa de descomposicion (k dia™) fueron 0.001, 0.002 y 0.002, respectivamente; mientras
que los tiempos de residencia del mantillo fueron 1.9 a!,1.3 al y 1.2 a! para Oc, OX'y Od,

respectivamente.

La calidad de la hojarasca y el sitio fueron significativos en la cantidad de la masa
remanente después de 270 dias de descomposicion (tabla 4). La hojarasca de Q. deserticola
perdié mayor cantidad de masa independientemente del sitio, seguida por la hojarasca de la
mezcla de especies, mientras que la hojarasca de Q. castanea fue la que perdi6 menor
cantidad de masa. Sin embargo, en el sitio de Q. deserticola independientemente del origen
de la hojarasca, se perdi6 menor cantidad de masa en comparacion a los otros dos sitios (fig.

8A).
3.1.4. Concentracion de nutrientes

Las concentraciones de C, N y P presentaron interacciones significativas entre la
especie y la fecha (tabla 3), es decir que durante el transcurso de la descomposicion, las

diferencias entre las especies cambiaron (figura 3). En la hojarasca, la concentracion de C
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total fue mayor en QOc, mientras que la concentracion de N fue mayor en Qd, por lo que la
relacion C:N fue mayor en QOc que en la otra especie y en la mezcla de hojarasca. La
diferencias en este cociente entre las especies se mantuvo en el transcurso de la
descomposicion del mantillo (tabla 3, figura 3E). La concentracion de P no mostro
diferencias entre la hojarasca de las especies, pero al final del periodo evaluado, el mantillo
de Od tuvo la mayor concentracion de P y el menor cociente C:P (fig. 3F). Por otro lado, en

el mantillo de Qd se presentd una acumulacion de N y P entre los 30 y 90 dias (fig. 3C y D).

De igual manera, la interaccion entre la especie y la fecha también fue significativa
para todas las formas disueltas de nutrientes (tabla 3). La hojarasca de Od y de Oc tuvo la
mayor y la menor concentracion de COD y NOD, respectivamente; mientras que la hojarasca
de la mezcla presentd valores intermedios (fig. 4A y 4B). En contraste, las especies no
tuvieron diferencia en la concentracion de POD (fig 4C). Asi mismo, el mantillo de Qd
después de 270 dias de descomposicion tuvo mayor concentracion de COD y POD que el
mantillo de la mezcla y de Oc (Fig. 4A y 4C) y no se encontraron diferencias entre especies

en la concentracion de NOD (fig. 4B).

La concentracion de NH4" y P inorgénico en la hojarasca fue mayor en Qd y menor
en QOc, mientras que la mezcla de especies fue intermedia y diferente a las especies solas.
Esto mismo se observo en el mantillo a 270 dias para la concentraciéon de POD; mientras que
en el mantillo al final del experimento, Qc tuvo mayor concentracion de NHs que los otros
dos mantillos. La concentracion de PO4 fue mayor en el sustrato proveniente de Qd,

independientemente de la fecha de colecta (fig. 4F).

El analisis de componentes principales (ACP) muestran que el 45% de la varianza la
explica el CP 1, debido a que separa significativamente las tres hojarascas (Tabla 4 y Fig.

126



8B); mientras que el CP 2 que explica el 23 % de la varianza y separa los sitios, donde

solamente Qc fue diferente a Qd (tabla 4; fig. 8B).

3.1.5. Actividad microbiana

3.1.5.1 Inmovilizacion de nutrientes

Las concentraciones de Cmic, Nmic y Pmic en la biomasa microbiana del mantillo de
Qd fueron mayores que las concentraciones del mantillo de QOc en todas las fechas de colecta,
mientras que las concentraciones de estos nutrientes en el mandillo de QX fueron similares
que en el mantillo de Oc en algunas fechas, lo cual explico que la interaccion entre especies
y fechas fuera significativa en el analisis d¢ RMANOVA (Tabla 3; fig. 5). Las relaciones
Cmic:Nmic y Cmic:Pmic mostraron diferencias en solo algunas de las fechas de colecta, en

cuyo caso el mantillo de QOc present6 los valores menores (figs. 5D y SE).

3.1.5.2. Actividad enzimatica

La actividad enzimatica tuvo el valor més alto a los 30 dias, a excepcion de la
deshidrogenasa que fue a los 60 dias y fue s6lo en estas fechas que los mantillos de Od 'y Oc
tuvieron la mayor y la menor actividad enzimatica, respectivamente (fig. 6). Durante el pico
de actividad de las ecoenzimas asociadas a la despolimerizacion de C, la polifenol oxidasa
(POX) fue la que mostrd6 mayor actividad, seguida por la B-glucosidasa (BG) y la
celobiohidorlasa (CBH). Asi también, la POX fue la que presenté mayor actividad en todas

las fechas (fig.6E).

La actividad enzimatica especifica (SEA) de todas la enzimas mostrd su mayor valor
a los 30 dias (fig. 7). Las diferencias entre las especies solamente se observaron en la fecha

con mayores valores. El mantillo de QX tuvo mayor actividad enzimdtica especifica de BG
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y CBH que el mantillo de las especies solas. Comparando el mantillo de las especies solas,

Qc mostr6é mayor eficiencia que Od en POX, BG y DHG (fig. 7)

En el caso de la SEA de BG, el factor significativo fue tinicamente la calidad de
hojarasca (tabla 4), donde Qd tuvo menor actividad que en las otras hojarascas (fig. 8). En el
caso de la SEA de POX, solo el sitio fue significativo (tabla 4), donde Qc mostré mayor
eficiencia que Qd (fig. 8). Por ultimo, el sitio y el sustrato fueron significativos en la SEA de
DHG (tabla 4), el sitio de Qc presentd mayor SEA de DHG con respecto a las otras

condiciones, mientras que el material de Oc solo fue diferente al material de Od (fig. 8).

4. Discusion.

Mediante el experimento realizado en este trabajo encontramos que la calidad de la
hojarasca es un factor importante en la velocidad de la descomposicion. Por ejemplo, la
hojarasca de Q. deserticola tuvo mayor pérdida de masa, mayor disponibilidad de nutrientes
e inmovilizacion en la biomasa microbiana y menor SEA de BG en el mantillo,
independientemente del sitio donde este se descomponga. Lo anterior, sugiere que la calidad
de la hojarasca determina la tasa de descomposicion independientemente de la composicion
de la comunidad microbiana. Esto es debido a que la hojarasca de esta especie tiene elevada
disponibilidad de C y nutrientes y por tanto, los microorganismos pueden disminuir la
inversion en energia para la produccion de ecoenzimas para la obtencion de compuesto
organicos de bajo peso molecular (Allison et al. 2014; Baldrian et al. 2010; Glanville et al.

2012), favoreciendo asi el aumento de la velocidad de la descomposicion del mantillo (Agren
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et al., 2013; Aponte et al., 2013; Bonanomi et al., 2013; Fanin et al. 2013; Freschet et al.

2013; Osono et al., 2014; Prescott 2010; Wickings et al. 2012).

Por otro lado, el efecto de la composicion de la comunidad microbiana del suelo
también fue un factor clave en la velocidad de la descomposicion del mantillo, ya que cuando
se incorpora hojarasca de mejor calidad quimica en el sitio de Q. castanea, esta se
descompone a mayor velocidad que en sus sitios de origen, ademas de que se incrementa la
inmovilizacion de los nutrientes en la biomasa microbiana. Estos resultados sugieren que la
comunidad microbiana del mantillo asociada a Q. castanea es mas eficiente en la obtencion
y uso de compuestos organicos, como consecuencia de la continua exposicion a hojarasca de

baja calidad (Allison et al. 2014; Baldrian et al. 2012; Chavez-Vergara et al. 2014).

Aunque la hojarasca de mejor calidad quimica estimulé la inmovilizacion de
nutrientes en el sitio de Q. castanea, la comunidad microbiana de este sitio mantuvo una
elevada SEA de POX y SEA de DG y no se modificaron las relaciones estequiométricas en
la biomasa microbiana (Datos no mostrados). Lo anterior sugiere que la comunidad
microbiana mantiene la eficiencia en el uso de carbono de forma similar a cuando esta
expuesta a su propio mantillo, ya que utiliza mas energia en la produccion de enzimas para
la despolimerizacion de compuestos recalcitrantes, que en la acumulacion de biomasa
(Chéavez-Vergara et al. 2014). Es asi que sugerimos que la mayor disponibilidad de nutrientes
con la hojarasca de mejor calidad (Q. deserticola) estimula el crecimiento de las poblaciones
microbianas, pero mantienen su capacidad de utilizacion de compuestos recalcitrantes, lo
cual hace que la comunidad microbiana de Q. castanea presente mayor eficiencia para la
descomposicion de la materia organica del suelo. Esto resultados siguieren que el efecto de

la especie del arbol ha modificado a la composicion de la comunidad microbiana del suelo y
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esta no cambia con entradas de hojarasca de mejor calidad a corto plazo, por lo cual la
composicion de la comunidad microbiana es reflejo de la huella fisiologica de la planta

(Wickings et al. 2012).

Debido a que la mejor calidad de la hojarasca es quien regula la velocidad de la
descomposicion (Freschet et al. 2013; Prescott 2010; Wickings et al. 2012) y la comunidad
microbiana especializada en el uso de compuestos recalcitrantes es quien determina la mayor
eficiencia para la descomposicion (Cleveland et al. 2014; Snajdr et al. 2011; Strickland et al.
2009), podemos aceptar que la calidad de la hojarasca y el sitio tienen efecto sobre la
velocidad de la descomposicion de la materia organica entre las especies estudiadas. Esto
resultados son parecido a lo encontrado en otros bosques estacionales de Quercus, en los
cuales se ha determinado que la calidad de la hojarasca es el principal factor que regula la

descomposicion (Aponte et al. 2013).

Los resultados del presente trabajo sugieren que si se sustituyen las especies actuales
por otras especies, la descomposicion del mantillo podria ser mas lenta con la entrada de
hojarasca de menor calidad, como la de Q. castanea y esto afectaria de forma negativa la

fertilidad y el almacenamiento de carbono en el suelo de este tipo de bosques.

5. Conclusiones

Se determin6 que la calidad de la hojarasca y el sitio influyen sobre la velocidad de
la descomposicion. La hojarasca proveniente de Q. deserticola presentd mayor concentracion
de nutrientes totales y de formas organicas solubles, asi como una menor proporcion de

compuesto recalcitrantes, lo cual favorece que se descomponga a una velocidad mayor que
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la hojarasca de la otra especie. Por otra parte, el mantillo se descompone mas rapido en el
sitio de Q. castanea, independientemente de la especie que lo generd, debido a que la
comunidad microbiana del suelo es mas eficiente en la obtencidbn y uso compuestos
organicos, principalmente de compuestos recalcitrantes. Asi también observamos en el sitio
de Q. castanea que aunque los sustratos de mejor calidad quimica estimulan la actividad
microbiana, esta mantiene la eficiencia en el uso de carbono de forma similar a cuando esta
expuesta a su propio mantillo. Debido a lo anterior, podemos concluir que tanto la calidad de
la hojarasca, como las caracteristicas fisiologicas de la comunidad microbiana del mantillo

son factores claves en la descomposicion de la materia organica de manera independiente.
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Tabla 1. Valores obtenidos mediante el andlisis de DSC-TG para la hojarasca y el material

en descomposicion a 270 dias.

Q. castanea Q. deserticola
Hojarasca 270 dias Hojarasca 270 dias
Q’ (J gMOS™) 7128 6904 6159 6636
TG (% pérdida de masa) 93 92 93 87
T1 (°C) 343 348 349 349
T2 (°C) 456 429 460 432
T3 (°C) N/A N/A N/A 502
T50 (°C) 404 386 407 381
Q1 (200-375 °C) (%) 38 44 37 47
Q2 (375-475 °C) (%) 60 52 59 46
Q3 (475-550 °C) (%) 2 4 4 8

Q’: Energia liberada por gramo de matéria organica; TG: Porcentaje de masa perdida a
650°C; T1: temperatura del pico en el rango entre 200-375°C; T2: pico en el rango entre
375-475°C; T3: temperatura del pico en el rango entre 475-550°C; T50: temperatura a la
que se libera el 50% de la energia total; Q1: porcentaje de la energia total liberada en el
rango entre 200-375°C; Q2: porcentaje de la energia total liberada en el rango entre 375-

475°C; Q3: porcentaje de la energia total liberada en el rango entre 475-550°C
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Tabla 2. Datos obtenidos mediante la resonancia magnética nuclear ('*C CPMAS NMR) para
la hojarasca y el material en descomposicién a 270 dias.

Q. castanea Q. deserticola
Region de cambio quimico (ppm) Hojarasc 270 dias Hojarasc 270 dias
a a
e Alkyl C (0-45 ppm) 11 11 14 18
e O-Alky C (45-110 ppm) 66 64 63 62
e ArylC(110-160 ppm) 18 17 17 15
e (Carboxyl C (160-220 ppm) 6 7 6 6
Relaciones entre regiones e indices
o AlkylC:0-Alkyl C 0.17 0.17 0.22 0.29
e O-Alkyl C:Aromatic C 3.66 3.74 3.71 4.13
e Hidrofobicidad (HB:HI) 0.40 0.39 0.45 0.48
e Aromaticidad 0.23 0.22 0.22 0.18
Relacion entre subunidades de la
lignina
e S:G 1.35 1.75 1.00 1.50
e S:H 2.30 1.75 1.50 1.50
e G:H 1.18 1.00 1.45 1.00

HB: Compuestos hidréfobos; HI: Compuestos hidréfilos; S: Subuniddes siringil; G:
subunidades guaiacil; H: Subunidades p-hidroxifenil
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Tabla 3. Valores de F(p) obtenidos mediante el analisis de varianza de medidas repetidas
(RMANOVA) para los datos de las bolsas de descomposicion colocadas en su mismo sitio
durante el transcurso de 270 dias en campo.

Fuente de variacion

Entre Dentro
Especie Fecha de colecta Interaccion
Masa remanente
MR 45.3 (<0.001) 59.5 (<0.001) 1.80 (0.126)
Nutrientes totales
C 4.30 (0.038) 46.6 (<0.001) 2.93 (0.009)
N 47.6 (<0.001) 8.58 (<0.001) 4.73 (<0.001)
P 45.5 (<0.001) 37.3 (<0.001) 10.4 (0.517)
C:N 39.2 (<0.001) 14.9 (<0.001) 2.06 (0.068)
C:P 42.7 (<0.001) 57.4 (<0.001) 3.53 (0.002)
Nutrientes
solubles
COD 157 (<0.001) 165 (<0.001) 15.0 (<0.001)
NOD 24.3 (<0.001) 11.2 (<0.001) 12.3 (<0.001)
POD 100 (<0.001) 65.7 (<0.001) 7.56 (<0.001)
NH4" 10.7 (0.002) 76.1 (<0.001) 40.5 (<0.001)
NOs” 25.4 (<0.001) 23.2 (<0.001) 5.20 (<0.001)
PID 110 (<0.001) 52.1 (<0.001) 4.03 (0.001)
Nutrientes en biomasa microbiana
Cmic 84.3 (<0.001) 39.7 (<0.001) 11.5 (<0.001)
Nmic 97.7 (0.001) 8.18 (<0.001) 5.29 (<0.001)
Pmic 90.2 (<0.001) 28.3 (<0.001) 4.65 (0.001)
Cmic:Nmic 1.91 (0.189) 37.7 (<0.001) 5.38 (<0.001)
Cmic:Pmic 3.64 (0.058) 27.2 (<0.001) 3.62 (0.006)
Actividad enzimatica
BG 13.5 (<0.001) 86.0 (<0.001) 8.12 (<0.001)
CBH 17.2 (<0.001) 54.2 (<0.001) 12.0 (<0.001)
POX 13.5 (<0.001) 55.2 (<0.001) 3.92 (0.004)
NAG 22.2 (<0.001) 54.4 (<0.001) 8.67 (<0.001)
DH 10.8 (0.002) 80.4 (<0.001) 9.16 (<0.001)
Actividad enzimatica especifica (SEA)
BG 7.18 (0.008) 83.0 (<0.001) 6.52 (<0.001)
CBH 10.7 (0.002) 37.2 (<0.001) 6.68 (<0.001)
POX 2.62 (0.113) 38.7 (<0.001) 4.16 (0.002)
NAG 1.09 (0.366) 84.7 (<0.001) 0.63 (0.704)
DH 5.69 (0.018) 38.4 (<0.001) 3.39 (0.009)




Tabla 4. Valores de F(p) obtenidos mediante el andlisis de varianza factorial (ANOVA
factorial) para la fecha correspondiente a 30 dias (excepto SEA AP 60 dias) de las bolsas de

descomposicion en el disefio completo .

Fuente de variacion

Sitio Material Interaccion
Masa remanente
MR 45.3 (<0.001) 59.5 (<0.001) 1.80 (0.126)
Relaciones estequiométricas y formas solubles
CP1 0.94 (0.393) 88.1 (<0.001) 0.61 (0.658)
cpP2 7.13 (0.001) 0.04 (<0.001) 1.47 (0.212)
Actividad enzimatica especifica (SEA)
BG 0.30(0.739) 3.67 (0.035) 1.02 (0.407)
CBH 1.09 (0.344) 3.03 (0.060) 1.36 (0.266)
POX 8.59 (<0.001) 0.26 (0.768) 0.63 (0.643)
NAG 1.20(0.314) 0.52 (0.598) 0.75 (0.564)
DH 5.49 (0.008) 8.07 (0.001) 0.41(0.795)

CP1: componente principal 1; CP2: componente principal 2; BG: B-1,4-glucosidasa; CBH:
celobiohidrolasa; POX: polifenol oxidasa; NAG: B-N-acetil-glucosaminidasa; DH:

deshidrogenasa
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Figura 1. Espectrogramas obtenidos mediante la resonancia magnética nuclear ('*C CPMAS
NMR) para la hojarasca y el mantillo a 270 de descomposicion A) Quercus castanea y B)

Quercus deserticola. Los nimeros sobre lo picos refieren la posicion de los mismos en el
espectrograma.
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Figura 2. Termogramas obtenidos en el DSC-TG para la hojarasca y el mantillo a 270 de
descomposicion. A) termograma del DSC de las muestras de Q. castanea, B) termograma

del DSC de las muestras de Q. deserticola, C) termograma del TG de las muestras de Q.

castanea y D) termograma del TG de las muestras de Q. deserticola.
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Figura 3. A) Masa remanente de mantillo y tasa de descomposicion a 270 dias; B)
Concentracion de carbono organico total; C) concentracion de nitrégeno total; D)
concentracion de fosforo total; E) relacion carbono:nitrogeno y F) relacion carbono:fésforo
en el mantillo de las especies estudiadas durante el curso de su descomposicion. Las letras
mayusculas refieren diferencias entre condiciones al interior de cada fecha y letras
minusculas refieren diferencias entre fechas en el analisis de varianza de medidas repetidas.

Todas las diferencias se establecieron a p<0.05.
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Figura 4. Concentracion de A) carbono organico disuelto; B) nitrdgeno orgéanico; C) fosforo
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Todas las diferencias se establecieron a p<0.05.
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Figura 6. Actividad enzimatica de A) B-1,4-glucosidasa; B) celobiohidrolasa; C) polifenol
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a p<0.05.
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diferencias entre fechas en el andlisis de varianza de medidas repetidas. Todas las

diferencias se establecieron a p<0.05.
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quimica del mantillo (relaciones C:N y C:P y concentracion de formas organicas disueltas);
C) Actividad enzimatica especifica B-glucosidasa, D) Acvtividad enzimatica especifica
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6. Conclusiones

Con base en los resultados del presente trabajo, podemos proponer que la separacion
seccional de las especies de Quercus tiene consecuencias en la eficiencia de reabsorcion de
nutrientes foliares, esto a través del andlisis de los datos publicados que sugieren que las
especies pertenecientes a la seccion Quercus sensu stricto, o encinos blancos, presentan
menor reabsorcidon de nutrientes foliares lo cual contribuye positivamente para aportar

material con mayor concentracion de nutrientes hacia el suelo.

La idea anterior se refuerza a partir de que observamos que la hojarasca de Q.
deserticola (seccidon Quercus sensu stricto), presenta menor reabsorcion de nutrientes
foliares y provee de hojarasca con mayor concentracion de nutrientes en comparacion a Q.
castanea (seccion Lobatae). Lo anterior, estimula la actividad microbiana en el mantillo de
Q. deserticola, con lo cual se incrementa la velocidad de las transformaciones de nutrientes
y se promueve la fertilidad del suelo. Pero en sentido opuesto, bajo Q. castanea (seccion
Lobatae), especie con mayor eficiencia de reabsorcion, la comunidad microbiana que crece
bajo esta especie invierte mayor cantidad de recursos en procesos metabdlicos debido a que
tiene menor disponibilidad de recursos. Sin embargo, las transformaciones de nutrientes y la
fertilidad del suelo se incrementa cuando se generan mezclas con mantillo rico en nutrientes

proveniente de Q. deserticola.

Asi mismo, observamos que no solo la concentracion de nutrientes es lo Unico que
difiere entre la hojarasca de las especies estudiadas. En este trabajo pudimos determinar que
la hojarasca de Q. castanea presenta mayor proporciéon y reactividad de compuestos

aromaticos, mayor estabilidad térmica y menor concentracion de nutrientes, esto como
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consecuencia de la mayor eficiencia de reabsorcion de nutrientes mientras que la hojarasca
de Q. deserticola presenta mayor calidad quimica para la descomposicion. Estas diferencias
en la calidad quimica inicial se mantienen a lo largo del proceso de descomposicion y es a
través la diferencia en la calidad inicial de la hojarasca que sugerimos que se modifica la

actividad microbiana y el proceso de transformacion de la materia orgénica.

Para determinar el efecto de la calidad de la materia organica realizamos el
experimento de descomposicidon donde pudimos probar que la calidad de la hojarasca y el
sitio influyen sobre la velocidad de la descomposicion. La hojarasca proveniente de Q.
deserticola al tener mayor concentracion de nutrientes totales y de formas organicas solubles,
asi como una menor proporcion de compuesto recalcitrantes, promovio la velocidad de
descomposicidon en comparacion a la hojarasca de la otra especie. Por otra parte, cuando
analizamos el efecto de sitio pudimos observar que el mantillo se descompone mas rapido en
el sitio de Q. castanea, independientemente de la especie que lo genero, sobre lo cual
sugerimos que la comunidad microbiana del suelo es mas eficiente en la obtencion y uso

compuestos organicos, principalmente de compuestos recalcitrantes.

Asi también observamos en el sitio de Q. castanea que los sustratos de mejor calidad
quimica estimulan la actividad microbiana, pero la eficiencia en el uso de carbono no se
modifica y se mantiene en un nivel similar a cuando estd expuesta a su propio mantillo.
Debido a lo anterior, podemos sugerir que tanto la calidad de la hojarasca, como las
caracteristicas fisiologicas de la comunidad microbiana del mantillo son factores claves e

independientes en la descomposicion de la materia orgénica entre ambas especies.

Este trabajo deja multiples preguntas abiertas, pero consideramos que las mas
relevante son jlos patrones fisiologicos observados en este fragmento forestal se mantienen
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a lo largo de la distribucion de las especies estudiadas? o incluso ;se mantendran estos
patrones entre secciones infragenéricas para las condiciones de alta diversidad como es en
Meéxico? Los resultados del presente trabajo son relevantes para profundizar en el
conocimiento sobre la dinamica y los procesos que regulan la fertilidad de los suelos en los
bosques de encinos mexicanos, los cuales son continuamente presionados por manejo y se

encuentran bajo la sombra de la incertidumbre asociada al cambio global.
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