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Resumen

La contaminacién de los suelos por petroleo afecta las propiedades fisicas, quimicas, y
bioldgicas, dentro de esta ultima hay una pérdida de la diversidad microbiana, lo que causa
la disminucion o la peérdida de funciones de los microorganismos en estos suelos
contaminados. Los protozoos responden rapidamente al incremento de la poblacion de
bacterias, liberando nutrientes secuestrados en su biomasa como producto de la depredacion,
fomentando la mineralizacion y reincorporacion de carbono en el ciclo de nutrientes. La
fitorremediacion acelera la degradacion de los hidrocarburos, al promover la actividad de
bacterias, protozoos y otros microorganismos. Las preguntas de investigacion en este trabajo
fueron ¢Cual es el efecto del petroleo sobre la estructura de la comunidad de protozoos y
bacterias, a corto y largo plazo? y (Como se reestructura la comunidad de bacterias y
protozoos después de un pulso fuerte de petréleo en presencia de Medicago sativa? Para
contestas estas preguntas se tuvieron 78 microcosmos divididos en 4 grupos: 1) suelo control
(S), 2) suelo sembrado con M. sativa (SM), 3) suelo contaminado con 50g/kg de petréleo
(SP), y 4) suelo contaminado con petréleo con M. sativa (SPM). Se determiné el nimero de
UFCs de bacterias cultivables, la abundancia de especies, y los grupos tréficos de ciliados y
flagelados a los 0, 7, 14, 30, 60, 120 y 240 dias; asi como la estructura de la comunidad
mediante la herramienta molecular de DGGE, y la concentracién de hidrocarburos totales.
Las UFC de bacterias, la diversidad de ciliados y flagelados disminuyeron inmediatamente
después del pulso de la contaminacion. Después de 7 dias, las UFC de bacterias y la
diversidad y grupos troficos de ciliados y flagelados se recuperaron. Los generos Colpoda,
Spumella-like resistieron a la contaminacion y junto con Bodo y Cercomonas fueron los mas

abundantes en todos los microcosmos; el grupo trofico bacterivoro incremento su riqueza de




especies despues de la contaminacion. Medicago sativa promovié la recuperacion en menor
tiempo, de la comunidad y grupos troficos, y la mayor disminucion de hidrocarburos. Las
bacterias identificadas mediante DGGE correspondieron a los géneros Acidovorax,
Burkholderia, Chryseolinea, Luteimonas, Luteitalea, Lysobacter, Pontibacter,
Steroidobacter, y Vicinamibacter, estas se presentaron en todos los tratamientos, mientras
que Colpoda, Gonostomum, Oxytricha y Urosoma fueron los géneros de ciliados
predominantes. El petrdleo ejercié una fuerte seleccion en la comunidad microbiana y
promovid una composicién alternativa de la comunidad de protozoos; M. sativa promovio
una recuperacion mas rapida de la comunidad de bacterias y protozoos, asi como mayor

disminucion del petréleo en el suelo.
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ABSTRACT

Soil contamination by petroleum affects the physical, chemical, and biological properties,
within the latter there is a loss of microbial diversity, which causes the decrease or loss of
functions of microorganisms in these contaminated soils. Protozoa respond rapidly to the
increase in the bacterial population, releasing nutrients sequestered in their biomass as a
product of predation, promoting mineralization and reincorporation of carbon into the
nutrient cycle. Phytoremediation accelerates hydrocarbon degradation by promoting the
activity of bacteria, protozoa and other microorganisms. The research questions in this work
were: What is the effect of petroleum on the structure of the community of protozoa and
bacteria, in the short and long term? and how is the community of bacteria and protozoa
restructured after a strong petroleum pulse in the presence of Medicago sativa? To answer
these questions, 78 microcosms were divided into 4 groups: 1) control soil (S), 2) soil planted
with M. sativa (SM), 3) soil contaminated with 50g/kg of petroleum (SP), and 4) petroleum
contaminated soil with M. sativa (SPM). The number of CFUs of culturable bacteria, the
abundance of species, and the trophic groups of ciliates and flagellates were determined at 0,
7, 14, 30, 60, 120, and 240 days; as well as the structure of the community using the DGGE
molecular tool, and the concentration of total hydrocarbons. The CFU of bacteria, the
diversity of ciliates and flagellates decreased immediately after the contamination pulse.
After 7 days, the CFU of bacteria and the diversity and trophic groups of ciliates and
flagellates recovered. The Colpoda and Spumella-like genera resisted contamination and
together with Bodo and Cercomonas were the most abundant in all microcosms; the
bacterivorous trophic group increased its species richness after contamination. Medicago

sativa promoted the recovery in less time, of the community and trophic groups, and the




greatest reduction of hydrocarbons. The bacteria identified by DGGE corresponded to the
genera Acidovorax, Burkholderia, Chryseolinea, Luteimonas, Luteitalea, Lysobacter,
Pontibacter, Steroidobacter, and Vicinamibacter, these occurred in all treatments, while
Colpoda, Gonostomum, Oxytricha, and Urosoma were the genera of ciliates predominant.
Petroleum exerted strong selection on the microbial community and promoted an alternative
composition of the protozoan community; M. sativa promoted a faster recovery of the

community of bacteria and protozoa, as well as a greater decrease in petroleum in the soil.




INTRODUCCION

El suelo es muy complejo en su estructura y funcion debido a la forma en que se acoplan los
componentes minerales y bioldgicos, los que en conjunto generan las diferentes regiones
funcionales. El suelo es fundamental e irreemplazable, en él se basa la productividad de los
ecosistemas terrestres (Nannipieri et al. 2003); es probablemente el ecosistema mas diverso
en el planeta por albergar una amplia diversidad de microorganismos (Buckley y Schmidt
2002; Rasche y Cadisch 2013). Los microorganismos desempefian un papel crucial en
numerosas funciones clave de los ecosistemas: estan involucrados en la fertilidad del suelo,
la calidad ambiental y calidad del agua (Maron et al. 2018). La mayor parte del flujo
energético y las transformaciones en los ciclos de los nutrientes como carbono (C), nitrégeno
(N) y fosforo (P) proviene de la actividad microbiana (Mittal y Rockne 2012; Rutherford y

Juma 1992).

Las actividades antropogeénicas con frecuencia afectan negativamente la calidad del agua,
aire y suelo (Streche et al. 2018). En particular, México es uno de los paises productores de
petréleo, por lo que las fugas y derrames accidentales ocurren con regularidad en la
produccidn, refinacion, transporte y almacenamiento del petréleo y los productos derivados
del mismo (Das y Chandran 2011; Singh et al. 2012). El 40% de las emergencias ambientales
en México son causadas por derrames de petroleo y sus derivados; por estos motivos, existen
extensas areas contaminadas con petroleo (Cavazos-Arroyo et al. 2014). La contaminacion
por petréleo destruye la fertilidad del suelo, primero genera una serie de cambios fisicos por
contacto, ya que se forma una capa impermeable en la superficie que impide la circulacion
del agua y el intercambio de gases en el suelo, provocando la asfixia de las raices de las

plantas. A medida que el ambiente se vuelve anaerobio, la actividad metabdlica de la




comunidad microbiana disminuye, mientras que los diferentes componentes del petroleo
inhiben a muchos miembros de la comunidad mediante alteraciones en la membrana que
causan dafio a las funciones de estos, lo que produce la inhibicién del crecimiento y lisis
celular. Ademas, se genera un desequilibrio de nutrimentos como el nitrégeno y fosforo
generado por el exceso de materia organica derivada del petroleo (Galitskaya et al. 2021;
Streche et al. 2018). Los cambios negativos que generan los hidrocarburos se dan a corto
plazo, estos estan relacionados con el efecto inmediato de los hidrocarburos en la comunidad
microbiana, la perdida de la diversidad y por tanto las funciones microbianas, estos se
observan en dias y algunas semanas. Los cambios a largo plazo tienen estan relacionados con
el tiempo que permanecen en el suelo, hidrocarburos de bajo peso molecular se degradan en
menor tiempo mientras que los de alto peso molecular permaneceran en el suelo durante un
largo periodo debido a su alta hidrofobicidad. La gravedad de estos efectos negativos sobre
la biota del suelo depende de la frecuencia, duracion, tipo e intensidad de los eventos de
contaminacion por hidrocarburos (Das y Chandran 2011; Robertson et al. 2007; Van Hamme

et al. 2003).

Composicion del petroleo

Los hidrocarburos de petréleo contienen una mezcla compleja de compuestos, se pueden
clasificar en cuatro fracciones: saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos. Todos estos
compuestos difieren en volatilidad y en susceptibilidad a la degradacion, algunos compuestos
se degradan facilmente, otros resisten la degradacion en el corto plazo y algunos son
biodegradables en el largo plazo. Los n-alcanos de longitud intermedia (C 10 -C 25) son los
sustratos preferidos para los microorganismos y tienden a ser los mas facilmente degradables,

mientras que los compuestos de cadena méas corta son mas toxicos. Los alcanos de cadena




larga (C 25 -C 40) son solidos e hidrofdbicos, por lo que son dificiles de degradar debido a
su escasa solubilidad en agua y biodisponibilidad. Los alcanos y cicloalcanos de cadena
ramificada también se degradan més lentamente. Los hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs) y los alquitranes tienen mayor resistencia a la degradacion. Uno de los principales
componentes del petroleo son los alcanos, estos son moléculas lineales saturadas cuya
longitud de cadena puede variar de 1 (metano) a mas de 50 atomos de carbono. Los alcanos
son los principales componentes de los combustibles derivados del petréleo, constituyen
alrededor del 20-50% del petréleo crudo, dependiendo del tipo de petroleo (Labinger y

Bercaw 2002; Rojo 2010; Zampolli et al. 2014).

Redes troéficas del suelo

Los organismos llevan a cabo diferentes funciones en el suelo y se les ha nombrado
dependiendo de la funcion que realicen el mismo, por ejemplo, las bacterias y los hongos son
considerados como ingenieros quimicos en el suelo, son responsables de la descomposicion
de la materia organica (MQO), participan en el ciclo de nutrientes y regulando el 90% del flujo
de energia. Desempefian un papel clave en la biorremediacion del suelo, al degradar
sustancias toxicas a través de vias. Los reguladores biol6gicos como protozoos, nematodos,
colémbolos y acaros son responsables de la dinamica poblacional a través de la depredacion.
Las lombrices de tierra, hormigas y termitas son consideradas los ingenieros del suelo y son
responsables de la modificacion fisica del suelo y de la regulacion de la disponibilidad de
recursos para otras especies, manteniendo la estructura del suelo mediante la formacién de

poros y la agregacion o transporte de particulas (Bonkowski et al. 2009; Sacca et al. 2017).

Las redes troficas representan la distribucién de los enlaces troficos entre las poblaciones de

los ecosistemas, ademas de lo que restringe el flujo de energia a través de una comunidad




desde el nivel basal (autétrofos) hasta los principales depredadores (Thompson et al. 2012).
El suelo tiene algunas diferencias respecto a otros tipos de habitat, una de ellas son los
compartimentos, ya que tiene un espacio fuertemente estructurado compuesto por la capa de
hojarasca y los poros del suelo (Coleman et al. 2004). La comunidad del suelo también esta
fuertemente estructurada en tamafio e incluye microfauna basal pequefia (protozoos y
nematodos), mesofauna (microartrépodos y enquitreidos) y macrofauna (escarabajos, milpiés
y lombrices de tierra). Esta fuerte compartimentacion en clases de tamario tiene efectos

profundos para las interacciones de las especies (Digel et al. 2014) (Figura 1).
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En las redes troficas del suelo se tienen tres vias energéticas basicas: plantas, bacterias y
hongos. La mayoria de la entrada de carbono se da a través de las raices de las plantas y en
menor medida a traves de la hojarasca, por lo que los depredadores microbianos como los
protozoos y nematodos son de suma relevancia debido a que se alimentan de bacterias y
hongos, con esta actividad canalizan la energia a los niveles troficos superiores a través de
dos rutas distintas, el canal de energia bacteriana y fungica (Bonkowski 2004, 2009; Ekelund
y Ronn 1994; Geisen 2016). Estos depredadores microbianos también pueden alimentarse de
otros grupos de organismos en el suelo, por ejemplo, los protozoos y nematodos omnivoros
se alimentan de una amplia variedad de presas ademas como algas, rotiferos y nematodos
pequefios, ademas de bacterias y hongos. Esta actividad de depredacion regula los flujos de

energia y de nutrientes en las redes troficas del suelo (Bonkowski et al. 2009; Neher 2010).

Bacterias

Las bacterias son los microorganismos mas abundantes del suelo, un gramo de este puede
contener hasta 1x10°. Estas son fisiol6gicamente diversas, en las interacciones que se llevan
a cabo en la zona de raices de las plantas juegan un papel fundamental en la transformacion
y movilizacion de nutrientes. Entre sus muchas funciones en el suelo ayudan a estimular el
crecimiento de las plantas, por ejemplo, a través de la produccion de hormonas vegetales;
también ayudan a controlar o inhibir la actividad de patdgenos de plantas; ademas mejoran
la estructura del suelo (Hayat et al. 2010). Mas recientemente, las bacterias también se han
utilizado en el suelo para la mineralizacion de contaminantes organicos, debido a que muchas

especies de estas pueden utilizar como fuente de energia una amplia gama de sustratos
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incluidos los hidrocarburos, bajo una gran variedad de aceptores de electrones (Van Hamme

et al. 2003).

La degradacion mas répida y completa de la mayoria de los hidrocarburos se produce en
condiciones aerobias, sin embrago, también se realiza en condiciones anaerobias (Heider y
Schiihle 2013; Laczi et al. 2020). Las bacterias utilizan el oxigeno molecular como aceptor
terminal de electrones en condiciones aerobias. También, las bacterias secretan diversos
surfactantes que facilitan la emulsificacion de los hidrocarburos. Estos surfactantes
probablemente también tienen otras funciones, como facilitar la motilidad celular en
superficies sélidas o la adhesion/desprendimiento de superficies o biopeliculas (Hommel

1990).

Las bacterias con metabolismo aerobio utilizan enzimas monooxigenasas y dioxigenasas que
transfieren uno o dos atomos de oxigeno al sustrato, tienen un papel central en la
bioconversion dxica de los hidrocarburos. Por ejemplo, las oxigenasas que se activan en la
degradacidn de los alcanos dependen del nimero de atomos de carbono, para hidrocarburos
de cadena corta se activan las enzimas relacionadas con las metano monooxigenasas (C2—
C4), en alcanos de cadena media (C5-C16 ) estan relacionadas las alcano hidroxilasas tipo
AIkB y citocromos P450 (C5-C16), y en alcanos de cadena larga (mayores a C16) se activan
las enzimas dioxigenasas, estdn también se activan en la degradacion de los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs) (Dubbels et al. 2007; Kanaly y Harayama 2000; Kotani et al.
2007; Marchant et al. 2006; VVan Beilen y Funhoff 2007). También en la degradacion de los
HAPs las enzimas mono y dioxigenasas son las que catalizan reacciones de hidroxilacion que
activan los anillos aromaticos mediante la adicion de atomos de oxigeno molecular a uno o

mas atomos de carbono del sustrato (Haddock 2010). Algunas bacterias posen una o varias
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de estas familias de enzimas para degradar hidrocarburos, bacterias Gram-positivas como
Gordonia, Geobacillus, Rhodococcus, Mycobacterium, Nocardia pueden degradar
hidrocarburos de cadena mediay larga (C36) (Quatrini et al. 2008). Incluso se han encontrado
bacterias que tienen mas de una enzima que ayudan a la degradacion de los hidrocarburos,
por ejemplo, la cepa de Mycobacterium chubuense tiene una gran cantidad de enzimas
monooxigenasas, un citocromo P450 e hidroxilasas AlkB (McCarl et al. 2018). También,
bacterias Gram-negativas poseen este tipo de enzimas como los géneros Alcanivorax,
Acinetobacter, Burkholderia, Pseudomonas, Sphingomonas (Crampon et al. 2018; Wentzel

et al. 2007).

Las bacterias con metabolismo anaerobio degradan los hidrocarburos de tipo alcano por
medio de adicion de fumarato, este se adhiere al enlace carbono-carbono, formando
alquilsuccinato (Kropp et al. 2000; Rabus et al. 2001). La adicion de fumarato ocurre en la
posicion subterminal C2 de un determinado alcano, posteriormente los alquilsuccinatos se
transforman mediante una transposicion del esqueleto de carbono. Seguido de la
descarboxilacion, se producen acidos grasos ramificados que pueden entrar a la B-oxidacién
y otras rutas metabdlicas centrales (Widdel y Grundmann 2010). Existen varios metabolitos
que indican el consumo de alcanos en condiciones anaerobias que son indicadores de la
adicion del fumarato a este grupo de hidrocarburos. Estos metabolitos incluyen el metil y
dimetil-benzilsuccinatos y los alquilsuccinatos derivados de alcanos C6-C9, cuya presencia
confirma la biodegradacion anaerobica de hidrocarburos del petroleo (Li et al. 2012). Se ha
sugerido que con la adicion de fumarato tambien puede ser posible la oxidacion de metano

por la via anaerobio. Otros mecanismos alternativos a la adicion de fumarato sugieren una
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carboxilacion en la posicion C3 de un n-alcano, seguido de la eliminacion del grupo acetato

por un mecanismo desconocido (Thauer y Shima 2008).

La degradacion de HAPs en condiciones anaerobicas es dificil debido a la lenta tasa de
crecimiento de las bacterias anaerobias y al bajo rendimiento energético en los procesos
metabdlicos, sin embargo, algunas de estas degradan los HAPs en condiciones de reduccion
de nitrato, reduccidn de sulfato, reduccion de hierro y metanogésis. Las vias de degradacion
de los HAPs en condiciones anaerobias no han sido del todo descritas, se han propuesto al
menos tres mecanismos diferentes en la activacion de HAPs: hidroxilacién, carboxilacion y
metilacion particularmente del naftaleno, aunque la carboxilacion se ha propuesto como el
paso inicial en la degradacion de este compuesto (Dhar et al. 2020; Heider y Schiihle 2013).
La carboxilacion consiste en la adicién de CO2 a un aceptor, como producto se obtiene acido
2-naftoico el cual se reduce a &cido tetralina-2-carboxilico y posteriormente a decahidro-2-
naftoico (Annweiler et al. 2000; Heider y Schiihle 2013; Rockne et al. 2000; Zhang y Young

1997).
Protozoos

Los protozoos son los organismos eucariontes mas diversos y abundantes en el suelo,
normalmente presentan densidades de 10* a 107 por gramo de suelo (Adl y Coleman 2005).
Estos contribuyen a la descomposicién y mineralizacidn de la materia organica, nitrogeno y
fosforo a través de diversos grupos tréficos (Adl y Gupta 2006). Los protozoos
tradicionalmente se han agrupado en cuatro grandes grupos morfolégicos amebas desnudas,
amebas testadas, ciliados y flagelados. Cada uno de estos grupos tiene estrategias diferentes
para la obtencién de la energia y son un grupo importante de depredadores de una gran

variedad de presas.

12

—
| —



De los cuatro grupos morfologicos, los flagelados son los mas abundantes en el suelo, son un
grupo diverso que se alimentan principalmente de bacterias. Debido a sus altas tasas de
crecimiento responden rapidamente a cambios en el nimero de bacterias, incluso pueden
cambiar la composicion de las comunidades bacterianas en el suelo (Ekelund y Rgnn 1994;
Renn et al. 2002). Los flagelados bacterivoros mas comunes incluyen kinetoplastidos,
crisomonadidos y algunos miembros de cercozoa (Foissner 1991a). Ademas de bacterivoros
también hay flagelados osmotrofos, estos absorben materia organica disuelta presente en su
entorno (Adl 2003; Leadbeater and Green 2000), este tipo de flagelados osmétrofos carecen
de una forma alternativa de adquirir energia, son muy pobres en la descomposicion de
sustratos y son osmatrofos estrictos, estos dependen de los nutrientes disueltos. Algunos
euglénidos  aplastidicos son osmotrofos, también algunas cloréfitas de los géneros
Polytomella, Polytoma, Prototheca son estrictamente osmétrofos (Adl et al. 2019). Otros
flagelados son autétrofos como clorofitas del género Haematococcus; algunas son tanto
autotrofas como heterotrofas bajo ciertas condiciones, por ejemplo, Chlamydomonas
reinhardtii puede crecer también en ausencia de luz de forma heterotrofa en presencia de
acetato (Heifetz et al. 2000; Yang et al. 2014). Los euglénidos como Peranema spp. también

pueden ser depredadores de otros flagelados (Triemer 1997).

Los ciliados son importantes miembros de la comunidad microbiana del suelo, se caracterizan
por tener dimorfismo nuclear, cada célula posee micronicleos y macrondcleos de tamafio y
funcién claramente diferentes dentro del mismo citoplasma. EI macronucleo, que suele ser
poliploide, se divide amitdticamente durante la reproduccion asexual y controla
principalmente las funciones somaticas (por ejemplo, la sintesis de ARN). ElI micronucleo

diploide esta activo principalmente durante la reproduccién sexual (conjugacion) (Foissner

13

—
| —



1999). Muchos ciliados pueden formar quistes para sobrevivir en condiciones adversas, estos
quistes pueden permanecer viables por largos periodos de tiempo contribuyendo a su
dispersion (Finlay et al. 2000; Foissner 1997). Los ciliados tienen un papel muy importante
en ciclo de nutrientes, también regulan el tamafio y la composicion de las comunidades
bacterianas, ademas estimulan la amonificacion y la nitrificacion (Griffiths 1986). Mas alla
de su papel mas conocido como consumidores de bacterias, también los ciliados pueden
alimentarse de hongos y levaduras (fungivoros), algunos generos como Grossglockneria y
Fungiphrya son fungivoros (Aescht et al. 1991; Foissner, 1999b). Otros ciliados se alimentan
de algas (alguivoros), ejemplos de estos son algunos miembros de los géneros
Trithigmostoma, Thigmogaster y Chilodontopsis (Risse-Buhl y Kiisel 2009). Algunos otros
ciliados son depredadores de otros protozoos o incluso de metazoos (Colteaux y Darbyshire

1998; Geisen y Bonkowski 2017; Vaerewijck et al. 2008).

En general todos los protozoos bacterivoros responden rapidamente al incremento
poblacional de las bacterias, liberando nutrientes secuestrados en la biomasa bacteriana como
subproducto de la depredacion, lo que acelera la mineralizacion del carbono y su
reincorporacion en el ciclo de nutrientes (Clarholm 1981; Finlay et al. 2000). La importancia
en el ciclo del N se debe a que su proporcién carbono/ nitrdgeno es mas baja que la de las
bacterias, por lo que el efecto neto es la liberacion de nitrégeno que puede ser absorbido
rapidamente por las raices de plantas y otros microorganismos del suelo (Bonkowski 2004;

Hodge et al. 1998).

A su vez, los protozoos del suelo son depredados por los organismos de los niveles superiores
de las redes tréficas del suelo, para quienes son una fuente muy importante de nutrientes y

energia. En general los microorganismos del suelo se ven afectados por la contaminacion por
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petréleo, lo que afecta los enlaces de las redes troficas (Figura 2). Algunos protozoos toleran
la toxicidad al petroleo, estos tienen un papel importante en la metabolizacién de estos
contaminantes mediante el consumo de bacterias que se alimentan del petréleo (Stoeck y
Edgcomb 2010). Tanto la metabolizacion como la mineralizacion de los hidrocarburos
dependen en gran medida de la red de interacciones troficas entre varios tipos de
microorganismos del suelo (Lara et al. 2007a). Las comunidades de protozoos en suelos con
petréleo presentan cambios similares a las comunidades bacterianas, pues solo incrementa el
namero de individuos de las especies que pueden tolerar los hidrocarburos y consumir los
recursos disponibles, por lo que hay una reduccion en la riqueza de especies de protozoos

(Cortés-Pérez et al. 2014; Lara et al. 2007a; Lara et al. 2007Db).
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Figura 2. Esquema de las redes troficas en suelos contaminados (modificado de Geisen et al. 2016)
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Fitorremediacion

La fitorremediacion se ha utilizado ampliamente para extraer y eliminar contaminantes o
reducir su biodisponibilidad en el suelo (Kuiper et al. 2004; Pilon-Smits 2005; Yan et al.
2020). Las plantas tienen la capacidad de absorber contaminantes en el suelo incluso en bajas
concentraciones a través de su sistema de raices. Las plantas extienden su sistema de raices
hacia la matriz del suelo estableciendo un sistema de rizosfera en donde las raices exudan
compuestos organicos nutritivos que influyen en la abundancia, diversidad, o actividad
potencial de microorganismos que degradan hidrocarburos, incluso las plantas a través de la
raices acumulan metales pesados en diferentes partes de la planta, recuperando asi el suelo
contaminado y estabilizando la fertilidad del suelo (Anderson et al. 1993; Panchenko et al.

2017; Yan et al. 2020).

La actividad de los microorganismos en la zona de raices depende de la cantidad y tipo de
exudados de las plantas (Xiaoyun Chen et al. 2007; Hall et al. 2011). Los microorganismos
de la zona de raices pueden incrementar de dos a cuatro veces en orden de magnitud (Salt et
al. 1998; Watt et al. 2006). También, los exudados de las raices incrementan la actividad
microbiana y en los suelos contaminados con hidrocarburos pueden incrementar la
metabolizacion de estos a lo largo de las raices en crecimiento (Anderson et al. 1993;
Xiaoyun Chen et al. 2007; Phillips et al. 2012a). Por ello, los microorganismos que colonizan
la raiz juegan un papel importante en el proceso de fitorremediacion (Siciliano y Germida
1997), la cual podria ser mas eficaz durante las etapas de crecimiento, ya que en esta etapa
del desarrollo, las raices tienen mayor abundancia de bacterias que pueden degradador

hidrocarburos (Nie et al. 2011).
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El exceso de carbono que originan los hidrocarburos en el suelo produce un déficit en la
disponibilidad de los principales nutrimentos tales como el nitrégeno y el fosforo. Para
resolver este problema se han utilizado plantas leguminosas como Medicago sativa se ha
utilizado en la fitorremediacién de suelos contaminados con hidrocarburos debido a que es
una planta de rapido crecimiento con un extenso sistema de raices con capacidad de asociarse
con bacterias fijadoras de nitrogeno (Agnello et al. 2016). Lo que permite que las plantas
crezcan en un ambiente con un suministro de nitrégeno disminuido. En consecuencia, estas
plantas también facilitan el crecimiento de otras plantas aliviando el estrés edafico producido
por los hidrocarburos (Graj et al. 2013). Por otro lado, en la zona de raices de M. sativa se ha
registrado un incremento significativo del ndmero de bacterias y protozoos en suelos
contaminados con diferentes hidrocarburos (Cortés-Pérez et al. 2014; Fan et al. 2008; Kirk
et al. 2005a; Muratova et al. 2003a; Panchenko et al. 2017). La introduccién de nitrégeno
recién fijado puede comenzar a contrarrestar el exceso de carbono y, una vez que los
contaminantes se hayan transformado en biomasa microbiana, los depredadores microbianos

continuaran la movilizacién de nutrientes.

La fitorremediacion se basa en la promocién de la actividad microbiana a través de los
exudados de las raices de las plantas, que da como resultado el incremento de la biomasa
microbiana y reduce el desbalance de nutrimentos causados por el exceso de carbono del
petroleo. Es necesario profundizar en los mecanismos de interaccion planta-microorganismo
en la fitorremediacion. Por lo tanto, en este trabajo se plantearon las siguientes preguntas:
¢Cual es el efecto del petroleo sobre la estructura de la comunidad de protozoos y bacterias
a corto y largo plazo? ;Como se reestructura la comunidad de bacterias y protozoos después

de un pulso fuerte de petroleo en presencia de M. sativa?
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Hipotesis
- Si el petroleo tiene un efecto negativo sobre las comunidades microbianas, entonces habra
una disminucion en los miembros de la comunidad de bacterias y protozoos en corto tiempo,
pero estos se recuperaran en el largo plazo.
- Si los exudados de Medicago sativa influyen de manera positiva, entonces habra mayor
abundancia de la comunidad de bacterias y protozoos en los tratamientos con esta planta. Por
ello, el parecido entre las comunidades bajo la influencia de M. sativa sera mayor que el

desarrollado en el suelo sin planta, independientemente de la contaminacion con petroleo.

Objetivos

Objetivo general

- Evaluar la recomposicion de las comunidades de bacterias y protozoos de la zona de

raices de Medicago sativa después de un pulso fuerte de contaminacion con petréleo

Objetivos particulares

a) Determinar y comparar los parametros (materia organica, nitrato, amonio y fésforo
disponibles) de los tratamientos (Grupo control (S); suelo contaminado (SP); suelo
sembrado con M. sativa (SM); suelo contaminado sembrado con M. sativa (SPM)) de los
dias 0,7,14,30,60,120 y 240.

b) Comparar la concentracion de hidrocarburos totales de los tratamientos con petréleo SP y
SPM.

¢) Comparar la biomasa de Medicago sativa en los tratamientos SM y SPM.

d) Determinar la riqueza y abundancia de especies morfoldgicas de protozoos (ciliados y
flagelados) de los cuatro tratamientos a lo largo de todo el experimento.

e) Comparar el nimero de UFC de las bacterias de los diferentes tratamientos.
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f) Evaluar y comparar la diversidad de la comunidad de bacterias y protozoos mediante la

técnica molecular DGGE de los diferentes tratamientos a lo largo de todo el experimento.

Materiales y métodos

El suelo se recolect6 de un campo de cultivo de maiz en el municipio de Tultitlan, Estado de
México, sin antecedentes de contaminacion por petrdleo. La recoleccion de este material se
llevé a cabo mediante una muestra compuesta de 10 sitios, dentro del campo de cultivo,
alejados 10 m cada uno. Las muestras se homogeneizaron en un solo volumen, y la mezcla
mostro las siguientes caracteristicas: textura migajon arcillosa (50% arena, 26% arcilla, 24%
limo), con pH 7.62, materia organica 7.99 %, NH4* 3.16 mg kg, NOs 2.05 mg kg2, y fésforo

disponible 4.63 mg kg™.

Diseno experimental

Se prepararon 78 microcosmos con 1 kg de suelo, los cuales se asignaron aleatoriamente a
cada uno de los 4 grupos de trabajo (Tratamientos): 1) el control (S) incluy6 solo el suelo de
cultivo, sin planta y sin petréleo; 2) el tratamiento con Medicago sativa (SM) incluyé 50
semillas de esta planta sembradas a 4 mm de profundidad en el suelo libre de petroleo; 3) el
tratamiento de la contaminacion con petréleo (SP) incluyé solo el suelo de cultivo con 50g/kg
de petréleo crudo ligero (Istmo API 32), el cual se obtuvo por donacion de la refineria de
Tula Hidalgo; y 4) el tratamiento de suelo con petréleo y con M. sativa (SPM) incluyd el
suelo contaminado con 50g/kg de petréleo ligero mas 50 semillas de M. sativa a 4 mm de

profundidad.
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Todos los microcosmos se mantuvieron en condiciones de invernadero con temperatura
promedio de 23°C, y humedad relativa de 70%, sin control del fotoperiodo. El suelo de los
microcosmos se mantuvo al 60 % de su capacidad de campo mediante la adicion de agua
estéril cada dia. La cantidad de agua a suplementar se determiné mediante la diferencia de
peso de los microcosmos: P1-P2= cantidad de agua a suplementar cada dia en el invernadero

para recuperar el 60 % deseado de la capacidad de campo del suelo en los microcosmos.

Una vez asignados los microcosmos a los grupos control y experimentales (Figura 3), se
extrajeron los protozoos, de tres microcosmos del control (S), y 3 del suelo con petrdleo (SP)
tomados aleatoriamente. Los microcosmos se desecharon una vez tomadas las muestras y
realizados todos los andlisis fisicos, quimicos y bioldgicos. Este primer muestreo
correspondi6 al tiempo cero. Solo se procesaron 3 microcosmos de (S) y 3 de (SP) debido a
que en este tiempo solo habia semillas de M. sativa y, por tanto, no habia efecto de planta

alguna sobre la microbiota.
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Suelo de cultivo

o IDEDEE hEEe

7 (D e EIE3 Gaeaea

1 (HEDEE e CEIE CaeaE)
Des 30 CHEDEE BEEE COOGOE) EIGEIED

0 CHEDED GG OE CAEIED

o CHEDES EE GIGIE) CAGAG)

0 CHODED EE GEIGIEI G662

Suelo control Suelo + petréleo Suelo + M. sativa Suelo + petréleo
50,000 ppm 50,000 ppm + M.
sativa

Figura 3. Disefio del experimento. Grupo control (S); suelo contaminado (SP); suelo sembrado con
M. sativa (SM); suelo contaminado sembrado con M. sativa (SPM). 0, 7, 14, 30, 60, 120, 240 dias

Se programaron muestreos a los 0, 7, 14, 30, 60, 120 y 240 dias para explorar el desarrollo
de la comunidad de protozoos y bacterias en el corto plazo, que fueron los primeros 30 dias,
y a largo plazo después de los 30 dias. La duplicacion del tiempo entre muestreos se basé en
la observaciédn del desarrollo no lineal de la comunidad de protozoos con respecto al tiempo
(Bamforth 1992), por lo que este espaciamiento de los muestreos ayudd a una mejor
exploracion de los cambios operados en la comunidad de protozoos como consecuencia de

la exposicion al petrdleo y al establecimiento de la planta en el suelo contaminado.
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Contaminacion de suelo

El petrdleo fue agregado al suelo gradualmente y se revolvié mecanicamente hasta tener una
mezcla homogénea de 50g/kg. Esta mezcla se dejo evaporar por 24 h y posteriormente se

llevo a 60 % de la capacidad de campo del suelo con agua destilada estéril.

Determinacion de la riqgueza de especies de protozoos

Se realiz6 una curva de acumulacion de especies para determinar el volumen de suelo que
permitiera comparar la mayor proporcién de las comunidades de ciliados y flagelados de los
microcosmos con mayor nivel de confianza. Se procesaron consecutivamente, 10 muestras
de 10g de suelo para obtener la frecuencia de aparicion de cada especie presente en 100 g de

suelo. Después se corri6 el algoritmo de rarefaccion del PC-Ord © (ver. 6 para Windows ©),

mediante este analisis se establecio un tamafio de muestra de 40 g por cada microcosmos que
permite tener representado el 80 % de las comunidades de ciliados y flagelados (Figura 4).

Los 40 g se procesaron en 4 tandas de 10 g.
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Figura 4. Curva de acumulacion de especies de ciliados y flagelados. Se usé el algoritmo de rarefaccién en PC-ORD © (ver.
6 para Windows ©) para calcular el volumen de suelo apropiado para muestrear la mayoria de las comunidades de ciliados
y flagelados antes de la contaminacién del suelo con petréleo. La curva logaritmica normal es la proyeccién tedrica del
aumento de la riqueza de especies en funcién del aumento del volumen del suelo, y la linea de puntos superior e inferior
indica la varianza de las especies. La linea hiperbdlica representa las especies que aln faltan para lograr el 100% del censo
de especies, y las lineas punteadas denotan el nivel de incertidumbre (Cortés-Pérez et al. 2018). Con base en este analisis, 40
g de suelo fue el tamafio de muestra 6ptimo para obtener alrededor del 80 % de las especies en el microcosmos
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Para la extraccion de ciliados y flagelados se colocaron 10 g de suelo en una caja Petri a la
que se le agregaron 10 ml de agua destilada, pasados 10 min, se filtré el agua en papel filtro
del #2 y se centrifugd a 755g durante 5 min (observacion personal). Después se identificaron
los ciliados y flagelados en un microscopio de contraste de fases y se registro la aparicion de
cada tipo morfoldgico. Todos los microcosmos fueron revisados el mismo dia que se
extrajeron, por lo que representan la fraccion de ciliados y flagelados activos en el suelo al
momento del muestreo. Los ciliados y flagelados se observaron con aumentos desde 100 -
1000 x en microscopio de contraste de fases. También, se les tomaron videos de sus
movimientos para complementar y corroborar su identificacion, para ello se utilizaron claves
taxondmicas basadas en sus caracteristicas morfoldgicas (Foissner y Berger 1996; Jeuck y
Arndt 2013; Lee et al. 2000; Patterson 1996). La identificacion morfoldgica de las especies
ayudd a determinar los grupos tréficos de ciliados y flagelados de acuerdo con sus hébitos
alimenticios reportados en la literatura. Estos se agruparon en las siguientes preferencias:
bacterivoros (B), osmotroficos (Os), omnivoros (O), los que se alimentan de otros protozoos

(D), autétrofos (Au), fungivoros-bacterivoros (F, B), y los que se alimentan de algas (Al).

Cuantificacion de bacterias cultivables

Las bacterias se cuantificaron usando el método de dilucién en placa en agar extracto de
suelo, para lo cual se utiliz6 1 g de suelo de cada microcosmos y se homogeniz6 en 9 mL de
agua destilada por un minuto en vortex y se dejé reposar durante 5 min, posteriormente se
realizaron diluciones seriadas de 10, De esta dilucion se tom6 una alicuota de 0.1 mL que

se disperso sobre la caja Petri con agar extracto de suelo. Este procedimiento se realiz6 por
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triplicado. Las cajas de Petri se incubaron a 28° C durante 7 dias y se determiné el nimero

de unidades formadoras de colonia por gramo de suelo en peso seco (UFC/qg).

Analisis molecular

Extraccion de ADN del suelo

Se tomaron 0.25 g de suelo de cada uno de los microcosmos para extraer el ADN total del
suelo de cada tratamiento. Para lo anterior, se utilizé el kit de extraccion PowerSoil® DNA
Isolation Kit (Mobio). Posteriormente, a las extracciones se corrié una electroforesis en geles
de agarosa al 1 %. Después se hicieron amplificaciones de la fraccién 18S rRNA con
oligonucledtidos especificos para ciliados. Para las bacterias se utilizaron oligonucleétidos

universales para 16S rRNA (ver Tabla 1).

Amplificacion por PCR

Para todas las amplificaciones se utilizd6 un termociclador automatizado (T100™
ThermalCycler - Bio-Rad). Las condiciones de amplificacion por PCR para las bacterias y

para los ciliados fueron las siguientes:

Bacterias: La PCR fue llevada a cabo en un volumen de 50 ul conteniendo 1 uM de cada
primer (GM3F y GM4R), 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de MgCl,, 1 U de Taq polimerasa
(Fermentas), 1 X PCR buffer y 50 ng de ADN. Desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min;
20 ciclos a 94°C por 45 s, 50°C 1 min, 72°C 45 s, bajando 1°C cada 2 ciclos; 10 ciclos a
94°C por 45 s, 40°C 1 min, 72°C 45 s; extension final a 72°C por 7 min. Los productos
obtenidos de esta PCR se utilizaron como molde para hacer amplificaciones anidadas con los
primers GM5F-GC y 907R, para asi obtener un fragmento de aproximadamente 500 a 600pb,

las condiciones de esta segunda PCR fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min; 20
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ciclos a 94°C por 45 s, 70°C 1 min, 72°C 45 s, bajando 1°C cada 2 ciclos; 10 ciclos a 94°C

por 45 s, 60°C 1 min, 72°C 45 s; extension final a 72°C por 7 min.

Ciliados: La PCR se llevo a cabo en un volumen de 25 ul conteniendo 0.2 uM de cada primer
(CilFy CilR 1),0.2 MM de dNTPs, 2.5 mM de MgCl., 1.25 U de Taq polimerasa (Fermentas),
3.6 mg [mI]* de albumina (BSA), 1 X PCR buffer y 50 ng de ADN. Desnaturalizacion inicial
a 94°C por 5 min; 26 ciclos a 94°C por 1 min, 52°C 1 min, 72°C 1 min, extension final a
72°C por 10 min. Los productos obtenidos se utilizaron como molde para hacer

amplificaciones anidadas con los primers CilF? y CilR I, y asi obtener fragmentos de 600 pb.

Cultivo de Colpoda sp.

De los mesocosmos con petrdleo se cultivo el ciliado Colpoda sp. el cual se le extrajo el
ADN, también se amplifico el ADN, y se realiz6 una PCR anidada con los primers para los

ciliados ya mencionados.

Tabla 1. Oligonucle6tidos utilizados en este estudio

Gen Especificidad Primer Secuencia (5-3")
16S Universal GM3F AGAGTTTGATCMTGGC
GM4R TACCTTGTTACGACTT
GM5F-GC CGCCCGCCGCGLGLCGGLGGGLGGGGCGGGGGLALCGGGGGGLLT
ACGGGAGGCAGCAG
907R CCGTCAATTCCTTTRAGTTT
18S Ciliados CilF TGG TAG TGT ATT GGA CWA CCA
CilR | TCT GATCGTCTTTGATCCCTTA
CilF? CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGTG

G TAG TGT ATT GGA CWA CCA

2-La secuencia GC de la grapa CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG
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Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE)

Para la técnica de electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE) se
utilizaron los amplicones de bacterias (16S), de ciliados (18S) y del ciliado Colpoda sp. Los
DGGE se realizaron utilizando el sistema de electroforesis D-cddigo (Bio-Rad Inc., Hercules,
CA). Los productos de PCR se cargaron directamente en un gel de acrilamida al 6 % (w:v)
(acrilamida-bisacrilamida 37,5: 1) con un gradiente desnaturalizante 30 % a 60 % para las
bacterias. Para los ciliados, el gradiente desnaturalizante fue 20 a 42 %. Se utilizé buffer TAE
1X para la electroforesis, la cual se realiz6 a 60 ° C y 60 V durante 16 h. Los geles se tifieron

con bromuro de etidio por 30 min, y se visualizaron en un transiluminador de UV.

Secuencias

Las bandas detectadas en los geles se cortaron, se colocaron en tubos de 0.6 mL con 10uL
de agua (grado biologia molecular) para extraer el ADN. EI ADN recuperado de las bandas
se amplificd, para las bacterias se utilizaron los primers GM5F y 907R. Para los ciliados se
utilizaron los primers CilF y CilR I. Los productos de PCR se visualizaron en gel de agarosa
al 1 %, se limpiaron con el Kit de limpieza Ultraclean® Kit (Mobio) para su posterior
secuenciacion. Las secuencias obtenidas fueron comparadas en la base de datos NCBI
utilizando la herramienta de busqueda de alineacion local basica (BLASTN), y aquellas con

mayor similitud se asignaron a nivel del género correspondiente.

Analisis de datos moleculares

Los geles de DGGE se fotodocumentaron, y los patrones de bandas de las imagenes de los
DGGE se analizaron y compararon con el software PyElph 1.4 (Pavel y Vasile 2012), de este

analisis se genero una matriz de presencias y ausencias, la cual fue analizada en el programa
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PC-ORD © ver. 6 para Windows ©, para obtener los dendogramas de similitud de los geles

de DGGE tanto de la comunidad de bacterias como de ciliados.

Se calcularon los indices de riqueza ponderada por rango (Rr), que proporcionan una
estimacion de diversidad de los geles de DGGE: Rr = (N?x Dg) donde N representa el nimero
total de bandas del patrdn, y Dg el gradiente desnaturalizante comprendido entre la primera
y la Gltima banda del patrén, segun lo descrito por Marzorati et al. (2008). Ademas, se realizo
el andlisis de ventana corrediza (MWA- Moving Windows Analysis) para ver la dindmica de
las comunidades de bacterias y ciliados a lo largo de los 240 dia (Marzorati et al., 2008). Para
lo cual se utilizd la matriz de similitud de los geles de DGGE para calcular el coeficiente de
correlacion de Pearson, con este se calculd la tasa de cambio (A:) de la comunidad
microbiana. EI pardmetro de tasa de cambio (A) promedia el grado de cambio entre perfiles
de DGGE consecutivos de la misma comunidad durante un intervalo de tiempo (Marzorati

et al. 2008).

Para la construccién de los arboles filogenéticos las secuencias se alinearon con la
herramienta MUSCLE, las distancias evolutivas se calcularon usando el método Neighbor-
joining y la construccion de los arboles se realizaron en el programa MEGA version X

(Kumar et al. 2018).

Biomasa de Medicago sativa

La biomasa total de M. sativa en peso seco se evalu6 en los dias 7, 14 y 30 esto debido a que
durante los primero 30 dias las raices y tallos fueron muy pequefios en todos los tratamientos.

Después de 60 y hasta los 240 dias se evalu6 la biomasa en peso seco de tallos, raices y hojas.
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Después de procesar el suelo de los tratamientos con M. sativa, las raices se lavaron con agua
para quitar el suelo adherido a ellas, y el exceso de agua se quitd con papel absorbente. La
planta se coloco en horno a 65 ° C durante 48 h, y se registré el peso seco (Chigbo et al.

2013).

Determinacion de materia organica, nitrato, amonio vy fosforo disponible

La materia organica total se cuantificd mediante oxidacion con dicromato de potasio (método
de Walkley y Black) (Nelson y Sommers 1982). Las concentraciones de nitrato (NOz) y
amonio (NHs*) extraibles se determinaron por espectrofotometria (UV/vis) a partir de
extractos de suelo realizados con KCI 2M. ElI NH4* se registro a 660 nm y el NOz a 410 nm
(Foster 1995). El pH del suelo se midié con un pHmetro en una solucion suelo:agua con
relacién 1:2.5. La cuantificacion de fosforo disponible en suelo se realizé por el método de

Bray y Kurtz (1945).

Analisis de los hidrocarburos (C12 a C26) mediante cromatografia de

gases/espectrometria de masas (GC-MS)

La extraccion de hidrocarburos se realizé por duplicado de cada una de las muestras de suelo
al finalizar cada periodo experimental. Se pesé 1 g de muestra y se adicionaron 2 mL de
hexano grado HPLC, se mantuvo en agitacion durante 30 min, se separd la fase organica y
esto se repitio tres veces. El extracto hexanico fue secado con NaSQOs anhidro y fue filtrado,
se evaporo en rotavapor a presion reducida, para su posterior inyeccion al cromatografo de

gases.

Para el analisis de GC-MS se utiliz6 un cromatografo de gases marca Agilent Technologies,

modelo 6890N (Net Work GC system), equipado con una columna DB-5, 5%-fenil-
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metilpolisiloxano (Agilent Technologies) de 60 m de longitud, 0.25 mm de diametro interno
y 0.25 um de espesor de pelicula. La temperatura de inicio fue 50 ° C, la cual se mantuvo
durante 5 min, posteriormente la temperatura se elevo hasta 280 ° C usando una rampa de
calentamiento de 20 °C/min y se mantuvo durante 20 min. Se uso6 helio como gas acarreador
a un flujo de 1 mL/min, la temperatura del inyector fue de 250 ° C, inyeccién 30plit, con una
relacion de 30plit de 15:1. Una vez obtenido el cromatograma, la identificacion de cada uno
de los picos se llevo a cabo mediante espectrometria de masas empleando un espectrémetro
de masas marca Agilent Technologies modelo 5975 inert XL. Los espectros de masas se
obtuvieron mediante ionizacion por impacto electronico a 70 eV, para la identificacion se
compararon los espectros de masas obtenidos para cada compuesto, con una base de datos
(HP Chemstation-NIST 05 Mass Spectral search program, version 2.0d), ademas de la
comparacion con un estandar (Saturated Alkanes, C7-C3, #49451-U Sigma-Aldrich)
analizado bajo las mismas condiciones, para cuantificar los hidrocarburos. Los hidrocarburos

totales se obtuvieron de la suma de todos los compuestos que se cuantificaron.
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Analisis estadistico y calculos

Se realizé un analisis de varianza para cada variable (materia orgénica, nitrato, amonio,
fésforo disponible e hidrocarburos) y la prueba de comparacion de medias (Tukey, a=0.05).
La riqueza de especies y sus abundancias fueron comparadas mediante chi-cuadrada. El
indice de similitud de Sgrensen se calcul6 con base en la abundancia de especies utilizando
el software PC-ORD © ver. 6 para Windows ©. Se calcularon los indices de diversidad de

Shannon (H ') y Simpson (1 / D).

Shannon (H ") H= _Epi' X ln(pi)

donde p; es la proporcion de individuos de la especie i respecto al total de individuos, In es

el logaritmo natural.

Zni(ni—1)

Simpson D= N(N—1)

donde n; es el nimero de organismos que pertenecen a la especie i y N el nimero total de

organismos.

También, se realiz6 un analisis de correlacion canénica (CCA) entre los parametros
realizados y la comunidad de ciliados y flagelados, el cual se hizo con el software PC-ORD

© ver. 6 para Windows ©.
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RESULTADOS

Parametros del suelo

El contenido de materia organica del suelo fue alto en los microcosmos sin petréleo (S 'y
SM), en ambos tratamientos los valore fueron muy similares entre si durante los 240 dias
(7.99 2 9.93). En los microcosmos con petréleo (SP y SPM) el contenido de M. O. incremento

el doble que en los microcosmos sin petroleo (14.29 a 16.37) (Figura 5).

El contenido de nitrato en los microcosmos S y SM fue significativamente mayor (P< 0.01)
que en los tratamientos con petrdleo. En estos microcosmos la concentracion de nitrato
incremento a través de los 30 dias, comenzo a disminuir a partir del dia 60 hasta los 240 dias
en donde hubo una disminucién significativa en ambos tratamientos. Por otro lado, la
concentracion de nitrato fue muy similar en los microcosmos con petroleo (SP y SPM)
durante los 240 dias (Figura 5). EI amonio no mostrd un patrén claro de cambio durante los
240 dias, los microcosmos de suelo control y suelo con petréleo presentaron las
concentraciones mas altas en el tiempo 0, y las concentraciones fueron significativamente
mas bajas en los siguientes 30 dias que en el resto de los tratamientos (Figura 5). Los niveles
de amonio aumentaron en todos los microcosmos a los 60 y 120 dias, pero disminuyeron

significativamente después del dia 240, salvo en el suelo con petroleo SP240.

Los tratamientos sin petréleo (S y SM) mostraron mayor concentracion de fésforo, la cual
tuvo poca variacion durante los 240 dias. En los microcosmos con petroleo (SP y SPM) la
concentracion de P fue significativamente mas baja que en los tratamientos sin

contaminacion, y mostraron valores similares durante los 240 dias (Figura 5).

32

—
| —



% M. O

mg kgt

20
18
16
14
12
10

o N B O

7 14 30 60 120 240
Dias

Amonio

mg kg

Nitratos

Dias

Fosforo

240

Dias

240

—m—SP
—he—SM

SPM
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Hidrocarburos totales

Se produjo una mayor degradacion de hidrocarburos totales en los microcosmos con M.
sativa (95%) que en los microcosmos SP (81%) después de 240 dias. Después de 7 dias los
tratamientos con petroleo tuvieron una disminucion del 45% en SPM y 41% en los
tratamientos SP. Sin embargo, en los dias 30, 60 y 120 hubo fluctuaciones, aumentando y
disminuyendo la concentracion de hidrocarburos totales en ambos tratamientos (SP y SPM)

(Figura 6).

160 T
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Figura 6. Hidrocarburos totales del petréleo TPH. Suelo contaminado (SP); suelo contaminado sembrado con M.
sativa (SPM). 0, 7, 14, 30, 60, 120, 240. Las lineas de desviacion estandar se muestran en la parte superior de las
barras, cada barra representa la media de 3 réplicas
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Los hidrocarburos identificados en los tratamientos SP y SPM fueron compuestos de 12 a 26
carbonos (C12-C26). En el tratamiento con SPM, todos los compuestos se redujeron
significativamente después del séptimo dia (P<0.01), mientras que en el tratamiento SP sélo
los compuestos C14 a C22 tuvieron una reduccion significativa (P<0.01) después de 7 dias.
Sin embargo, los compuestos de C15 a C26 aumentaron sus cantidades significativamente en
el dia 30 en ambos tratamientos. Después de 60 dias, todos los compuestos tuvieron una
reduccidn significativa respecto al dia 30 y en el dia 120 nuevamente incrementaron (Figura

7).
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Biomasa de Medicago sativa

Durante el estudio, se increment6 la biomasa de las plantas tanto en los tratamientos no
contaminados como en los contaminados. En ambos tratamientos las plantas de M. sativa
incrementaron su tamafio continuamente durante los 240 dias. Sin embargo, en las plantas
crecidas en suelo con petrdleo el crecimiento fue menor que el de las plantas en el suelo libre
de petroleo. Durante los primeros 30 dias, las plantulas fueron muy pequefias por lo que la
biomasa no se dividi6 en tallo, raiz y hojas, sino que se pesoé la biomasa total. A partir del dia
30 la biomasa en los tratamientos sin petr6leo incrementd significativamente (P<0.01) casi
al doble (Figura 8A). Del dia 60 al 240, se cuantifico la biomasa de hojas, tallos y raices, las
cuales fueron mucho mas grandes en los tratamientos sin petréleo. En cuanto a los
tratamientos con petrdleo, las raices fueron las que incrementaron més su biomasa del dia 60

a 240 (Figura 8B).
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Hojas (H). Suelo sembrado con M. sativa (SM); suelo contaminado sembrado con M. sativa
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Cabe recalcar que las plantas de los tratamientos con petréleo después de 30 dias empezaron
a tornarse amarillentas, ademas de que las raices fueron mas gruesas respecto a las que
crecieron en suelo libre de petréleo; ademas, se observaron nddulos en raices de plantas en
los microcosmos sin petroleo en el dia 30, y en los microcosmos con petroleo se observaron

hasta los 60 dias (Figura 9).

SPM 7 dias SM 30 dias SPM 30 dias

SM 120 dias SPM 120 dias

e

Figura 9. Medicago sativa en diferentes dias. Suelo sembrado con M. sativa (SM); suelo contaminado
sembrado con M. sativa (SPM). 0, 7, 14, 30, 60, 120, 240 dias.
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Estructura de la comunidad de ciliados y flagelados

Se identificaron 91 especies de ciliados y flagelados durante todo el estudio, los cuales
pertenecen a 58 géneros y 36 familias. Los flagelados con méas abundancia fueron Bodo,
Cercomonas, Heteromita, Neobodo y Spumella-like. Los ciliados con mayor frecuencia

fueron Colpoda, Cyrtolophosis, Tetrahymena y Trithigmostoma (Tabla 2).

Solo 3 especies de protozoos sobrevivieron 24 h después del pulso de contaminacion:
Colpoda steinii, Spumella dangerardii y Spumella socialis (tiempo SP 0), mientras que en el

suelo control (S) se encontraron 14 especies a las 24 horas (Figura 10A).
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La riqueza de especies incremento a través de los primeros dias, en todos los tratamientos.
La mayor riqueza de especies se alcanzo en el control a los 30 dias, mientras que en los
tratamientos suelo con petrdleo (SP) y suelo con M. sativa (SM), el maximo nimero de
especies se registro en el dia 60. En cuanto al tratamiento suelo con petroleo y M. sativa
(SPM) el numero méaximo de especies se registrd en los 30 dias y se mantuvo hasta al dia 60
(Figura 10A). La abundancia de especies mostré una tendencia muy similar a la riqueza de
especies en los tratamientos S, SM y SPM, en tanto que en SP la maxima abundancia de
especies se encontrd6 en el dia 30 (Figura 10B). La abundancia de especies fue
significativamente diferente (P< 0.01) entre el suelo control respecto a los tratamientos SP,
SMy SPM. En el tratamiento control, la riqueza y abundancia de especies disminuy6 después

del dia 60 (Figura 10B).

Los microcosmos del suelo control (S) acumularon 56 especies durante los 240 dias, las
cuales pertenecieron a 37 géneros. Estos microcosmos tuvieron la menor abundancia de
especies donde Bodo saltans, Colpoda steinii, Spumella cylindrica y Spumella dangeardii

fueron los flagelados y ciliados mas abundantes.

Los microcosmos de suelo con petréleo (SP) presentaron 56 especies durante los 240 dias,
pertenecientes a 33 géneros, si bien acumularon la misma cantidad de especies que el control,
tuvieron mayor abundancia de individuos por especie. Las especies mas abundantes fueron
Neobodo caudatus, Cercomonas spl., Colpoda cucullus, Colpoda inflata, Colpoda steinii,
Heteromita sp., Protaspis gemmifera, Spumella cylindrica, Spumella dangeardii, Spumella

socialis y Platyoprya sp2.

Los microcosmos de suelo plantado (SM) acumularon la mayor riqueza de especies durante

los 240 dias. Las 68 especies detectadas en este tratamiento se agruparon en 46 géneros. Por
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otro lado, Neobodo caudatus, Colpoda cucullus, Colpoda steinii, Goniomonas truncata,
Spumella cylindrica, Spumella dangeardii, Spumella socialis y Trithigmosoma sp., fueron

los mas abundantes.

35 —+ A

Riqueza de especies

} Il } i i J Il } ol i sl
o | ?|14|3utsﬂ|1211|244 7 |14 |30|e0j120240 | 7 |14|30|s0 120240
5P

M SPM

160 — B
140 +
120 +

100 +— _

Abundancia de especies

5 5P

Figura 10 A) Riqueza de especies de ciliados y flagelados detectada en microcosmos a lo largo de 240 dias. B)
Abundancia de especies de ciliados y flagelados. Grupo control (S); suelo contaminado (SP); suelo sembrado con
M. sativa (SM); suelo contaminado sembrado con M. sativa (SPM). 0, 7, 14, 30, 60, 120, 240 dias
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Los microcosmos de suelo contaminando plantado (SPM) fueron los segundos en riqueza de
especies (64 especies) durante los 240 dias, las cuales se agrupan en 38 géneros. Las especies
mas abundantes fueron Neobodo caudatus, Cercomonas spl., Colpoda cucullus, Colpoda

inflata, Colpoda steinni, Spumella cylindrica, Spumella dangeardii, y Spumella socialis.

Algunas especies se encontraron exclusivamente en los tratamientos sin petréleo (S 'y SM)
como: Amphisiella sp., Blepharisma sp., Coleps sp., Euplotes sp., Monosiga ovata,
Phalansterium solitarium, Plagiopyla sp. y Urotricha sp. En tanto que Astylozoon sp.,
Metakinetoplastina sp3., Mastigamoeba sp., Protaspis gemmifera, Gonostomum sp2. y
Tetrahymena sp2. estuvieron presentes en los tratamientos con petroleo (SP y SPM).
Ademas, las especies Halteria sp., Leptophrarynx sp., Cercomonas sp5., Gonostomum sp1.,
Trachelophyllum sp. y Trachelostyla sp., solo se registraron en los tratamientos con planta

(SMy SPM).

Los ciliados y flagelados con mayor abundancia en todos los microcosmos fueron Bodo,
Cercomonas, Colpoda, Neobodo y Spumella-like, estos organismos dominaron en los
microcosmos SP y SPM en los primeros 30 dias, representando el 75y 70% respectivamente;
en contraste, en los microcosmos S 'y SM solo representaron el 53 y 56 % de la comunidad,
respectivamente. A partir del dia 60, la abundancia de estos ciliados y flagelados disminuyé
en los tratamientos con petroleo y representaron la mayor parte de la comunidad en el suelo

control a partir del dia 120 (Figura 11).
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Figura 11. Géneros de ciliados y flagelados mas comunes en todos los microcosmos. Grupo control (S); suelo
contaminado (SP); suelo sembrado con M. sativa (SM); suelo contaminado sembrado con M. sativa (SPM). 0,

7,14, 30, 60, 120, 240 dias

Similitud entre las comunidades de ciliados y flagelados

El analisis de similitud de las comunidades de ciliados y flagelados muestra que los
tratamientos con petroleo (SP y SPM) comparten 70% de similitud durante los 240 dias;
mientras que los tratamientos sin petréleo (S14, S30, SM14 y SM30) mostraron menor
similitud (65%). En el resto de los tratamientos se observo una agrupacion escalonada. La
comunidad de ciliados y flagelados en SO (suelo 24 h después de la instalacion de los
microcosmos) compartié menos del 20% de similitud con el resto de los tratamientos. El
fuerte pulso de contaminacion del petr6leo provoc6 que SPO (suelo + hidrocarburos 24 h
después de la instalacion de los microcosmos) mostrara una comunidad que se identifico

como un grupo totalmente externo (Figura 12).
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Distance (Objective Function)
472 _ 17E-01 156400 226400 . 296400

Information Remaining (%)
50

Figura 12. Anélisis de similitud de la comunidad de ciliados y flagelados. Grupo control (S); suelo contaminado
(SP); suelo sembrado con M. sativa (SM); suelo contaminado sembrado con M. sativa (SPM). 0, 7, 14, 30, 60,
120, 240 dias. En los rectangulos con color se muestra la agrupacién de los tratamientos con més del 60% de
similitud

indices de diversidad

El indice de diversidad de Shannon (H’) aumentd con el tiempo. En el momento 0, la
diversidad fue apreciablemente mayor en el tratamiento de control que en el tratamiento de
SP. Sin embargo, la diversidad se acerco a valores similares en todos los tratamientos a los
7,14, 30y 60 dias, siendo el suelo con petroleo sembrado con M. sativa el méas diverso, tanto
alos 30 como a los 60 dias (H'=3.31). En el control (S) en los dias 120 y 240, la diversidad
disminuyo significativamente (P < 0.01) respecto al resto de los tratamientos SP, SM y SPM.
El indice de diversidad de Simpson (1 / D) mostré valores crecientes de diversidad durante

los primeros 30 dias en los tratamientos sin petroleo (S y SM), a partir de los 60 dias
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disminuyeron significativamente, mientras que la diversidad en los tratamientos con petréleo
(SP y SPM) mostrd valores crecientes hasta los 60 dias, posterior a eso la diversidad también

disminuyé (Tabla 3).

Tabla 3. Indices de diversidad. Grupo control (S), suelo

contaminado no plantado (SP); suelo plantado con M. sativa (SM)

suelo contaminado sembrado con M. sativa (SPM). 0, 7, 14, 30,
240 dias.

60, 120

o
~

w

2.55 2.93 3.18 2.79 2.41 2.30
2.75 3.01 3.21 3.06 3.03
3.02 3.06 3.11 2.95 2.80
2.8 3.31 3.31 3.25 3.03

=R
o
=

o

1111 11.26 1638 20.50 13.16 18.09 9.15

2.67 1266 1408 17.71 21.68 18.07 18.24
13.16 2112 21.49 18.39 14.17 13.56
13.37 1451 2338 23.81 24.33 17.39

Grupos troficos

Se registraron 7 grupos troficos en todo el estudio: bacterivoros (B), osmétrofos (Os),
omnivoros (O), los que se alimentan de otros protozoos- depredadores (D), autétrofos (Au),
fungivoros-bacterivoros (FB) y alguivoros (Al). Todos los grupos tréficos estuvieron
representados por mas de una especie. Los bacterivoros fueron los Unicos con presencia en
todos los tratamientos durante los 240 dias, mostrando también la mayor riqueza de especies.
La abundancia de bacterivoros fue méas alta en los microcosmos SPM, seguida en orden

descendente por SP, SMy S (Figura 13). Los microcosmos plantados con M. sativa (SPM 'y




SM) tuvieron mayor riqueza de bacterivoros. Dentro de este grupo tréfico, los géneros mas

comunes fueron Bodo, Cercomonas, Goniomonas, Monosiga, Neobodo, Spumella-like,

(flagelados), Colpoda, Cyclidium, Cyrtolophosis y Tetrahymena (ciliados).

Abundancia de bacterivoros

140

120 +

100 +

80 -

60 -

40 -

20 A

0|7 |14|30|60[12 2401 Ioi7‘14i30ieof120iz4oi |
S sP

Figura 13. Abundancia de ciliados y flagelados bacterivoros. Grupo control (S); suelo contaminado (SP); suelo
sembrado con M. sativa (SM); suelo contaminado sembrado con M. sativa (SPM). 0, 7, 14, 30, 60, 120, 240 dias

El grupo osmétrofo (Os) estuvo representado por euglénidos del género Astasia y clorofitas

del género Polytoma, hubo més frecuencia de estos géneros en los tratamientos con petréleo

(SP y SPM). El grupo omnivoro (O) estuvieron presentes en los microcosmos sin petréleo

después de 7 dias mientras que en los microcosmos con petroleo estuvieron despues de 14

dias. Los omnivoros estuvieron representados por los géneros de ciliados Astylozoon, Coleps,

Euplotes, Holophrya, Uroleptus, Urostyla y Vorticella. Los depredadores (D) estuvieron

representados por los generos de ciliados Amphileptus, Blepharisma, Dileptus, Litonotus,

53

—
| —



Sphatidium y Trachelophyllum y euglénidos del género Peranema. Los depredadores fueron
mas comunes en los microcosmos SM durante todo el estudio. Los autotrofos (Au) estuvieron
presentes en todos los microcosmos, pero fueron mas frecuentes en los microcosmos SM, en
los tratamientos SPM tuvieron presencia después de 30 dias, los autétrofos estuvieron
representados por los géneros de clorofitas Chlamydomonas y Haematococcus, ademas de
euglénidos del género Trachelomonas. El grupo fungivoro-bacterivoro estuvo representado
por ciliados del genero Platyoprya, estuvieron presentes en todos los tratamientos, en los
microcosmos contaminados (SP y SPM) aparecieron después de 14 dias y fueron mas
abundantes que en los tratamientos libres de contaminacién (S y SM). El grupo alguivoro
(Al) estuvo representado por ciliados de los géneros Trithigmostoma y Urotricha, en los
microcosmos sin contaminar S y SM fueron mas abundantes. En los microcosmos con

petrdleo solo se encontro el género Trithigmostoma.

El impacto de la contaminacion por petréleo sobre la estructura tréfica de ciliados y
flagelados fue fuerte en los primeros 30 dias. A partir de que solo existian especies
bacterivoras (SP) 24 h después de la contaminacion, en los siguientes 7 dias se detectaron
osmétrofos y bacterivoros-fungivoros. Los osmotrofos y omnivoros fueron muy activos 2
semanas después del pulso de contaminacion. El efecto de la planta sobre la estructura de
grupos tréficos fue evidente al mostrar 5 de los 6 grupos tréficos después de 30 dias de
contaminacion, en comparacion con los microcosmos SP que tuvieron los mismos 3 grupos
troficos desde el dia 14 al 30. Fue hasta el dia 60 donde se presentaron los 6 grupos troficos,
incluso hubo mas grupos troficos que en los otros tratamientos a los 60 dias (Figura 14). En
los microcosmos sin petréleo (S y SM) hubo mayor numero de grupos tréficos en los

primeros 30 dias, aunque disminuy6 el nimero y la abundancia de los grupos tréficos en los
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microcosmos S después de 60 dias, a diferencia de los microcosmos SM en donde solo se
redujo la abundancia de grupos troficos, pero se mantuvo el nimero de individuos.
Particularmente los alguivoros aparecieron desde el dia 7 en el control, a partir del dia 14 se
presentaron en el SM, en el dia 30 se encontraron en el SPM y finalmente, aparecieron en el

tratamiento SP hasta el dia 60.
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Figura 14. Abundancia de grupos troficos de la comunidad de ciliados y flagelados detectados en los microcosmos durante 240
dias. Grupo control (S); suelo contaminado (SP); suelo sembrado con M. sativa (SM); suelo contaminado sembrado con M.
sativa (SPM). 0, 7, 14, 30, 60, 120, 240 dias. Osmotrofos, omnivoros, fungivoros-bacterivoros, depredadores, autétrofos y
alguivoros
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Numero de Unidades formadoras de colonia de bacterias (UFC)

En el tiempo 0, la cantidad de unidades formadoras de colonias fue mayor en el suelo control
en comparacion con el tratamiento SP, siete dias después hubo una disminucion significativa
(P<0.01) en el nimero de UFC en el tratamiento SP en comparacion con los demés
tratamientos (Figura 15). Los nimeros de UFC fueron muy similares entre los microcosmos
sin petroleo S 'y SM. En comparacion con los tratamientos con petroleo que en los primeros
siete dias arrojaron menores cantidades, pero después del dia 30 se fueron recuperando y

tuvieron un incremento significativo (P< 0.01) del nimero de UFC en el dia 240 (Figura 15).
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Figura 15. Numero de unidades formadoras de colonia UFC por gramo de suelos. Cada barra representa la media de
3 réplicas con error estandar. Grupo control (S); suelo contaminado (SP); suelo sembrado con M. sativa (SM); suelo
contaminado sembrado con M. sativa (SPM). 0, 7, 14, 30, 60, 120, 240 dias

57

—
| —



DGGE de la comunidad de bacterias vy ciliados

Los perfiles de DGGE de bacterias presentaron patrones de bandas distintos, se encontraron
un total de 57 bandas en todos los microcosmos, de las cuales solo 5 estuvieron presentes en
todos los tratamientos. El dendograma de similitud de la comunidad de bacterias muestra dos
agrupaciones, la primera con el 50% de parecido se agrupan los tratamientos SM y SPM de
7 dias y SO. En la segunda agrupacion con mas de 50% de parecido, esta la mayoria de los

tratamientos del dia 14 a 240 dias (Figura 16).
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Figura 16. Perfiles de DGGE de la comunidad de bacterias. Andlisis de similitud de presencia-ausencia de
bandas de los perfiles de DGGE de la comunidad de bacterias. Grupo control (S); suelo contaminado (SP);
suelo sembrado con M. sativa (SM); suelo contaminado sembrado con M. sativa (SPM). 0, 7, 14, 30, 60, 120,
240 dias. En los rectangulos con color se muestra la agrupacion de los tratamientos con méas del 50% de
similitud




Con base en los rangos ponderados de riqueza (Rr) de las bandas de los geles de DGGE de
la comunidad de bacterias todos los tratamientos durante los 240 dias presentaron una
diversidad de bacterias alta, debido a que los valores de Rr fueron superiores a 30 (Marzorati
et al. 2008). A los 7 dias, los valores de Rr fueron mas bajos en los tratamientos con petréleo
(SP y SPM) que en los tratamientos no contaminados (S y SM). Después de 14 dias, los
valores de Rr incrementaron significativamente (P < 0.01) en todos los tratamientos; a los 14

dias, el tratamiento SPM present6 mayor diversidad de bacterias Rr = 240 (Tabla 4).

Tabla 4. Riqueza ponderada por rango (Rr) de bacterias. Grupo control (S), suelo contaminado
(SP); suelo plantado con M. sativa (SM); suelo contaminado sembrado con M. sativa (SPM). 0, 7, 14,
30, 60, 120, 240 dias

Dias 0 7 14 30 60 120 240
S 66.15 48.6 194.4 144.15 194.4 135 126.15
SP 48.6 33.75 126.15 173.4 173.4 101.4 135
SM 79.35 216.6 101.4 93.75 93.75 126.15
SPM 66.15 240 173.4 135 109.35 163.35

En los perfiles de DGGE de ciliados se tuvieron patrones de bandas distintos en los diferentes
tratamientos, se encontraron un total de 37 bandas y solo 2 bandas estuvieron presentes en
todos los tratamientos. El dendograma de la comunidad de ciliados muestra cuatro
agrupaciones, éstas se dieron por el tiempo, independientemente de los tratamientos, y se
identifica la agrupacion de los microcosmos de 0 a 7 dias, 14 dias, de 30 a 120, y de 240 dias
(Figura 17). La banda de los perfiles de DGGE que correspondio a Colpoda sp., coincidio
con el patron de banda del cultivo de Colpoda sp., el cual fue detectado en todos los perfiles

de DGGE de todos los tratamientos.
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Figura 17. Perfiles de DGGE de la comunidad de ciliados. Analisis de similitud de presencia-ausencia de bandas de
los perfiles de DGGE de la comunidad de ciliados. Grupo control (S); suelo contaminado (SP); suelo sembrado con
M. sativa (SM); suelo contaminado sembrado con M. sativa (SPM). 0, 7, 14, 30, 60, 120, 240 dias. En los
rectangulos con color se muestra la agrupacién de los tratamientos con méas del 50% de similitud

La comunidad de ciliados en los microcosmos S y SM presentaron riqueza ponderada (Rr)
de rango medio (valores intermedios entre 10 y 30) durante los 240 dias, excepto en S a los
60 dias que presento valores altos de Rr = 33.75. Aunque en estos dos tratamientos la riqueza
ponderada estuvo en rango medio, la riqueza en SM fue mayor a 25 en los dias 30, 60 y 240.
La comunidad de ciliados de los microcosmos contaminados SP tuvo valores intermedios de
Rr, solo en el dia 7 presento valores altos Rr = 33.75. Mientras que la comunidad de ciliados

de los microcosmos SPM a los 30, 120 y 240 dias mostro valores altos Rr = 33.75 (Tabla 5).
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Tabla 5. Riqueza ponderada por rango (Rr) de ciliados. Grupo control (S), suelo contaminado (SP);
suelo plantado con M. sativa (SM); suelo contaminado sembrado con M. sativa (SPM). 0, 7, 14, 30,
60, 120, 240 dias

Dias 0 7 14 30 60 120 240
S 12.15 12.15 15 15 33.75 21.6 15
SP 12.15 33.75 18.15 29.4 29.4 25.35 25.35
SM 18.15 21.6 25.35 29.4 18.15 25.35
SPM 15 25.35 33.75 29.4 33.75 33.75

El analisis de ventana corrediza (MWA) se realizd para observar los cambios de la
comunidad de bacterias y de ciliados a los largo de tiempo en todos los microcosmos de los
diferentes tratamientos, este analisis mostrd que en la comunidad de bacterias en promedio
los microcosmos SM fluctuaron mas, por lo tanto tuvieron mayor tasa de cambio 87.15 +
14.75 y los microcosmos control fueron los que cambiaron menos At 62.39 + 9.36, en estos
ultimos se mantuvo en promedio el 50% de la comunidad a lo largo del tiempo, en tanto que
en los microcosmos SP, SPM y SM la permanencia de la comunidad fue mas baja (Figura
18).

El andlisis de ventana corrediza (MWA) de la comunidad de ciliados mostré que los
microcosmos SP tuvieron la mayor tasa de cambio At 75.86 = 15.96, mientras que en los
microcosmos control tuvieron la menor tasa de cambio 66.01 + 19.23, en estos se observd
que la comunidad de ciliados se mantuvo en promedio el 60%, en los microcosmos SM, SPM

y SP la permanencia de la comunidad de ciliados fue mucho més baja (Figura 19).
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Secuencias

Se cortaron 132 bandas de los geles de DGGE de bacterias, de las cuales solo 52 se pudieron
amplificar y secuenciar, de éstas solo 30 tuvieron algin grado de similitud con el dominio
bacteria en la base de datos del GenBank. Las secuencias tuvieron un tamafo de 450 a 650
pb, estas secuencias pertenecieron a 5 Phyla: Acidobacteria (20%), Actinobacteria (17%),
Bacteroidetes (27%), Firmicutes (3%) y Proteobacteria (33%) (Figura 20). Algunos de los
géneros que representaron a estos Phyla fueron Burkholderia, Chryseolinea, Luteitalea,

Steroidobacter, Streptomyces y Vicinamibacter (Tabla 6).
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Figura 20. Arbol filogenético construido con las secuencias de bacterias del gen 16S rRNA y secuencias del
GENBANK construidas mediante el método Neighbor-joining

Tabla 6. Identidades de bacterias detectados mediante la secuenciacion de las bandas de los

perfiles de DGGE

Secuencia | Afiliacién grupo % % Coincidencia a grupo mas cercano
taxonomico (Filo, clase) Cobertura | lIdentidad | y No. De acceso

4b Acidobacteria; 62 84.64 Luteitalea pratensis NR_156918
Vicinamibacteria 68 82.04 Vicinamibacter silvestris

NR_151905

8b Proteobacteria; 28 74.03 Acidovorax monticola NR_164911
Betaproteobacteria 28 74.03 Mitsuaria noduli NR 159302

17b Actinobacteria; 81 76.05 Pseudarthrobacter
Micrococcales phenanthrenivorans NR_074770
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81 76.05 Arthrobacter humicola NR_041546
18b Bacteroidetes; Cytophagia 77 75.2 Chryseolinea serpens NR_108511
70 73.14 Cesiribacter andamanensis
NR_116974
64b Actinobacteria; 14 72.84 Phycicoccus cremeus NR_116717
Micrococcales
65b Proteobacteria; 89 83.06 Burkholderia catarinensis
Betaproteobacteria NR_153664
89 81.79 Paraburkholderia sacchari
NR_025097
74b Acidobacteria; 84 77.68 Vicinamibacter silvestris
Vicinamibacteria NR_151905
84 77.13 Luteitalea pratensis NR_156918
81b Proteobacteria; 99 71.76 Steroidobacter agariperforans
Gammaproteobacteria NR_134189
98 71.13 Povalibacter uvarum NR_126172
88b Proteobacteria; 73 80.88 Luteimonas terrae NR_149233
Gammaproteobacteria 73 80.62 Lysobacter tolerans NR_148853
93b Proteobacteria; 68 75 Burkholderia catarinensis
Betaproteobacteria NR_153664
68 75 Caballeronia telluris NR_125559
94b Acidobacteria; 60 85.98 Luteitalea pratensis NR_156918
Vicinamibacteria 64 84.24 Vicinamibacter silvestris
NR_151905
98b Proteobacteria; 94 72.76 Sphingobium chungangianum
Alphaproteobacteria NR_164968
94 72.76 Sphingobium mellinum NR_133859
99b Acidobacteria; 68 80.95 Vicinamibacter silvestris
Vicinamibacteria NR_151905
68 80.28 Luteitalea pratensis NR_156918
100b Bacteroidetes; Chitinophagia 26 74.83 Filimonas aquilariae NR_157994
26 74.15 Deminuibacter soli NR_173512
101b Acidobacteria; 65 87.64 Luteitalea pratensis NR_156918
Vicinamibacteria 65 87.36 Vicinamibacter silvestris
NR 151905
105b Bacteroidetes; Chitinophagia 86 77.74 Flavitalea flava NR_164923
86 77.36 Terrimonas terrae NR_157715
107b Acidobacteria; 60 83.43 Luteitalea pratensis NR_156918
Vicinamibacteria 60 82.53 Vicinamibacter silvestris
NR_151905
108b Proteobacteria; 86 78.45 Ramlibacter monticola NR_159166
Betaproteobacteria 86 78.09 Aquabacterium olei NR_137381
111b Proteobacteria; 28 74.75 Cupriavidus plantarum NR_109160
Betaproteobacteria 23 74.75 Cupriavidus oxalaticus NR_117018
113b Actinobacteria; 98 96.02 Streptomyces andamanensis
Streptomycetales NR_149230
98 95.69 Streptomyces monticola
NR 164930
117b Firmicutes; Clostridia 43 70.25 Novibacillus thermophilus
NR_136797
43 70.12 Desulfofundulus kuznetsovii
NR_075068
119b Actinobacteria; 12 83.87 Streptomyces erringtonii
Streptomycetales NR_108855
17 76.92 Streptomyces cerasinus NR_158072
( ]
L %)




120b Bacteroidetes; Cytophagia 44 70.32 Hymenobacter persicinus
NR_164953
44 68.35 Hymenobacter crusticola
NR 171441
121b Proteobacteria; 95 70.14 Steroidobacter agariperforans
Gammaproteobacteria NR_134189
78 71.37 Steroidobacter sp NR_170506
124b Bacteroidetes; Cytophagia 28 73.47 Pontibacter ruber NR_133823
22 75.63 Dyadobacter psychrotolerans
NR_170487
127b Proteobacteria; 74 78.54 Lysobacter tolerans NR_148853
Gammaproteobacteria 74 78.28 Luteimonas terrae NR_ 149233
128b Actinobacteria; 32 76 Dactylosporangium sucinum
Micromonosporales NR_145935
32 76 Dactylosporangium tropicum
NR 112813
129b Bacteroidetes; Chitinophagia 25 77.78 Edaphocola flava NR_165730
77.78 Edaphocola aurantiacus
NR_173598
130b Bacteroidetes; Cytophagia 82 75.08 Chryseolinea soli NR_165708
82 75.08 Chryseolinea serpens NR 108511
132b Bacteroidetes; Cytophagia 70 74.61 Chryseolinea serpens NR_108511
70 74.61 Chryseolinea soli NR_165708

Se cortaron 93 bandas de los geles de DGGE de ciliados, de las cuales solo 34 se pudieron

amplificar y secuenciar, de estas solo 12 tuvieron algun grado de similitud con ciliados en la

base de datos del GenBank. Las secuencias tuvieron un tamafio de 400 a 650 pb, estas

secuencias correspondieron a las familias Amphisiellidae (25%), Colpodidae (8%),

Gonostomatidae (18%) y Oxytrichidae (50%) (Figura 21). Algunos de los géneros que

representaron estas familias fueron Colpoda, Gonostomum, Lamtostyla, Oxytricha,

Uroleptoides, Urosoma (Tabla 7).
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Figura 21. Arbol filogenético construido con las secuencias de ciliados del gen 18S rRNA y secuencias
del GENBANK construidas mediante el método Neighbor-joining




Tabla 7.

Identidades de ciliados detectados mediante la secuenciacion de las bandas de los
perfiles de DGGE

Secuencia | Afiliacién grupo taxondmico % % Coincidencia a grupo mas
(Orden, Familia) Cobertura Identidad | cercanoy No. De acceso
5c Colpodida; Colpodidae 97 98.73 Colpoda sp. MK801290
97 98.73 Colpoda inflata KJ607917
11c Sporadotrichida; Oxytrichidae 97 96.99 Hemiurosomoida warreni
MT448250
97 96.99 Rigidohymena inquieta
KY968739
12¢c Stichotrichida; Amphisiellidae 95 93.31 Lamtostyla salina KX641150
95 93.31 Uroleptoides salina
MW035913
15¢ Stichotrichida; Amphisiellidae 60 98.23 Lamtostyla ovalis KP266625
60 98.23 Stichotrichida sp. MN472864
24c Sporadotrichida; 94 98.54 Metagonostomum
Gonostomatidae gonostomoida MT247895
94 98.54 Gonostomum kuehnelti
MF445660
32¢c Sporadotrichida; Oxytrichidae 97 79.41 Urosoma emarginata
MH393887
97 79.41 Oxytricha sp. MK039735
34c Sporadotrichida; 96 88.64 Gonostomum kuehnelti
Gonostomatidae MF445660
96 88.64 Metagonostomum
gonostomoida MT247895
36¢ Sporadotrichida; Oxytrichidae 92 83.16 Urosoma salmastra
MH393884
92 83.16 Uroleptoides longiseries
MH143251
48¢c Sporadotrichida; Oxytrichidae 98 98.54 Urosoma emarginata
MH393887
98 98.54 Parabistichella dieckmanni
MN994505
58c Stichotrichida; Amphisiellidae 90 93.82 Uroleptoides longiseries
MH143251
90 93.82 Lamtostyla ovalis KP266625
60c Sporadotrichida; Oxytrichidae 96 97.58 Hemiurosomoida warreni
MT448250
96 97.58 Oxytricha lithofera
MT364897
84c Sporadotrichida; Oxytrichidae 96 88.50 Pseudogastrostyla sp.
MH051840
96 88.50 Heterogastrostyla salina
MT739409
( ]
L %)




Analisis de correlacion

El andlisis de correlacidén candnica muestra que la materia orgénica y los hidrocarburos
totales son los principales factores que influyeron en la respuesta de la comunidad de
ciliados y flagelados, estos explicaron el 32.6% de la varianza, el fosforo disponible explico
el 21.6% de la varianza, los nitrato y amonio explicaron el 13.9%. La correlacion del
entorno de las especies para los tres ejes fue 96%, lo que sugiere que la comunidad

microbiana estaba fuertemente correlacionada con estos factores ambientales (Figura 22).
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Figura 22. Biplot del andlisis de correlacion canonica (CCA) que muestra la distribucion
de especies de ciliados y flagelados con los factores ambientales. Grupo control (S); suelo
contaminado (SP); suelo sembrado con M. sativa (SM); suelo contaminado sembrado con
M. sativa (SPM). 0, 7, 14, 30, 60, 120, 240 dias. Materia organica (M.O), Hidrocar
(hidrocarburos totales), FO (Fésforo disponible)
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DISCUSION

Parametros del suelo

Uno de los efectos del petroleo en el suelo fue el aumento significativo de MO en los
microcosmos contaminados, ademas de otros cambios en sus caracteristicas fisicas y
quimicas (Alrumman et al. 2015). El incremento de MO cambi6 la relacion C/N debido al
exceso de carbono del petréleo; con este tipo de cambios en los nutrimentos del suelo, los
microorganismos tienden a inmovilizar el N por mas tiempo (Deni y Penninckx 1999; Xuy
Johnson 1997).

En suelos contaminados con petrleo también se ha observado una disminucién en las
bacterias nitrificantes (Deni y Penninckx 1999; Urakawa et al. 2019), esto también podria
explicar las oscilaciones en la cantidad de nitrato que se observan en los microcosmos durante
los 240 dias, es decir, el incremento en la concentracion durante los primeros 30 dias y la
posterior disminucion, podria estar correlacionada con los cambios en las bacterias de este
grupo en los diferentes microcosmos. El desequilibrio de nutrientes causado por el exceso de
C también provoca la baja disponibilidad de nutrientes en los suelos con petréleo (Jajoo et
al. 2014), esto explica la reduccion significativa del fosforo disponible durante los 240 dias
en los microcosmos con petréleo. Sin embargo, las oscilaciones del fosforo disponible fueron
mas pequefias que las observadas en el nitrdgeno. Lo anterior puede deberse a que todos los
organismos contienen fosforo, pero solo algunos grupos pueden fijar nitrogeno, de ahi la
mayor oscilacion en el contenido de este nutrimento en el suelo. Todas estas limitaciones de
nutrientes provocan tension en las comunidades microbianas del suelo, lo que lleva a cambios

en la composicion de las especies (Zhang et al. 2018).
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Degradacion de hidrocarburos

La concentracion de hidrocarburos totales disminuy6 después de 7 dias, esto puede deberse
a varios fenémenos como la fotodegradacion, la evaporacion y la biodegradacion; los dos
primeros operan inmediatamente después de la contaminacion del suelo (Maliszewska-
Kordybach 2005).

La participacion de las plantas en la eliminacion de contaminantes del suelo ha sido reportada
ampliamente en estudios de fitorremediacion. Medicago sativa participa en la reduccién de
los hidrocarburos entre el 80 y 95% (Muratova et al. 2010; Peng et al. 2009; Phillips et al.
2012; Rezek et al. 2008; Wei et al. 2017). En este trabajo después de 240 dias los tratamientos
con M. sativa el petréleo disminuyo 95%. El efecto positivo de M. sativa en la degradacién
de hidrocarburos se atribuye principalmente al incremento de la actividad bacteriana
alrededor de las raices, lo que lleva a una mayor transformacion y mineralizacion de los
hidrocarburos (Muratova et al. 2003b; Muratova et al. 2010; Wei et al. 2017). Ademas de la
actividad bacteriana alrededor de las raices, las peroxidasas secretadas por M. sativa también
ayudan a la degradacién de hidrocarburos (Muratova et al. 2015; Dubrovskaya et al. 2017).
Hubo un incremento de la concentracion de hidrocarburos de 13 a 26 carbonos (C13 a C26)
después de 30 dias en ambos tratamientos (SP y SPM). Resultados similares mostraron Lee
et al. (2021) en un suelo contaminado con diésel, la concentracion de hidrocarburos de 16 a
20 carbonos incremento a los 22 y 37 dias. También, Galitskaya et al. (2021) encontraron
que los hidrocarburos de cadena larga (C24 a C40) incrementaron su concentracion después
de 120 dias en 3 tipos de suelo diferentes contaminado con petroleo. Se ha descrito que
bacterias, cianobacterias, hongos y microalgas sintetizan hidrocarburos de 10 a 30 carbonos

(Gennadiev et al. 2015; Ladygina et al. 2006) (Gennadiev et al. 2015; Ladygina et al. 2006).
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Después de 30 dias también hubo un incremento de ciliados y flagelados que se alimentan de
bacterias, hongos y algas. Este incremento de la concentracion de los hidrocarburos de 13 a
26 carbonos podria ser resultado de los hidrocarburos del petroleo més los hidrocarburos que
los microorganismos sintetizan y los que son parte de los propios microorganismos. Como
consecuencia, hay un incremento de la biomasa microbiana después del periodo de
aclimatacion, este aumento de la comunidad microbiana puede explicar parte del aumento de
la cantidad de hidrocarburos totales, ya que la biomasa de bacterias, hongos y microalgas

puede ser una fuente importante de hidrocarburos C10 a C30.

Biomasa de Medicaqgo sativa

Los resultados muestran que las plantas de M. sativa plantadas en el petréleo tuvieron menor
crecimiento y por lo tanto menor biomasa. Los hidrocarburos pueden tener efectos negativos
en las plantas que van desde la reduccién en la germinacion, la inhibicion de la fotosintesis
y de la asimilacion de nutrientes, lo que trae por consecuencia una reduccion significativa en
el crecimiento vegetal (Jajoo et al. 2014; Peng et al. 2009; Shirdam et al. 2008; Tang et al.
2010). Los cambios fisicos y quimicos producidos por los hidrocarburos estan involucrados
en el poco crecimiento de las plantas. Por ejemplo, los cambios fisicos como el menor
potencial hidrico y la menor disponibilidad de oxigeno limitan seriamente el desarrollo
vegetal (Jajoo et al. 2014). Cuando los hidrocarburos recubren las raices, influyen
negativamente en la absorcion de nutrientes y de agua (Xu and Johnson 1997), ademas del
desequilibrio de nutrientes por el aumento del carbono y la toxicidad de los hidrocarburos a
las plantas (Hussain et al. 2019). Todos estos cambios generan una reduccion en la biomasa

de las plantas y también esta relacionada con la disminucion de su fotosintesis, pues a mayor
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concentracion de hidrocarburos en el suelo menor tasa fotosintética (Cartmill et al. 2014; Han
et al. 2016).

El poco crecimiento de M. sativa en suelos contaminados con petréleo ya ha sido descrito.
La concentracion de hidrocarburos esta relacionada con el crecimiento de las plantas, se ha
detectado que entre mayor concentracion de hidrocarburos menor cantidad de biomasa
vegetal (Cartmill et al. 2014; Fan et al. 2008; Minoui et al. 2015; Panchenko et al. 2017). Por
otro lado, se ha observado que M. sativa puede translocar hidrocarburos a diferentes 6rganos
como tallos, hojas y tricomas (Alves et al. 2017; Zuzolo et al. 2021). Ademas del incremento
de bacterias en la zona de raices de las de M. sativa, se ha observado que los tricomas pueden
ayudar a la metabolizacion de los hidrocarburos (Alves et al. 2017). Otro de los efectos
negativos que presentan las plantas crecidas en suelos con petroleo es la disminucién en la
nodulacion, a mayor concentracion de hidrocarburos hay menos nédulos en las raices de
Medicago sativa (Pourbabaee et al. 2021). Esto es causado por varios factores como la baja
disponibilidad de nutrientes como el fosforo (Miguez-Montero et al. 2020), ademas los
hidrocarburos inhiben las sefiales bioquimicas entre bacterias fijadoras de nitrégeno y sus
hospedantes. También, se ha reportado la disminucion en la capacidad de division celular de
la raiz de la planta para formar nddulos, lo que también reduce la fijacion de nitrégeno

(Anderson et al. 2004).

Efecto del petroleo sobre la comunidad de ciliados vy flagelados

El petroleo tuvo varios efectos en la comunidad de ciliados y flagelados: primero, hubo una
simplificacion extrema de esta comunidad inmediatamente después de la adicién de petroleo,

esto causo que se encontraran pocas especies y pocos individuos. Los efectos negativos del
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petrdleo que se han reportado sobre la comunidad de bacterias (Alrumman et al. 2015; Girvan
et al. 2005) también aplican para la comunidad de ciliados y flagelados. La disminucion de
la riqueza de especies y abundancia podria deberse a una combinacion de dos fenémenos: 1)
la muerte de individuos sensibles, y 2) la reduccion de la variedad de fuentes de alimento
debido a la perturbacion (Rykiel 1985; Stoeck y Edgcomb 2010), lo que resultd en la
simplificacion de la comunidad de ciliados y flagelados.

El proceso de recuperacion de los protozoos inicié 7 dias después del pulso de contaminacion,
con un aumento de la riqueza de especies y el nimero de individuos por especie. EI aumento
de individuos se debe a que las bacterias capaces de utilizar hidrocarburos como fuente de
carbono, tienden a adaptarse y multiplicarse rapidamente (Bell et al. 2013; Johnsen et al.
2006), por lo que pueden volverse muy abundantes (Hamamura et al. 2006; Margesin et al.
2003) y atraer o activar protozoos bacterivoros que sobrevivieron a la contaminacion y
comenzar a reestablecer el ciclo de nutrientes.

Se inici6 un cambio sucesional en todos los microcosmos, luego de que la disponibilidad de
agua inicié la activacién de la comunidad de protozoos. Se encontraron unas pocas especies
muy abundantes de ciliados y flagelados durante los primeros dias después de la
contaminacion por petroleo y gradualmente otras especies se fueron integrando a la
comunidad de los microcosmos. Varios estudios han reportado este tipo de sucesion de
protozoos después de un evento de perturbacién, en donde después de la disminucion en la
diversidad de especies esta se recupera gradualmente (Ekelund et al. 2003; Holtze et al. 2003;
Lara et al. 2007b). Los cambios en la comunidad de protozoos fueron mas lentos en los
microcosmos control (S) en comparacion con el microcosmos SP. Respecto a los
microcosmos con planta, la influencia de M. sativa provocd que la sucesion de especies

ocurriera mas rapidamente.
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La presencia de M. sativa tuvo un efecto positivo en la comunidad, ya que mostro la mayor
riqueza de especies en los microcosmos con petroleo plantado con esta leguminosa. Este
efecto se debe al aumento de la actividad microbiana en la zona de la raiz. Por tanto, el
aumento de la diversidad de protozoos es una consecuencia indirecta del efecto de la zona de
raices de M. sativa (Bouwman y Zwart 1994; Cortés-Pérez et al. 2014; Griffiths 1990), ya
que esta planta estimula bacterias heterdtrofas y bacterias que degradan hidrocarburos,
incluidas especies capaces de metabolizar hidrocarburos aromaticos policiclicos (Kirk et al.

2005b; Muratova et al. 2003b).

La simplificacion de la comunidad de ciliados y flagelados debido a la adicion de petroleo
permitid que las especies de los géneros Colpoda, Spumella-like, Bodo, Neobodo y
Cercomonas aumentaran su abundancia. Estos protozoos son los depredadores microbianos
mas comunes y abundantes en los suelos (Domonell et al. 2013; Ekelund y Rgnn 1994;
Foissner 1991b) y los que toleraron un pulso de contaminacion de 50g/kg de petroleo. En
consecuencia, estas especies dominaron la comunidad en los microcosmos con petroleo en
los primeros 14 dias. Estos géneros de protozoos se han vuelto caracteristicos de los suelos
perturbados, incluidos los contaminados por hidrocarburos y metales pesados (Brinch et al.
2002; Ekelund et al. 2003; Holtze et al. 2003). Probablemente estos géneros estén agrupando
especies generalistas con estrategias de supervivencia muy efectivas. Por ejemplo, el ciliado
Colpoda tiene una estrategia que puede generar quistes reproductivos, de los cuales pueden
emerger de 4 a 8 individuos, dependiendo de la especie (Liftenegger et al. 1985). Por otro
lado, la reduccion de la poblacion de especialistas puede permitir que los generalistas se

desarrollen debido a la disminucion de la competencia por los recursos.
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Después de 60 dias, los microcosmos control (S) también presentaron una reduccion de
especies y un incremento en la dominancia de Colpoda, Spumella-like, Bodo, Neobodo y
Cercomonas, esto debido a que no hubo aporte de nutrientes en estos microcosmos y
probablemente la limitacion y la poca variedad de recursos provoco la reduccién de especies

y la dominancia de estos protozoos caracteristicos de suelos perturbados.

Similitud
Las comunidades de ciliados y flagelados fueron mas similares entre los tratamientos con
petroleo sin importar el tiempo, sugiriendo que el petr6leo es un factor importante en la
seleccion de especies. Resultados similares reportd Cortes-Pérez et al. (2014), en donde las
comunidades de amebas son mas parecidas entre los tratamientos con hidrocarburos.
También, Ding et al. (2012) encontré que las comunidades de bacterias en suelos con
hidrocarburos fueron méas similares entre ellas. Entre los microcosmos contaminados y no
contaminados solo fueron similares los microcosmos SPM30 con SM7 compartiendo poco
mas del 55% de informacion, probablemente este parecido se deba al efecto de la M. sativa.
Estos resultados pueden interpretarse como una muestra del tiempo que le toma a la
leguminosa y los microrganismos para sobreponerse a las adversidades ocasionadas por el
petréleo en el suelo. Al grado que la comunidad de protozoos estaba apenas dando muestras
de recuperacion 30 dias después del pulso de contaminacion, probablemente la situacion de

estrés en la planta con petréleo retraso el efecto benéfico de las raices hasta los 30 dias.
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indices de diversidad

La comunidad de ciliados y flagelados se estabilizd debido a la recuperacion de especies
raras, como lo revela el indice de Shannon (H '), y el aumento de la biomasa de las especies
dominantes a lo largo de la construccion de la estructura de la comunidad tuvo lugar en 30
dias, segun lo revelado por el indice de Simpson (1 /D). Este lapso permitié observar el
desarrollo de una estructura comunitaria con especies comunes y raras, y una notoria
disminucion de las especies que dominaron durante los primeros dias posteriores a la
contaminacion. Por el contrario, la diversidad se mantuvo alta en los microcosmos sin
petroleo a lo largo de los primeros 30 dias del experimento, mostrando solo pocas especies
con alta abundancia de individuos. Sin embargo, después de 60 dias la diversidad disminuyo
en los microcosmos control, teniendo menos nimero de especies con mayor dominancia, lo
que ocurrio por el nulo aporte de nutrientes del exterior, al haber menor cantidad de nutrientes
el suelo solo puede mantener pocas especies, a diferencia de los microcosmos SM en donde
gracias a los aportes de la planta permitié mantener mayor cantidad de especies. En los
microcosmos SP la diversidad disminuy6 hasta los 120 dias y en los microcosmos SPM hasta
los 240. También en la comunidad de bacterias se ha reportado la simplificacién de la
comunidad y la disminucion de la uniformidad como consecuencia de la contaminacion por
hidrocarburos (Ding et al. 2012; Gan et al. 2018). Ademas de la disminucion de la abundancia

de bacterias, como la que también se presenta en este trabajo.

Efecto del petroleo sobre los grupos troficos de ciliados y flagelados

La contaminacion por petréleo redujo inmediatamente, el nUmero de especies por grupo

trofico, asi como la variedad de grupos. Sin embargo, el efecto raiz de M. sativa ayudo a la
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recuperacion de todos los grupos tréficos en el suelo después de 30 dias del experimento. El
tiempo de recuperacion de los grupos troficos de protozoos en el presente estudio es muy
similar al que presentan las amebas de vida libre en un suelo contaminado con hexano y
sembrado con M. sativa, que también tardé 30 dias en completar la recuperacion (Cortés-
Pérez et al. 2018).

Los protozoos bacterivoros suelen ser los mas abundantes en todos los suelos (Trap et al.
2016), pero en suelos contaminados con petrdleo, incluso representan mas del 90% de la
comunidad de protozoos (Cortés-Pérez et al. 2014; Laraet al. 2007b). En este trabajo, los
ciliados y flagelados bacterivoros dominaron los tratamientos con petroleo durante los
primeros 14 dias, lo que sugiere que el recambio de la materia organica se esta llevando a
cabo a través de la via bacteriana.

El aumento de la diversidad de bacterivoros después de 14 dias puede estar relacionado con
una creciente diversidad bacteriana en los microcosmos con petroleo durante ese tiempo
(Batani et al. 2016; Saleem et al. 2013; Trap et al. 2016), permitiendo el desarrollo de especies
de ciliados y flagelados bacterivoros previamente inhibidos por el pulso de contaminacion.
Se ha observado que cuando hay mas variedad de presas los depredadores pueden
beneficiarse de una dieta mas equilibrada (Gamfeldt et al. 2005), probablemente la mezcla
de presas satisface mejor sus necesidades nutricionales. Esto también puede favorecer la
diversidad de depredadores, Saleem et al. (2012) encontr6 que la riqueza de depredadores
tuvo un efecto positivo en la produccion de mas depredadores, mientras que la abundancia
de bacterias se redujo significativamente en presencia de multiples depredadores, lo que
indica una explotacién mas fuerte de las presas. Esto potencia una mayor diversidad en el
grupo tréfico bacterivoro que, a su vez, se asocia con un uso mas eficiente de los recursos

(Cardinale et al. 2006).
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Los bacterivoros mas abundantes en los tratamientos del petréleo fueron las especies de
Colpoda, Spumella-like, Bodo, Neobodo y Cercomonas, que son cruciales para la
transformacion de nutrientes de la biomasa bacteriana a otros niveles de la red trofica del
suelo (Ekelund y Rgnn 1994). Estos protozoos fueron probablemente los que facilitaron la
presencia de otras especies de bacterias, al liberar importantes nutrientes ya fijados en las
bacterias resistentes al petréleo.

Algunos grupos troficos de ciliados y flagelados tardaron mas en recuperarse, ya que existe
un umbral de abundancia de presas para alimentarlos. La baja densidad de presas o la
ausencia de sus presas favoritas pueden limitar la capacidad de estas poblaciones de
protozoos para prosperar en un ambiente contaminado (Gast et al. 2009). En consecuencia,
su activacion fisiologica requiere la mejora de las condiciones del suelo lo suficiente como
para que la poblacion de sus presas sea numerosa.

La eliminacion de los grupos troficos por el petroleo permitio rastrear los tiempos en que
estos grupos comenzaron a reorganizarse. Los osmotrofos (Polytoma) se recuperaron una
semana después de la adicion de petroleo; estos flagelados se alimentan de compuestos
organicos disueltos. También el género Astasia (osmotrofos) posiblemente estos flagelados
se alimentan de compuestos de bajo peso molecular facilmente degradables presentes en la
mezcla de hidrocarburos o de compuestos que son producto de la degradacion de
hidrocraburos, razén por la cual proliferaron después de 7 dias en los tratamientos con
petrdleo y en los tratamientos sin petréleo fueron raros.

El grupo fungivoro-bacterivoro (Platyoprya) logré recuperarse en los microcosmos con
petrdleo en los primeros 14 dias. Se ha observado que el petrdleo genera una reduccion en la

diversidad de especies de hongos y favorece el desarrollo de hongos resistentes (Obire y
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Anyanwu 2009). Probablemente, no hubo suficiente biomasa fungica y/o especies de hongos
para sustentar a los fungivoros inmediatamente despues de la contaminacion por petrdleo, lo
que explicaria la ausencia de este grupo antes de los 14 dias.

Las redes troficas se simplificaron después del impacto del petroleo hasta tal punto que solo
permanecieron activos los bacterivoros. Es posible proponer que los omnivoros estarian
sustituyendo especies bacterivoras sensibles debido a la falta de competencia, ayudando a la
reorganizacion de la red trofica del suelo dentro de los primeros 14 dias y funcionando como
estabilizadores de la red trofica (Holyoak y Sachdev 1998; Kratina et al. 2012).

Los autdtrofos aparecieron en los microcosmos contaminados con petréleo plantados con M.
sativa a los 30 dias, lo que permitio la presencia de ciliados que se alimentan de autétrofos,
como Trithigmostoma sp. Esto podria deberse a quelantes liberados por las plantas, lo que
aumenta la disponibilidad de algunos nutrientes como el hierro (Dotaniya y Meena 2015),
gue son indispensables para las algas y otros autotrofos para comenzar a prosperar. Los
resultados de este trabajo muestran el efecto benéfico generado por el establecimiento de
leguminosas. Este efecto benéfico de la planta puede deberse a una mayor disponibilidad y
movilidad de nutrientes que alimentan las poblaciones microbianas en la zona radicular. Al
haber mas recursos disponibles y a su vez favorecen la recuperacion de los grupos tréficos
de ciliados y flagelados que fueron reducidos a causa de la contaminacion por con petroleo.
Este proceso de recuperacion con M. sativa esta casi completo en tan solo 30 dias después
del pulso de contaminacién. Mientras que, en los microcosmos con petréleo y sin planta, la
recuperacion de todos los grupos tréficos tardé el doble de tiempo (60 dias).

La recuperacion de la comunidad de protozoos realza la importancia del funcionamiento de
especies redundantes en el sistema. La pérdida de especies debido a cualquier tipo de

perturbacién es bastante comun, provocando la reduccion de la diversidad dentro de los
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grupos funcionales. Sin embargo, las especies redundantes evitan una pérdida completa de la
funcionalidad del grupo (Naeem 1998). Las especies raras se pueden considerar como un
banco de semillas de recursos genéticos, y se supone que incluyen especies ecolégicamente
redundantes que podrian aumentar en abundancia después de la perturbacion ambiental para
mantener el funcionamiento continuo del ecosistema (Gozdereliler et al 2013), sin embargo,
las especies comunes que son resistentes a diferentes perturbaciones y ademas que son
generalistas también podrian mantener y ayudar a la recuperacion de las funciones en

ambientes perturbados.

Efecto del petroéleo sobre las UFC de bacterias

Los hidrocarburos pueden cambiar la composicion de la comunidad microbiana, a corto o
largo plazo, dependiendo de la susceptibilidad de las poblaciones a la toxicidad de los
hidrocarburos (Robertson et al. 2007). En el tiempo 0, el efecto del petréleo sobre la
comunidad de bacterias fue menos drastico que el efecto en la comunidad de protozoos; si
bien en el tiempo 0 el niumero de UFC fue mas bajo que en el control, el pulso fuerte de
contaminacion por petréleo hizo disminuir significativamente las UFC en el tratamiento SP
hasta después de 7 dias. Estos resultados son similares a los presentados por Li et al. (2007),
en donde en concentraciones de 10 a 50g/kg de diésel disminuye significativamente el
numero total de UFC durante los primeros 5 dias, lo que sugiere una toxicidad potencial de
las bacterias a altas concentraciones de hidrocarburos. Después de 14 dias el nimero de UFC
se recuperd, probablemente de los 7 a los 14 dias fue el periodo de aclimatacidn al petréleo,
pues se ha observado que las comunidades bacterianas se adaptan rapidamente a la

contaminacion por hidrocarburos y los utilizan como fuente de energia (Bell et al. 2013;
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Johnsen et al. 2006). La recuperacion del nmero de bacterias coincidié con la reduccion
significativa de los hidrocarburos de 13 a 22 carbonos. En otros trabajos también se ha
reportado el aumento de bacterias y la disminucién de los alcanos en estudios de
microcosmos, sugiriendo que las bacterias del suelo utilizan activamente alcanos como
fuentes de carbono y energia durante las primeras semanas después de la adicion de
hidrocarburos (Khomarbaghi et al. 2019).

Por otro lado, el tratamiento SPM a los 7 dias, present6 valores altos de UFC muy similares
a los que registré SM, probablemente la emergencia de las plantulas de M. sativa ayudo a
que las bacterias se activaran, reduciendo con ello el tiempo de aclimatacion en comparacion
con las UFC registradas en el tratamiento SP. Estos resultados pueden ser consecuencia de
que las comunidades microbianas del suelo cambian rapidamente en respuesta al
establecimiento de las plantas, ademas de que la densidad y/o composicion de la comunidad
del suelo cambia en respuesta a los diferentes tipos de plantas (Bever et al. 2012; Sheridan et
al. 2017), asi como a la etapa de desarrollo en la que se encuentren las mismas (Sugiyama et

al. 2014).

Analisis molecular

Los filos que representaron el mayor porcentaje de la comunidad de bacterias en los
microcosmos fueron Proteobacteriay Acidobacteria. Estos filos junto con Actinobacteria son
los méas abundantes en los suelos, también las Proteobacterias y Actinobacterias son las mas

abundantes en suelos contaminados por hidrocarburos y las que participan en la degradacion
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de estos (Janssen 2006; Mukherjee et al. 2014; Storey et al. 2018). Los resultados del presente
trabajo no son una descripcion exhaustiva de la diversidad bacteriana o la estructura de la
comunidad de los diferentes tratamientos, pero muestran la estructura bacteriana de los
microcosmos contaminados y no contaminados.

Los generos de bacterias Acidovorax, Burkholderia, Chryseolinea, Luteimonas, Luteitalea,
Lysobacter, Pontibacter, Steroidobacter, y Vicinamibacter se detectaron en todos los
microcosmos, todas estas bacterias son Gram-negativas, se ha reportado que estas bacterias
son maés tolerantes a los hidrocarburos (Lazaroaie 2010; Shahi et al. 2016). Las bacterias
Gram-negativas tienen una membrana externa que actda principalmente como una barrera de
permeabilidad selectiva, por lo que los hidrocarburos no pueden difundir libremente a través
de ella, esto las ayuda a ser mas tolerantes a los hidrocarburos (Parales y Ditty 2017), esto
las hace mas abundantes que las bacterias Gram-positivas en suelos contaminados con
hidrocarburos. El género Streptomyces también se detectd en todos los tratamientos, estas
bacterias son Gram-positivas. Los géneros Streptomyces y Burkholderia han sido utilizadas
ampliamente como parte de consorcios microbianos para la biorremediacién de suelos
contaminados con hidrocarburos, debido a su capacidad de degradar hidrocarburos (Al-
Mailem et al. 2017; Castro-Silva et al. 2013; Morya et al. 2020; Tardif et al. 2016; Zafra et
al. 2017).

Todas las secuencias de ciliados estuvieron representadas por 3 familias Amphisiellidae,
Colpodidae y Oxytrichidae; dentro de estas familias se encontraron los géneros Colpoda,
Gonostomum, Oxytricha y Urosoma, estos ciliados son muy comunes en los suelos, estos
géneros han sido reportados en suelos contaminados con hidrocarburos y en suelos con algin
tipo de contaminacién (Abraham et al. 2019; Lara et al. 2007a,b; Li et al. 2010; Shimano et

al. 2012). Dos bandas se presentaron en los perfiles de DGGE en todos los tratamientos
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durante los 240 dias, una de esas bandas fue reconocida como Colpoda, estos resultados se
complementan con los ya descritos en los datos morfoldgicos en donde Colpoda fue el género
mas abundante de todos los ciliados durante los 240 dias en todos los tratamientos, se ha
observado que en suelos contaminados con hidrocarburos son dominados por ciliados
pertenecientes a la familia Colpodidae tanto en trabajos morfolégicos como moleculares

(Jousset et al. 2010; Lara et al. 2007a; Lara et al. 2007b).

Los resultados de diversidad que arrojan la técnica de DGGE deben de interpretarse con
cuidado debido a que una banda puede representar multiples especies y varias bandas pueden
pertenecer a una sola especie (Al-Mailem et al. 2017; Neilson et al. 2013; Sekiguchi et al.
2001). Sin embargo, los perfiles de DGGE son una herramienta util para ofrecer informacion
adicional sobre la estructura de la comunidad y su dindmica de cambio en el tiempo
(Gozdereliler et al. 2013; Neilson et al. 2013).

La comunidad de bacterias mostro valores altos en riqueza ponderada (Rr > 30) durante los
240 en todos los tratamientos, Marzorati et al (2008) describe que comunidades con valores
altos de Rr son tipicas de ambientes muy habitables (con amplia capacidad de carga),
caracterizados por una alta diversidad microbiana. Sin embargo, en los tratamientos con
petréleo la riqueza ponderada fue menor los dias 0 y 7, después del dia 14 esta incremento.
Se ha observado que entre menor contaminacién hay mayor riqueza ponderada (Ferrera-
Rodriguez et al. 2013). Después de 14 dias hubo una disminucién en la concentracion de
hidrocarburos que en su mayoria fueron alcanos de 12 a 26 carbonos, lo que sugiere que una
vez que las bacterias se adaptaron y consumieron el petréleo incrementaron su riqueza. En

estudios de biorremediacién se ha observado que los alcanos del petrdleo son los que
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consumen primero las bacterias (Afzal et al. 2013; Atlas y Bragg 2009; De Pasquale et al.
2012).

La comunidad de ciliados mostro valores de Rr intermedios (10-30) en los tratamientos S,
SPy SM, estos pueden correlacionarse con una riqueza ponderada de rango medio (Marzorati
et al. 2008). Mientras que los tratamientos SPM después de 14 dias mostraron valores altos
de Rr > 30. Estos resultados muestran que M. sativa favorecio la recuperacion de la
comunidad mas rapido después de una contaminacion de alta intensidad, pero de corta
duracion. En estudios de suelos permanentemente contaminados con hidrocarburos se ha
observado que los valores de riqueza de ciliados permanecen bajos (Jousset et al. 2010; Lara
et al. 2007a). Es importante resaltar que este tipo de analisis se han realizado solo en
comunidades bacterianas, por lo que en un futuro serd importante calibrar este analisis en

comunidades de protozoos y otras comunidades microbianas.

Los andlisis de ventana corrediza (MWA) y tasa de cambio describen la estabilidad y el
recambio de especies a lo largo del tiempo (Pereira e Silva et al. 2012). Tanto para la
comunidad de bacterias como de ciliados estos andlisis indicaron cambios més altos en los
microcosmos SP, SPM y SM, mientras que los cambios observados en los microcosmos
control fueron mas bajos. Este tipo de cambios grandes indican una dinamica de la
comunidad microbiana amplia, muchas especies llegan a ser dominantes y abandonan la
comunidad en €s0s periodos (Marzorati et al. 2008).
La comunidad de microbiana de los microcosmos SP, SMP y SM cambi6 la composicion del
ensamblaje de la comunidad y tuvo mayor tasa de recambio de especies de debido al efecto
del petroleo y el efecto de M. sativa durante los 240 dias. Las comunidades microbianas

asociadas a las raices de las plantas son susceptibles a cambios, estos dependen tanto de la
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especie de planta como de la etapa de crecimiento en la que se encuentre la misma. Ademas,
la comunidad microbiana en suelos contaminados con hidrocarburos esté sujeta a cambios
en la composicion de la comunidad durante las diferentes etapas de la degradacion de los

hidrocarburos (Inceoglu et al. 2010; Leal et al. 2017; Militon et al. 2010 Yu et al. 2022).

En resumen, los resultados del andlisis molecular tanto de bacterias como de ciliados son
muy similares a los resultados dependientes de cultivo, en ambos casos se muestra la
disminucion de la diversidad como efecto de la contaminacion por petroleo y el reensamblaje
de la comunidad de estos microorganismos a lo largo de los 240 dias. Asi como también se
muestra la recomposicion de la comunidad de ciliados y flagelados y la recuperacién de las

funciones de estos en los suelos con petréleo.
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Conclusion

El efecto inmediato de la contaminacion por petrdleo es la reduccion de la diversidad y de
las funciones de las especies, esto genera una simplificacion en las redes troficas. El petrdleo
es el factor méas importante que estructura la comunidad, los miembros de la comunidad que
pueden tolerar y utilizar el petréleo, aumentan su abundancia e inician la recuperacion de la
diversidad de la comunidad microbiana y de sus funciones. La utilizacion de M. sativa para
la remediacion de suelos favorece la disponibilidad y movilidad de nutrientes, estas
caracteristicas tienen efectos importantes en la estructura y diversidad de la comunidad de
bacterias, ciliados y flagelados, ademéas de una manera mas rapida, y al mismo tiempo la
interaccion planta-microorganismos mejoran sinérgicamente la degradacion de los

hidrocarburos del petroleo.
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Anexo 1

Flagelados y ciliados de los microcosmos con petréleo (SP y SPM). (Microscopia de
contraste de fases 40X).

Ciliados

Platyoprya sp.1 Colpoda sp. 1 Colpoda cucullus

Trithigmostoma sp

Flagelados 10u
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Abstract The response of soil microbiota to hydrocar-
bon contamination has been studied normally several
months after the event. However, as those studies rep-
resent a “long-term” context for microbial processes,
gince protozoa succession can be achieved after 28 days,
we wonder how st does trophic structure of ciliates
and flagellates recover foma strong pulse of petroleum
contamination under the influence of Medicago sativa.
We hypothesized that the root effect of M. satfva would
promote faster recovery of the protozoan trophic
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structure, in comparison with the level reached in
unplanted microoosms. The abundances of individuals,
species, and trophic groups of ciliates and flagelates
were determined at 1, 7, 14, and 30 days after a single
pulse of 50,000 ppm of light petroleum on seil micro-
cosms unplanted and planted with M satfva, and their
respective controls. Protozean diversity and trophic
groups were strongly reduced immediately after the
pulse of contamination. Cilimes and flagellate trophic
diversity mcreased steadily in all microcosms after
7 days. However, unplanted contaminated and planted
contaminated micmoeosms remained the poorest com-
munities and reached full recovery of tophic groups
after 30 days. Also, the protozoan communities wera
segrepated into 2 groups: the first from petroleum and
the second formed by non-pelluted microcosms. Thesse
results surgest that petrolewm is a strong selection factor
leading to an alternative proto@oan COMIMUTTITY COMpe-
gition and the root effect of M. sathva promotes faster
recovery of ciliate and flagellate communities after a
devastation produced by a strong pulse of petroleum

Kevwords Soil protozoan community - Hydmocarbon
contaminations - M. sattva - Community restrocturation

1 Imtroduction

Petmoleum spills are important sources of soil contami-
nation, cccurring frequently during either their
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extmetion, refinement, or transportation. This contami-
nation changes the physical and chemical propeties of
soil and consequently negatively affects plant growth by
inhihiting the development of their associated microbial
communities (Das and Chandran 2011; Van Hamme
et al. 2003). The severity of negative effects on hiota
depends on the frequency, duration, and mtensity of the
contarmination pulses and how vulnerable are sod micro-
ofganisms o hvdrocarbons (Robenson et al. 2007, (il
spills simplify microbial commurnities by the elimination
of semsitive species and strong reduction of nutrient
availability: thus, the ability of microbial communities
for recovenng their structure and functions will depend
on the pollutant’s concentration in their environment,

The wide range of carbon substrates conforming the
hydmcarbon mixture may facilitae the development of
bacteria and fungi capable of using them as catbon
sources (Van Hamme et al. 2003). However, low mo-
lecular weight hydrocarbons, such as polvevdic aro-
matics (PAHS), can be toxic for many bacterial species,
reducing their popalations and diversity. Nonetheless,
several species of soil bacteria belomging to the Pretdo-
monas, Rhodococcus, Sphingomonas, and Varmovorox
genera have been found to feed on different types of low
molecular weight hydrocatbons (Aislabie et al. 2004;
Hamamura et al. 2006; Saul et al. 2005), starting the
process of biotic soil recovery.

Plants have also been widely used to extmct, seques-
ter, o detoxify different contaminants from soil (Koiper
et al. 2004:; Pilon-Smits 2005). In the last case, root
exwdation enhances microbial actiity that can metabo-
lize hydcarbons (Anderson et al. 1993) along the grow-
g roots (Chen et al. 2007; Phillips et al. 20012).
Medicago sativa 18 a Bst-growing legume widely used
fior remediation of hydrocarbons in soils because of its
extensive root system and its association with nitrogen-
fixing bactena (A gnello etal. 2016) allowing plants grow
in an envimmnment with a diminished nitrogen supply due
to the exeess of carbon, Consequently, these plants also
facilitate the growth of other plants by easmg the edaphic
stress produced by hydmcarbons (Graj et al. 2003)

Intreduction of newly fixed nitrogen may start
counterbalancing the excess of carbon and, after contam-
inants have been transformed into microbial biomass,
nutnent mobilizaion will be carned out by microbial
pradators. Protoeoa release nutrients sequesterad in bac-
terial biomass as a byprodudt of predation, speeding up
carbon minembmtion as well as their eincorporation in
the nutrient cvele (Clarhobn 1981; Finlay et al. 2000),
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Protozoa are also predators of other orgamsms such as
fungi (fingivores), algae (algivorous), orgmic particles,
or dissolved omanic mafter (osmotrophs) and feed even
on other protozoa or metazoans (Codteaux and
Darbyshire 1998; Vaerewijck et al 2008). In tum. soil
protosoa are preved upon by larper soil dwellers, playving
the very imporant role of being a complementary source
of nuinents and energy to upper levels of the soil’s
trophic webs. Both metabolization and minemlization
of hydrocarbons depend to a larpe extent on the web of
trophic intemctions among seveml types of soil microor-
ganisms (Lara et al. 2007a).

The main ohjective in phytoremediation 15 to mves-
tigate the potential degradation of hydmocarbons by
plants and their associated micmorgmisms within the
rhizosphens in response to soil contamination in the long
term (Muratova et al. 2003; Wei et al. 2004, 2014).
However, microbial communities (including microbial
Eukaryotes) substantially change i short pericds of
time in response to hyvdrocarbon contamination
(Dubinsky et al. 20013). Basad on this, we wonder how
fast the structure of soil ciliates and flagellates recovers
under the influence of Medicago sativa, afler a strong
pulse of petroleum contamination. We expected the
structure of the ciliate and flagellate communities o
fully recover from oil contamination in soil phnted with
M. sativa by the 30th day.

2 Materials and Methods

Soil was collected from a com field with no history of
petrolenm contamination in T ultitlan Estado de Mexico.
The soil texture was clay loam (50% sand., 26% clay.
24% silt), with the following chemical values before
experimentation: 7.62 pH. 7.99% organic matter,
3.16 mg kg™ NH4, 2.05 mg kg™ NOs, and
4.63 mg kg™ available onthophosphates.

2.1 Microcosm Experiment Design

Forty-two microcosms containing | kg of seil were ran-
domly assigned to each of the 4 working groups: the
control group (8) included only the soil, without any
plant and without petroleum: the treatment with
Medicage sativa (SM) included 50 seeds of this plnt
sown at 4 mm depth in petrol eaum- free soil on day O the
treatment of petrolenm-contaminated soil (5F) neluded
only the soil with S0000 ppm of light petroleum, kindly
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donated by authonties of the Tula Hidalgo refinery; and
the 4th treatment (SPM) included soil contaminated with
50,000 ppm light patroleun + 50 seals of M. sativa sown
at 4 mm depth. Each treatment was set up to be analyaed
with 24 h of sepamtion from each other, stating with (5
then (SM), followed by (5P) and (SPM).

All microcosms were kept in greenhowse conditions
with an average temperature of 23 °C and relative hu-
midity of 70% without photopetiod control. Soil humid-
ity of the microcosms was kept at 60% of the field
capacity by adding stenle water every day. The amount
of water to be supplemented was determined by the
waght difference of the micromsms: weight at day 1
(P1)=weight after 24 h (P2)=amount of water to be
supplemented every day to recover the desired 60% of
the field capacity of soil under greenhouse conditions.

Once the microcosms were assigned to the control
and expermental groups, three microcosms of the con-
trol (5) and 3 of the soil with petrolenm (SP) were
randomly chosen to perform the profozea extraction
after 24 h. Physical, chemical, and biclomcal analyses
were carned out dght afler sampling and micromsms
were discarded thereafter. Only 3 micmocosms of Sand 3
of 5P were processed, because there was no plant e ffect
on the microbiota as M. sativa seeds had not germimated
at this time (SM and SPM).

Thres microcosms were processed per treatment (12
microcosms) per sampling date and were discanded afler
use as describad above. Thus, we have 2 treatments and
2 controls, with 3 replicates each one for the remaining
samplmg dates (Fig. 1).

Sampling dates were scheduled at 7, 14, and 30 davs
to explome the development of ciliate and flagellate com-
munities in the shott term. Doubling the time between
samplings was based on the non-linear development of
the protozoan community along successional time
(Bamforth 1992). This time separation between sam-
pling dates mded a better exploration of eady changes
in the protozoan commumnity development due to expo-
sure to oil and its improvement by plant development in
contaminated soils. Also. the expenment was set up to
analyze the species richness of 3 replicates from one
treatment in | day, allowing to falfill the analysis of the
4 wreatments during the week of sampling dates.

2.2 Soil Pollution

Petroleum was gradually added to soil and mechanically
stired o get a homogeneous mixture of 50,000 ppm

—

(50 g'kg). This mixture was then left to evaporate for
24 h and subsequently was brought to 609 of the field
capacity with sterile distilled water.

2.3 Determination of Protorean Species Richness

A species acoumulation curve was used w determine the
volume of soil that would allow comparison of the
highest species richness of ciliates and flapellates be-
tween microcosms. We consecutively processed 10 sam-
ples of 10 g of soil to obtain the accumulated presence of
species in 100 g of seil. Thereafier, the PCAORDE rare-
faction algorithm was run (see 6 for WindowsE) and a
sample size of 40 ¢ for each microcosm was establshed
to reach B0% of the ciliate and fagellate communities
(Fig. 2). Dunng each sampling date, 4 batches of 10 g
each (40 g) weme processed for every microcosm

Protozoan diversity was determined by a modified
method of a satwrated but not floeded Petri dish
(Bamforth 1992 10 g of seil was pheal n the Petn
dish and 10 ml of distilled water was added. Water was
draned off soil gently pressing with fingers. This runoff
containing the protoeoa was centrifiuged at 3000 rpm for
5 min. All sediments were examined after centrfugation
(approximated 100 pul per plate) in a phase contrast
microscope, and each morphotvpe of ciliates and flagd-
lates was recorded. All the microcosms wene checkad
during the same day of extmction and represented the
fradtion of active protozoa in soil at the time of sampling,

Ciliates and flagellates were observed aliveat = 100-
1000 magnification. Also, videos of their movements
wene taken to help with their morphological identifica
tion based on taxonomic keys (Foissner 1993; Jeuck and
Amdt 2013; Lee et al. 2000; Paterson 1996). Morpho-
logical species identification allowed determining the
trophic groups of most of ciliates and Magellates accord-
ing to their dietary habits as reported in the literamre,
These protozoa were grouped into the following prefer-
ences: bacterivores (B), ssmotrophs (0s), omnivores
(), predainrs—those that feed on other protozoa (P
autotrophs (Au). fingivores-bacterivores (F, Bl and
algivorous (Al)

2.4 Determination of Orgmnic Matter, Nitrates, Nitrites,
and Orthophosphates

The total organic matter was quantified by the Walldey
and Black method of oxidation with potassium dichro-
mate (Nelson and Sommers 1982) The concentmation of
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Control group Treatment of Treatment with Trestment of
contaminated sotl with M. sativa contaminated soil
[S} petroleum with petroleum
(SM) and M, sativa
(5P) (SPM)

Fig. 1 Microcoan cxperiment schup: 46 microcoams were set up
and 12 unis wene randomly assigned to the control group contin-
ing only sod (S) and waiered o koop $0% 20il humidity, 12 unis

extractable mtmte (N0;) and ammoniwm (NHs) was
determined by colorimetry from soil extracts made with
2 M KCL NHy was registered at 540 nm and NOs at
410 nm (Foster 19935). The quantification of orthophos-
phates in soil extract was camied out by colorimetry at
640 nm (Bray and Kurte 1945),

Hydmcarbon extraction was achieved by duplicate
from soil samples that were frozen on each sampling
day (at days 0, 7, 14, and 300 After being thermally
equilibmated at room temperature, 2 ml of hexane (HPLC
degree) was added to 1-g soil sample, kept in continuous
agitation for 30 min to separate the orgnic phase. This
procedure was repeated thrice, and the hexane extract

unplanied contaminated sail (SP), 9 units of spil sceded with M.
satve (SM), and 9 units with contaminaied soil with M. safve
(SPM)

was dried with anhyvdrous NaS0y and filtered. This
fraction was evapomted under reduced pressure prioe
to imjecting into a gas chromatography. We wsed the gas
chromatograph apparatus A gilent Technologe 5, mod-
el 6890 N (Met Work GC svstem) equipped with a
column DB-5, 5% phenyl-methyl polysiloxane (Agilent
Technologies), 60 m long, 0.25 mm internal diameter,
and 0.25 pm film thickness (Conés-Pérez et al. 2014).

2.5 Caleulations and Statistical Analvysis

An analysis of variance was made for each one of the
chemical parameters (organic matier, nitrates, nitrites,

bril =
3 0
a =
E . &
= 02 -
@ 1]
) 2
0 4 8
Mumber of Subplots

Fig. 2 Species accumubation curve. The rare faction al goritm in
PC-ORDE (ver. & for Windowsl) was usad to caleulaie the
appropriabe ol volune to sample most of the ciliate and fla gellate
comnmmumitics from this soil before contaminaton with petrolewm.
The kog-normal curve i the tooretical projoction of the specics
richneis increase a5 a function of te increasing 2ol volume, and
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the above and below dotted line denotes the variance of spocics
richness, The hyperbolic line represents the spocies still missing o
achieve 100% of the species consus, and the dotted lines demoie the
level of uncertainty (Conés-Pérez et al. 2018). Based on this
analysis, 40 g of 20l was as the optimal sample size 0 obiin
aroumd 80% of the species in the micocoams
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orthophosphates, and hydrocarbons), and the Tukey test
was performed to point out which treatments were dif-
ferent. The species nchness and their abundances were
compared with the chi-square test. The Sorensen simi-
larity index was calculated based on their abindances by
usng the software PC-ORDE ver. 6 for WindowsD
(Table supplementary data), and Shannon (H) and
Simpson (/D) diversity indexes were calculated. A
canonical comrelation analysis was carried out between
the protozoan communi tv and the chemical parameters.

3 Results

Organic matter values were very similar between the
microcosms without petrolenm with the plant (Sh) and
without plant (5) and did not present significant differ-
ences along the 30 dayvs. In contrast, and due to hydro-
carbon addition, the 5P and SPM microcosms had twice
the content of organic matter than the one found n the
microcosms without petroleun, but there was no signif-
icant difference between contaminated microcosms SP
and SPM (Table 1).

Mitrate content in the non-comtaminated microcosms
§ and 5M was signi ficantly higher (7 < 0,01) than the
one found m contaminated ones. In these microcosms,
the concentration of mitrates mcreased through 30 days
and remained constant in the microcosms with petro-
leum during the same period (Table 1), Ammonium
showed a different dynamic, the highest concentrations
wene recorded at time 0, and there was a significant
reduction of this molecule in all microcosms along 7,
14, and 30 days. althourh ammonium concent i on was
slightly higher in treatments without petrolewm
(Table 1} Micmocosms without petmoleum (5 and SM)
showed similar orthophosphate values, while micro-
cosms with patmoleum showed a significant decrease of
the available phosphoms (Table 1),

3.1 Community Structure

We ilentified 76 species of proiozoa in all microcosms,
belonging to 49 genera and 42 families (supplementary
information). Bodo, Cercomonas, Colpoda, Spumella,
and Tetrafvmena were the penera representing the
highest abundanee in all microcosms.

Only 3 species of protozoa survived 24 h after the
pulse of contamination: Coelpoda steinii, Spumella
dangeardii, and Spumefa socialis (5P time 0), while

—

in the control (5), we found 14 species after 24 h
(Fig. 3.

Species nchness and abundance increased through-
cut the 30 days in all microcosms (Figs. 3a. b and 4).
The abundance of individuals by species showed a
similar tendency. Only species abundance was signifi-
cantly different (P < 0L01) between control soil and the
sonl with petrolenm.

3.2 Communities at the 30th Day

Control soil microcosms (5) accumulated 46 species
along 30 days, which belonged to 33 genera and 30
families. These microcosms contained the lowest num-
ber of individuals. The most abundant species were
Bodo saltans, Colpoda steini, Spumella cvlindrica,
and Spromella dangreardis,

The microcosms of soil with petroleum (SP) showed
33 species along the 30 days, belonging to 16 genera
and 12 funilies. This treatment was the one with the
poorest species nehness, but with the highest abundance
of individuals of all the treatments. The most abundant
species were Bodo cowdatus, Cercomonas spl. Colpoda
crcullug, Colpoda inflata, Colpoda steini, Fleteromita
sp.. Protaspis gemmifera, Spumella cyvlindrica,
Spumella dangeardii, Spumella socialis, and
Platvoprva spl.

The micmcosms of planted soil (SM) showed the
highest richness, accumulating 50 species along the
30 days. These species were grouped mto 37 penera
and 35 families. The most abundant species were Bodo
caudatus, Colpods cucullus, Colpoda steinii,
Cromfomonas truncata, Spumella oviindrica, Spumelia
dangeardii, Spumella socialis, and Trthigmostoma sp.

The microcosm of contaminated soil planted with M.
sativa (SPM) scored second in species richness (38
species), grouped in 23 penera and 20 families. The
most abundant species were Bodo caudatus,
Cercomonas spl. Codpoda cwenlius, Codpoda inflata,
Colpoda steinii, Spumella cviindrica, Spumelia
dangeardii, and Spumella soctalis.

Communities of protozoa developed in contaminated
soils were more similar to each other than communi ties
found in petroleum-free treatments. There were 13 ex-
clusive protozoan species in non-contaminated treat-
ments throughowt the 30 days. Meanwhile, flagelates
Bodo spd and Cercomonas crassicandy were exclusive-
Iv found in the petroleum treatments, while
Chilamydomonas sp.. Halteria sp., Leptopharynx sp.
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Table 1 Chomical analysis soil in microcosms. Control growp (5); unplnted contaminaied soil (SP); 20l seodod with M. safdvae (SM);
contaminated soi with M. setivae {SPM). 0, 7, 14, and 30 days Organic matier % (OM). Number of replicaies (r=3)

Treatments n Anmoniem {mg kg') Nitrates {mg kg ™) Phosphores (mg kg ™) OM %

S0 3 316 + 057 205 + 021 463 + 094 T90 + 0ES
57 3 1.34 + 018 242 + 011 399+ 095 TEI+ 072
514 3 1.0& + 005 271+ 012 519 + 060 B3+ 119
530 3 1.0 + 00T 331 £ 0.0 4.18 + 056 94+ 041
SPO 3 231 + 009 L&3 + 0udl L + 003 1555+ 024
SF7 3 1.22 + 019 200 + 007 L6 + 0035 1539 + 059
SP14 3 102 + 014 192 + 008 152+ 0.10 1531+ 123
SP30 3 0.94 + 007 204 + 0 111 + QD5 15.15 + 036
SMT 3 1.23 + 020 27T+ 025 489 + 106 83+ 036
SMI4 3 1.05 + 005 258 +0.12 567T+027 Q948 + 1.57
SMBO 3 1.33 + 033 313+ 024 430 + D8l 854+ 014
SPMT 3 0.92 + 007 199 + .13 104 + 06 146 + 024
SPMI14 3 L0 £ 017 204 + 007 L% + 010 1429 + 0.72
SPM30 3 0.95 + 008 213 +0.14 098 + 002 1539 + 059

and Urostyla spl were observed only in treatments with
M. sativa (SM and SPM). Four species were only found
in the treatment SP: Cercomonas sp3, Cercomonas spd
Protaspis gemmifera, and Astvlogoon sp. The ciliate
Trithigmostoma sp. was found in treatments without
petroleum (5 and SM) fom day 14 and found in the
SPM treatment wntil the 30th day.

The genera Bodo, Cercomonas, Colpoda, and
Spumella especially showed greater abundance m the
SP and SPM treatments during the 30 days of expen-
mentation, where they represented 75 and T0% of the
retrieved ciliates” and flagellates’ mdividuals respective-
Iv. Contrastingly, they accounted only for 53 and 569

T

Fig. 3 a) Species richness of cilisies and flagellates detecied in
microoosm throwghout 30 days. b) Abundance of ciliates and
flagellaesspocies. Control goap (8] unplanted contaminated soil

@ Springer
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of the individuals in the microcosms without petroleum
(5 and SM) respectively.

Sorensen’s analysis showed 2 clusters with more
than 60% similarity. The first cluster was formed
with the communities nurtured in petrolenm treat-
ments, while treatments without petroleum formed
the second cluster. In addition, the protozoan com-
mumity in S0 (seil 24 h after setting up micro-
cosms) shared less than 20% likeliness to these
two clusters and the strong pulse of petroleum
pollution cansed SPO (soil + hydrocarbons 24 h
after sefting up the microcosms) o be taken as a
totally external group (Fig. 5).

b}

(S snil seeded with M. szt (SM); contaminated sod with M.
sative (SPM). O, 7, 14, and 30 days
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sooded with M. sarive (SM); contanminated soil with M. sabve (SPM)

3.3 Diversity Indexes

The Shannon diversity index increasad over time in the
following way: at time 0, the diversity was appreciably
higher in the control treatment than i the SP treatment.
However. the diversity approached similar values in all
treatments after 7, 14, and 30 days, being the polluted
soil planted with M. sariva the most diverse (H'=3.31)
(Table 2). Simpson’s diversity index (17D also showed
mcreasing values of diversity through the 30 dayvs, with
values very similar in all treatments, and again, at time 0,

the diversity was significantly lower in the SP treatment

—

(P = 0.00) than in the control one and remamed the

lowest diversity treatment throughout the 30 days
(Table 2).

3.4 Trophic Groups

We found 7 trophic groups in the microcosms as a
whole: bacterivores (B). osmotrophs (0s), omnivores
(0}, those that feed on other protoasa (P). autotrophs
(Au), fimgivores-hacterivores (FB), and algivomous CATL
All trophic groups were represented by more than one
Species.
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Fig. 5 Cluster analysis of ciliates
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The bacterivore protozoa were the only ones with
presence in all treatments during the 30 days, also show-
ing the highest species richness. The abundance of
bacterivomes protoaa was the highest in the SP micro-
cosms, followed by the SPM, SM, and S respectively
(Fig. 6). The planted microcosms (SM and SPM) had a
preater tichness of bactenvore protozoa. Within this
trophic group, the most common genem were Bodo,
Cercomonas, Coniomonas, Monosiga, Spumefia, (fla-
pellates), Codpoda, Cvelidiuom, Cyvrtodophosts, and Ter-
rafymena (ciliates).

3.5 Effects of the Pulse of Follution on Trophic (Groups

The impact of the petrelenm pollution on the protoaan
trophic structure was strong in the shoit temm, as themre

Table 2 Shannon and Simpson | 1D) diversity indees. Control
group (51 unplanted contaminated o0il (SP); s0il sceded with M.
satver (SM); contaminaied spil with M. sativa (SPM). 0, 7, 14, and
30 days

Treatments Dhays
L] T 14 30
Shanmon
5 2.53 255 293 ENE
sp 1.4 267 a2 3m
M 2.66 302 306
SPM 271 28 331
Simgson {1/1D)
5 1111 11.26 1638 2050
sp 2.67 12.66 1408 1771
M 13.16 2112 2149
SPM 13.37 1451 2338
@ Springer
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were only bactenvorows species (SP) 24 hafter pollu-
tion. The csmotrophs were detected after 7 days and
bacten worous-fungivorous, osmotrophs, and omnivio-
rous were very active 2 weeks afier the pulse. Plant
effect on this structure was evident by showing 5 of
the 6 trophic groups after 30 days of contamination, in
companson with the unplanted contarminated soil that
showed the same 3 trophic groups from the 14th to the
3rth day (Fig. 7).

Unplanted soils showed fewer trophic groups (3)
than non-contaminated planted soil. However, only the
autotrophs were missing throughout the expenment
(Fig. 7).

Canonical correspondence analysis identified organ-
ic matter as the leading factor for the presence of proto-
#oan species, as it explained 11.9% of the variance.
Mitmtes and orthophosphates were the other two factors
accounting for an additiocnal 20% of the vanance of
species distibution (Fig. 8).

3.6 Total Hydromtbons

Total hydrocarbons decreased by 41% in 5P and 45% in
SPM after 7 days. However, after 14 days, there was an
increase in the concentmation of total hvdmcarbons in the
SPM treatment and on day 30, both contaminated mi-
crocosms showed agamn a further increase in the con-
centration of total hydrocathons (Fig 9).

There were 15 compounds from 12 catbons to 26
carbons (C12-C26) wdentified in the petroleum treat-
ments a8 dodecane (C12), tridecane (C13), tetmdecane
(C14). pentadecane (CI15), hexadecane (C16),
heptadecane (C17), cctadecane (C18). nonadecane
(C19), eicosane (C20), heneicosane (C21), docosane
(C22), wicosane (C23), etracosane (C24), pentacosane
(C235), and hexacosane (C26) Fig. 10). In the SPM
treatment, all compounds were significantly reduced
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Fig. 6 Bacterivorcabundance of
ciliates and flagellates
commmumitics. Control goup (S):
unplanied contaminated soil (SF):
soil spoded with M. satve (SM);
contaminated soil with M. sxtee
(SPM) 0,7, 14, and 30 days

T Tty ]

hat s
7 | 14|30| 7 | 14|3n‘

Bacte rivores abundance
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after Tth day (7 < 0.01). Only compounds CI3 1o C22 the SP treatments. Compounds from Cl4 to C26 in-
ot asign heant reduction of quantity at the same times in creasal their quantities afier the 14th dav m micmocosm
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Fig. 7 Species alundance of trophic groups of te ciliaes and contaminated soil with M. sagve (SPM). 0, 7, 14, and 30 days.
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Fig. 8 Biplot of canonical comelation analysis showing the dis-
tribution of protozoan spocies along axes 2 and 1. Control growp
(S unplanied contaminaied soil (8P soil sceded with M. satve
(SM); contaminated soil with M. satha (SPM). 0, 7, 14, and

30 days

Fig. 9 Remaining of total
petrokum hydrocartons.
Unplanied contaminated soil
(S contaminaied soil with M. 140 +
septiver (SPM). 0, T, 14, amad

30 days. Standard deviation lines
are shown at the op of te bars
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with plants (SPM) and a further increase at the 30th day
it 5P treatments.

4 Dviscussion

Little is known about how microbial commumties ame
regstablished in the short term, affer a disturbance
camsed by excess organic matter with little nutrient
content. The signi ficant ncrease in OM in the contam-
inated microcosms 18 one of the effects that petrolewn
causes in soil, apart from other modifications on its
physical and chemical characteristics {Almmman et al,
2011 5). The change in the C/N ratio was due to the excess
of carbon from petrolewn., which explams the signifi-
cant decrease in nitmtes, a8 microoEanisms would tend
tor keep their M for longer (Xu and Johnson 1997). The
nutrient imbalance caused by the excess of C could alse
drive the significant reduction of the available P in the
contaminated microcosms. This sudden himitation of
nutrients causes tension in the soil microbial communi-
ties, leading to changes of species composition (Zhang
etal. 2018).

Petroleum had several effects on the protozoan com-
miunity: first, there was an extreme simplification of this
cormmunity mmediately afier soil contamination, since
there were very few species and very few individuals.
The negative effects of petrolenm on microbial diversity
(Alrumman et al. 201 5; Girvan et al. 2005) were also
true for protezoa. The decrease of species nchness and
abundance of protozea could be due to a combination of
two phenomena: the death of sensitive individuals and
the reduction of the variety of food sources due to

EEF BESPM
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Fig. 10 Hydrocarbon concentrations from microcosms.
Unplanted contaminated soil (SP) contaminaied soil with M.
satve (SPM). 0, 7, 14, and 30 days. Standard deviation lines ane
shown at the op of fwe bars. Hydrocarbons: dodecane (C12),
tridecane {C13), tetradecane (C14), pentadecans (C15),

pertutbation (Rykiel 19835). which resulted in the sim-
plification of the protozoan commumity.

Recovery process of protozoa started 7 days after the
pulse of petoleum pollution, with an increase of species
richness and the number of individuals per species. The
increase of ndividuals is possible becanse bacteria able
tor use hvdrocarbons tend to adapt quickd v (Jolnsen et al.
2006} and multiply in a very short time. They may
become very abundant (Hamamura et al. 2006;
Margesin et al. 2003) and attract suraving bacterivorous
protozoa, resetting nutrient eveling.

A successional change began in all the microcosms,
affter water availability stated the activation of protoso-
an community. A few very abundant species of protozoa
were found dunng the fist days after petroleun con-
tarmination and gradually, other species got miggrated in
the microosms, These changss i the protozoan coim-
munity were slower in the implanted contaminated mi-
crocosms than in the non-contaminated ones. However,
the influence of M. sativa caused the succession of
species to oocur faster in both conditions (contamimated
and non-contaminated soil).

The presence of M. sativa had a positive effect on the
protooan ©ommunity, as we found the highest species
richness in the micmcosms with petroleum planted with
M. sativa. This effect is due to the increase of microbial
activity in the root zone. Therefore, the increase in the
diversity of protozoa is an indirect consequence of the

—

OSP0 B SP7 DSPMT B5P14 BSPM 14 B SP30 B SPM30

hexadecane (C16), heptadecane (C17T), octadecane (C18),
nomadocane (C1%, cicosane (C20, hencicosane (C21), docosane
{C22), tricosane (C23), etracosans (C24), pentacosane (C25), and
hexacosane (C26)

root zone effect of M. sative (Bouwman and Zwart
1994; Conés-Pérez et al. 2014; Griffiths 1990), as this
plant stimulates the increase of heterotrophic and
hydmcarbon-degmding bactena, including species ca
pable of metabolizing pol vevelic aromatic hydrocatbons
(Kirk et al. 2005; Muratova et al. 2003).

The smplification of protozoan community due to
petrolewm addition allowed the species of the Colpoda,
Spumella, Bodo, and Cercomonas penera o increase
their abundance. These protozoa are the most common
and abundant microbial predators i soils (Domonell
et al. 2013; Ekelmd and Romn 1994; Foissner 1991)
and the ones that tolerated a contamination pulse of
50,000 ppm of petroleum. Consequently, these species
dominated the community in the microcosms with pe-
troleum in the first 14 davs. These genera of protozeans
have become chamctenstic of disturbed soils, mcluding
those contaminated by hydmearbons and heavy metals
(Brinch et al. 2002; Ekelund et al. 2003; Holtee et al.
2003). Probably these penem are grouping genemlist
species, performing very effective survival strategies.
For example, the Colpoda genus has a strategy that
can penerate reproductive cvsts, from which 4 o 8
ciliates may emerge, depending on the species
(Liftenegper et al. 1985) On the other hand. the popu-
lation reduction of specialists can allow generalists to
develop becanse of diminishing competition for

ﬂ Springer
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Protozoan communities were mome similar among
planted treatments; however, petmoleum is a strong fe-
tor selecting species including plants. The negative ef-
fect of petmolenm on the permination and developiment
of M. sativa seedings (Salehi-Lisar and Deljoo 200 5)
may explain the 60% resemblance between SM treat-
ments at 7 davs and SPM at 30 days, meaning that it
takes 3 weeks for the legume and soil microbiota to
overcome the adversities caused by petmoleum contam-
ination and 30 davs to show full recovery of the fune-
tioning of protozoan community. This recovery en-
hances the importance of redundant species” functioning
in the system. Species loss due o any kind of disture
bance is quite common, causing the divesity reduction
within finctional groups. However, redundant species
ward offa complete loss of finctional group, and make
sure the latter to be quickly overcome if it cocumed
(MNasem 1995).

Protozoan community got stabilized due to rare spe-
cies recovery, as revealked by the Shannon index (1)
and the ncreasing biomass of the dominant species
along the construction of the communty structure took
place in 30 days, as revealed by the Simpson index
(1/D). This time frame allowed observing the develop-
ment of a community structure with common and mre
species, and a notonous decrease of the species that
dominated during the first days after contamination.
On the contrary, diversity remained high in micromsms
without petroleun along the 30 days of the expenment,
showing only a few species with high abundance of
individuals.

4.1 Twphic Groups

Petroleum contamination immediately reduced the
number of species per trophic group as well as the
variety of groups. However, the mot effect of M. sativa
helped the recovery of all tophic groups of protzea in
the soil after 30 days of contamination. The recovery
time of the trophic groups of ciliates and fagellates in
the present study is very similar to that presented by
free-living amoebas in a soil contaminated with hexane
and planted with M. satfva, which also ook 30 days in
completing the recovery (Cortés-Pérez et al. 201 8).
Bactenvorous protozoa are wsually the most abun-
dant inn all soils (Trap etal. 2006), but n s0ils contaim:-
inated with petroleum, they even represent more than
0% of the protozoan community (Lam et al. 2007h;
Conés-Pérez et al. 2014). In this work, the bacterivorous
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ciliates and flagellates dominated the petmoleum treat-
ments for the first 14 days, suggesting that resetting of
organic mater turnover is being carried out through the
bacterial pathway.

The mcrease of bacenvorows diversity after 14 days
can be related to an increasing bacterial diversity in the
microcosms with petmleum during that time (Batani
et al. 2006; Saleem et al. 2013; Trap et al. 20016),
allowing the development of species of bacterivomus
cihates and fagellates presviously mhibited by the con-
tamination pulse. Predators get a nutritional benefit from
a diverse group of resources, since the mixture of prevs
better satisfy their nutritional needs (Saleem etal. 2003),
This enhances greater diversity in the bacterivome tro-
phic group which, in turn, is associated with a more
efficient use of resources (Cardinale et al. 2006).

The most abundant bacterivorous protozoa in petro-
lenm treatments were the species of Colpod, Spome fa,
Bodo, and Cercomonas, which are crucial for transfor
mation of nutrients from bacterial biomass w other
levels of the soil’s trophic network ([Ekelund and Remm
1994). These prtozoa were probably those that facili-
tated the presence of other species of bactenia, by releas-
ing important nutrients already fixed in the resistant
OTES,

Some trophic groups of ciliates and flagellates took
longer o recover, since there is a threshold of prey
abundanee to feed them. The low density of prevs or
the absence of their favonte prey can limit the ability of
these protzem populations to thrive in a polluted en-
viromment (Gast et al. 2009}, Consequently. their phys-
wlogical activation requires the improvementin the soil
conditions encugh for their prevs” population to become
ALTETLS.

The elimination of the trophic groups by petrolewn
allowed tracking the times in which these groups begn
to recrganize. The osmotrophs recovered | week after
petroleum addition: these protozoa feed on dissolved
organic compounds and were possibly feeding on easily
degmdable low molecular wa ght compounds present in
the hydrocarbon mixture, which is why they prolifemted
after 7 days.

The fimgivore-bacterivore group mmaged to recover
in the microcosms with petroleum within the first
14 days. It has been observed that petroleum generates
a reduction in the diversity of fungal species and en-
hances the development of resistant ones (Obire ard
Anyanwu 2009). Probably, there were not enough fun-
gal biomass and/or fungi speaes tosustain the fingivone
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protozoa right after petmoleum contamination, which
would explain the absence of this group before 14 days.

Trophic networks were simplified afier the petroleum
shock to such an extent that only bacterivores remained
active. The ommivores would be substituting sensitive
bacterivomous species becawse of lack of competition,
helping the reorgnization of soil food web within the
first 14 days and functioning as stabilizers of the trophic
wib (Holyoak and Sachdev 1998).

Auntotrophic protozoa showed up in the petrolewn-
contaminated microcosm planted with M. sativa at the
J0th day. allowing the presence of protozoa that feed on
autotrophs. such as the ciliated Trithigmostoma sp. This
could be due to chelators released by plants. which
increases the availability of some nutrients such as ron
(Dotanivaand Meena 2015), badly needed by algas and
other autotrophic protosoa o start thaving, Our results
show the beneficial effect generated by the legume
establishment. Such beneficial plant effect may be doe
te greater availability and mobility of nutrients fueling
the microbial populations in the root zone and, indirect-
Iy, favonng the recovery of the trophic groups of cil ates
and flagellates in the microcosm with petmoleum. This
recovery process with M satfva 18 almost complete in
just 1 month after the contamination pulse.

The diminishing concentration of hydrocarcbons in
sodl can be caused by several phenomena such as
photode gradation, evaporation, and bioremediation;
the fost two operate mmediately after sl contamina-
tion (Maliszewska-Kordyvbach 2005) We found a se-
quential increase of pronzoa feeding on bactena, fung,
and algae, especially in the treatment with petrolenm
and M. sativa. Thus, hydrocarbon metabol ization could
participate in the mcrease of microbial biomass and the
increase in the amount of otal hvdocarbons, sinee the
biomass of bactena fungi. and algae may be an impor-
tant source of C10 o C25 hwdrocarbons detected by the
14th day (Gemadiev et al. 2015).

5 Conclusion

The recovery of the tophic groups of ciliates and fla-
pellates, as well as their community strucire, eocurred
faster in the hydmcarbon-contaminated soil under A
sativa, than the recovery observed in the non-planted
contaminated soil. M. sativa helped developing a taxo-
nomic composition of the ciliate and flapellate commu-
nities after petrolenm contamination, although different

—

from the one developed in the planted non-contaminated
soil. Monetheless, the functionality of these two com-

munities was very similar as trophic groups got fully
recovered after 30 davs, while the non-planted soil plus
petroleum showed no signs of having stated recovery
after this time.
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