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RESUMEN

La contaminacién del suelo por hidrocarburos es un problema comun
debido a los derrames accidentales e intencionales. Lo anterior ocasiona la
pérdida de productividad y la disminucion de la calidad de los productos
cultivados. Ademds, los hidrocarburos pueden ser téxicos para algunas
especies de microorganismos. La estructura de la comunidad bacteriana se
altera como consecuencia de la contaminacion la cual modificard la presencia de
las especies de amebas, porque estas Ultimas son mds susceptibles que las
bacterias a las concentraciones de contaminantes. Existen observaciones de
amebas en aguas contaminadas por hidrocarburos, pero no se ha evaluado el
impacto de estos compuestos en la riqueza de especies de amebas. Por ello, el
objetivo de este frabajo fue determinar el cambio de la riqueza de especies de
amebas de vida libre en un suelo de cultivo contaminado con combustdleo
comparado con un suelo no contaminado. Los muestreos se realizaron en el mes
de octubre del 2005 y octubre 2006. La cantidad de amebas determinada por
el ndmero mds probable (NMP) no mostré diferencias significativas (p > 0.05).
La abundancia de amebas desnudas en el suelo de cultivo no contaminado o
suelo referencia (SR) fue de 2.1 x 10 ° (+0.15) individuos por gramo de suelo y
en el suelo de cultivo contaminado (SC) se observé una abundancia de 6.7 x 10 *
(+ 0.42) individuos por gramo de suelo. Hubo una reduccion de la riqueza de
especies de amebas, identificadas por su morfologia, después de la
contaminacion con combustéleo. En el suelo no contaminado se registraron 52
especies y en el suelo contaminado se encontraron 45 especies. En el suelo no

contaminado sdlo se registraron especies comunes y raras, mientras que en el



suelo contaminado aparecieron especies dominantes, comunes y raras. En el
segundo afio, la riqueza de especies del suelo contaminado aumenté a 33,
mientras que, en el suelo no contaminado, el ndmero de especies se redujo a 33.
Se registré poca similitud entre las comunidades, la cual fue de 0.44 (2005) y
0.35 (2006). Los gremios alimentarios que dominaron en ambos suelos fueron el
bacterivoro y el omnivoro. Esto indica que la contaminacion pudo haber

beneficiando a diferentes especies de amebas.



ABSTRACT

Soil pollution by hydrocarbons due to oil spills is a common problem in
areas hear oil refinery facilities. Several consequences of these spills in
cultivated soils are: increased hydrophobicity, germination decline,
productivity loss, and diminishes quality of cultivated products. These
situations lead to modification of soil microorganisms’ community as response
to oil impact. Protozoa, and amoeba in particular, may be more susceptible than
bacteria to pollutants because lack of cell's protective structures. Besides
occasional observations of amoebae in oil-polluted water and soils, there have
been no attempts to evaluate oil impact on the quantity and species richness
of soil amoebae. We aim to determine the change of amoebae community in
cultivated soil polluted with combustoleum. Composite samples were taken
from 6 plots from contaminated and non-contaminated soil at O - 20 cm depth
in October 2005 and October 2006. Quantity of soil amoebae was determined
by most probable number (MPN) in micro titer plates and species
determination was carried out by morphology after culturing 1g of soil (dw) in
soil extract medium. We made 10 repetitions for each sample and performed
Serensen analysis after constructing the species list of amoebae in polluted
and non-polluted soil. Numbers of amoeba were higher but nonsignificantly
different (P>0.5) in non-polluted (2.1 x 10 ® +0.15) than in polluted soils (6.7 x
10 * + 0.42). Species number identified from non-contaminated soil was 52 and
45 in polluted soils. Decrease of species richness lead to dominance of

bacterivorous amoebae and omnivorous ones; it changed the species



composition of the amoebae community while allowed comparable numbers of
soil amoebae in polluted vs non-polluted soil. Similitud of amoeba community in

polluted and non-polluted soil was 0.44 (2005) and 0.35 (2006) respectively.



INTRODUCCION

La perturbacidn es un factor que transforma la dindmica y la estructura
de las comunidades. La estructura de una comunidad estd compuesta por la
diversidad de organismos, su organizacién en el tiempo y el espacio. También se
puede analizar la organizacién de la agrupacion de estas especies en gremios
troficos. La comunidad es una unidad estructurada, organizada y jerarquizada
que se desarrolla dentro del ecosistema y estd adaptada a las variaciones
normales de las condiciones ambientales. Por tal razén, la comunidad puede
tener variaciones en su estructura dentro de un rango normal de operacion, sin
alterar su funcionamiento. En otras palabras, se encuentra en un equilibrio
dindmico con su ambiente (Trewavas, 2006; Pickett, et a/ 1989; Odum, 1985 y
Odum, et al. 1979). Muchas de estas variaciones estdn dictadas por los pulsos
de recursos, los cuales son aportes energéticos que aprovechan los organismos

en un tiempo y un espacio particular (Konopka, 2000).

Ademds de estas variaciones naturales, puede haber otro tipo de
alteraciones como las generadas por las actividades humanas. Estas situaciones
pueden cambiar por completo la estructura de las unidades fundamentales que
conforman a los ecosistemas y a las comunidades (Pickett, et al 1989). El
efecto que tienen las perturbaciones sobre las comunidades depende de la
intensidad y duracién de este fenomeno. Asi, tenemos que el suceso puede ser
constante y de poca intensidad, constante y muy intenso, o el evento sucede
solo una vez, pero con un nivel de intensidad alto. Cada caso puede repercutir

de diferentes formas en la diversidad de especies. En los casos de alteraciones



intensas, la complejidad de la estructura de la comunidad sufre una disminucion
por la pérdida de la riqueza de especies. Sin embargo, el efecto no es
homogéneo para todas ellas, pues algunas especies pueden verse beneficiadas

por la perturbacion (Pickett, et a/. 1989; Odum, 1985 y Odum, et a/1979).

El suelo es uno de los recursos que mds se ve afectado por las
diferentes prdcticas humanas. Uno de los problemas es la pérdida de este
recurso por el uso con fines agricolas. El suelo pasa por varios mecanismos de
transformacion que producen una serie de alteraciones que modifican de
manera sustancial las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del sistema
eddfico. La destruccion de los horizontes en el suelo genera estrés en las
comunidades que se desarrollan dentro de la estructuracion fisica del
substrato. El arado del suelo ocasiona una reestructuracién por la destruccién
de los macroagregados disminuyendo el espacio entre ellos, afectando la
continuidad en la porosfera con el fin de evitar la pérdida de agua. Esta serie
de factores estdn correlacionados con el cambio de la diversidad de microflora
y microfauna de los suelos de cultivo (Sdnchez-Moreno, 2007; Coleman, et dl.

2002; Buckley y Schmidt, 2001).

Las alteraciones en las propiedades quimicas de los suelos de cultivo, se
deben principalmente a la adicion de materia orgdnica y/o uso frecuente de
abonos, causando que las concentraciones de C (carbono), N (nitrégeno), y P
(fosforo) permanezcan un periodo mds largo de tiempo en el suelo. En conjunto
todos estos factores alteran el funcionamiento y estructuracion de la

comunidad eddfica (Buckley y Schnidt, 2001). Al mantenerse constantes los



nutrientes, los efectos sobre la comunidad serdn negativos y/o positivos para

algunas especies de la microflora.

Las actividades petroleras generan graves problemas de contaminacion,
donde los suelos cercanos a la explotacion de hidrocarburos se ven seriamente
afectados por los derrames accidentales. El efecto de los hidrocarburos sobre
las propiedades fisicas y quimicas no es claro todavia; sin embargo, algunos
cambios en estas propiedades parecen depender de la concentracion y el tipo
de mezcla de hidrocarburos que llegue a adsorberse en los agregados del suelo.
Los hidrocarburos modifican algunas de las cualidades del suelo tales como la
textura (por que hay un aumento en la agregacién de las particulas), el
incremento de la concentracion de materia orgdnica, disminuye la densidad real

y aumenta la porosidad (Martinez y Lépez, 2001).

Una gran parte de los hidrocarburos son considerados peligrosos debido a
su potencialidad como agentes téxicos, mutagénicos y cancerigenos presentando
un riesgo significativo a la salud humana y al ambiente (Menzie et a/,, 1992; Nadon
et al, 1995 y http://www.epa.gov/). Existen otros compuestos de hidrocarburos
que son vertidos a los suelos, como es el caso del combustéleo. Esta mezcla de
hidrocarburos es liquida, oscura e insoluble en agua, con olor tipico a petrdleo. Se
utiliza especialmente como combustible en hornos, secadores y calderas. También
puede utilizarse para calentadores (unidades de calefaccion) y en plantas de
generacion de energia eléctrica. Este combustible esta constituido por una mezcla
compleja de alcanos, asfaltenos, alquenos, cicloalcanos e hidrocarburos aromdticos
y en bajas proporciones algunos compuestos con Ny S (azufre) (Philip et al. 1984).

Los efectos téxicos del combustéleo sobre la fisiologia de animales no son claros,



sin embargo se ha reportado que los derrames marinos y en rios de este
compuesto afectan a muchas especies, perjudicando a pescadores y agricultores
asentados en las orillas de estos cuerpos de agua (La Jornada, 2007;
EnlaceVeracruz 212, 2007). Los derrames en suelos de diferentes zonas de
Veracruz suelen darse en zonas adyacentes a tuberias debido a la falta de
mantenimiento (Diario de Xalapa, 2008 en http://www.oem.com.mx), lo que
aumenta los riesgos a la salud publica. Los riesgos al ambiente son latentes (HDSS:
PR-405/04) porque es fdcilmente adsorbido por las particulas del suelo
interfiriendo en las propiedades fisicas mds importantes del mismo (Martinez y
Lopez, 2001). Sin embargo, se han reportado diferentes especies vegetales que
son tolerantes a la presencia de este contaminante (Ferrera-Cerrato et al., 2007;
Sangabriel et al 2006). De la misma manera se ha observado la presencia de
bacterias tolerantes o que incluso degradan algunos compuestos que forman parte
de este combustible (Pineda-Flores et a/ 2004). Estas especies bacterianas son
elementos clave en la mineralizacién de estos compuestos recalcitrantes (Aislabie,

2000; Bouwer y Zehnder, 1993).

Existen muchas mds especies con la capacidad de tolerar este tipo de
sustancias. Dentro de esta encontramos eucariontes microbianos que han
logrado ser identificados en sitios contaminados con petréleo. Tal es el caso de
diferentes géneros de levaduras como Phialophora que se encontré de forma
dominante en suelos contaminados de la Antdrtica (Aislabie et al 2001),
Exophiala xenobiotica sp que prospera en sitios contaminados con
hidrocarburos (De Hoog et a/, 2006) o Mortierella sp que es capaz de
alimentarse de estos contaminantes (Hughes, 2007). El estudio de los

microorganismos degradadores de hidrocarburos es muy importante, porque



eliminan del sistema a los compuestos que son tdxicos para otros organismos
(Ollivier y Magot, 2005; Nicolellaa et. al. 2005 y Zhang and Bennett, 2005). Lo
anterior se ha aprovechado para la remediacién de sitios que han sido
contaminados (Sarkar et a/ 2005). Sin embargo, esto parece ser sélo una
parte del proceso bioldgico de la mineralizacidn de este tipo de contaminantes,
pues se han encontrado algunas otras especies eucariontes que se desarrollan
en aguas y sedimentos contaminados con hidrocarburos, como es el caso de
algunas especies de protozoos aislados de sedimentos marinos (Anderson, 2001)
y en biorreactores. Los protozoos del suelo son organismos eucariontes
microscoépicos de una sola célula que pueden diferenciarse de manera sencilla
en tres diferentes tipos morfoldgicos; ciliados, flagelados y amebas. Aunque
estos tres grupos se encuentran en el suelo, las amebas muestran la mayor
diversidad de formas en el mismo (Clarholm, 2005; Rodriguez-Zaragoza, 1994).
Dentro de las amebas existen otros grupos morfoldgicos, dividiéndose en
amebas seudotestadas, testadas y desnudas. Los tres diferentes grupos de

amebas son un componente muy importante dentro de los sistemas eddficos.

La biodiversidad ha sido considerada como un indice que refleja la
estabilidad de los suelos perturbados y no perturbados (Coliteaux, 1976;
Wodarz et al. 1992), sin embargo el grado de estabilidad sdlo puede ser
conjeturado. En general la diversidad de protozoos promueve la descomposicion
de la materia orgdnica (Stout, 1980). Por ejemplo las amebas testadas, en
contraste con otros invertebrados, aumentan su diversidad y abundancia
cuando aumenta la concentracién de humus. Ademds, la tasa de descomposicidn
aumenta y estd correlacionada con el nimero de generaciones de las especies

de mayor ftamafio (Schénborn, 1992 a y b). Las evidencias generadas en los



experimentos de laboratorio muestran un claro aumento de la mineralizacién de
los nutrimentos como el Ny P. En ambos casos el ramoneo que llevan a cabo las
amebas aumenta la mineralizacion de estos dos elementos (Griffiths, 1994,
Zwart, et al. 1994; Bonkowski, 2004). Muchos protozoos asimilan aminodcidos y
algunos autores sugieren que pueden excretar amonio (Darbyshire, 1994). La
presion de la depredacién que los protozoos ejercen hacia las bacterias es muy
grande, particularmente las amebas son las responsables entre el 50-70% del
flujo del nitrdgeno en esta parte del circuito microbiano (Zwart y Brussaard,
1991; Zwart, et al. 1994). Esta interaccién entre la microflora y la microfauna
sirve de conexion del flujo de materia y energia hacia los niveles mds altos de
las redes troficas. Al alimentarse de la biomasa bacteriana la digestion de
éstas por sus depredadores moviliza y remineraliza nutrientes que las
bacterias habian obtenido de las rocas o del suelo (como el P) y el N u otros
elementos traza que no estdn biodisponibles. Por tal razén se les considera
entidades clave en los ciclos biogeoquimicos (Coliteaux y Darbyshire, 1998;
Zwart, et al. 1994) y en la mineralizacion de algunos contaminantes (Holubar et
al, 2000; Mattison et al, 2005). Ya que en el proceso de biorremediacién las
bacterias degradan o transforman a los hidrocarburos utilizando estas
moléculas para la generacion de su biomasa. En estudios de microcosmos se ha
observado que los cultivos mixtos bacterianos son mds eficientes en este
proceso. Otro factor que aumenta la biorremediacién es la bioestimulacion,
donde se aumenta la actividad de la comunidad bacteriana con ayuda de
materia orgdnica o nitrégeno disponible incrementando la mineralizacién de
contaminantes (Sarkar et al, 2005). Dentro de los diferentes factores que
aumentan la biorremedacién el estudio de la interaccién depredador presa es

importante por su estrecha relacion con el aumento del metabolismo de los
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contaminantes del suelo (Holubar et a/, 2000; Mattison et al, 2005). Existen
varias hipdtesis que explican la influencia positiva sobre la mineralizacién de C
por bacterias y se resumen en efectos directos como resultado del ramoneo ya
que liberan diferentes sustancias en su forma biodisponible provocando como
efecto indirecto el crecimiento de ofras especies microbianas. La
mineralizacién del carbono sélo es posible en presencia de Ny P (Ratsak et al/.,
1996). Por ello la presencia de depredadores es esencial ya que éstos excretan
el N en forma de amonio (Sherr y Sherr, 1982) al igual que otros elementos
como Cy P (Hunt et al, 1977). El ramoneo de los protozoos incrementa la tasa
metabdlica de sus presas bacterianas bajo ciertas condiciones ya sean
aerdbicas o anaerdbicas (Holubar et a/ 2000; Biagini et al. 1998; Fenchel,
1987). Holubar y colaboradores (2000) reportaron que el ramoneo de ciliados
incrementa la demanda quimica de oxigeno (O) y la eficiencia en la degradacion
en sedimentos con petroquimicos. Rogerson y Berger (1983) observaron que el
ramoneo de ciliado Colpidium colpoda aumento la degradacién de petréleo crudo
en un cultivo mixto de bacterias. Mattison et a/ (2005) detectaron un
aumento de hasta tres veces en la velocidad de degradacién de benceno en

presencia del flagelado AHeteromita globosa.

Para entender la funcién que los protozoos de vida libre tienen en el
ecosistema, Pratt y Cairns (1985), Cairns J. Jr y Henebry (1982) concentraron
a diferentes especies de agua dulce por sus preferencias alimenticias en seis
diferentes grupos troficos; fotosintéticos, autotrofos,
bacterivoros/detrivoros, saprotrofos, alguivoros, omnivoros y depredadores,
que también podemos hallar en el suelo. El uso de este tipo de grupos relaciona

la estructura de la comunidad con la funcién que cada especie puede estar
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llevando a cabo en el ecosistema. Ya que una de las ventajas es la reduccion de
la informacion que cada especie proporciona con respecto al sistema,
simplificando la estructura de la comunidad, eliminando la confusion que es
resultado de la identificacién de los taxa con funciones redundantes (Bahr,

1982 y Hawkins y Sedell, 1981).

Por lo tanto los cambios en la estructura de la comunidad estdn
relacionados con la eficiencia en las funciones y servicios que realiza el
ecosistema. La funcién del ecosistema puede mantenerse ain ante grandes
cambios estructurales, gracias a la redundancia de funciones que las especies
llevan a cabo en las comunidades. Por lo tanto aunque observemos cambios en la
estructura los efectos sobre los procesos de flujo de energia y reciclado de
nutrientes o su movimiento entre los diferentes compartimentos del sistema

no se ven alterados de manera sustancial (Pickett et al., 1989).

Cuando se contaminé el suelo de cultivo con combustdleo, se alteraron
principalmente las condiciones fisicas y bioldgicas de éste. En condiciones
menos extremas las amebas desnudas son los protozoarios mds abundantes en
el suelo, ademds de que juegan un papel muy importante en la conexion entre
las redes tréficas de la microfauna y la fauna del suelo, por ello la pregunta
que se realizé fue: ¢Como cambiard la comunidad de amebas deshudas en el
suelo de cultivo contaminado por combustéleo? Debido a esta serie de factores
nosotros esperdbamos encontrar una disminucién de la riqueza de especies de
amebas desnudas en el suelo de cultivo contaminado con combustéleo, ya que se
alteraron diferentes propiedades eddficas en el suelo de cultivo hace

aproximadamente seis afios.
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Objetivo general

Evaluar el efecto del combustéleo sobre la riqueza de especies de la comunidad

de amebas desnudas en una parcela del Municipio de Jalacingo, Veracruz.

Objetivos particulares

. Evaluar la riqueza de especies de la comunidad de
amebas desnudas en el suelo no contaminado y en el suelo

contaminado.

. Evaluar la cantidad de individuos en las dos dreas de
la parcela.
. Determinar la similitud entre las especies de las dos

dreas en la parcela.

. Realizar un modelo de redes tréficas en el suelo

contaminado y no contaminado.
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MATERIAL ¥ METODOS

Ubicacion del darea de estudio

El ejido Orilla del Monte forma parte del Municipio Jalacingo, Veracruz,
ubicado en la zona centro del estado, en las coordenadas 19°48° de latitud
norte y 97°18° de longitud oeste, a una altura de 1944 metros sobre el nivel
del mar. Limita al norte con los municipios de Tlapacoyan; al este con Atzalany
Altotonga; al sur con Perote; al oeste con el estado de Puebla. Su distancia
aproximada al noroeste de la capital del estado por carretera es de 65 Km.
Tiene una superficie de 287.95 K?, cifra que representa 0.39 por ciento del
total del estado. El municipio se encuentra ubicado en la zona central y

montanosa del estado, siendo su topografia accidentada (Fig. 1).

Vegetacion

Los bosques, tanto de coniferas como mesofilo de montafia y algunos
encinares, se localizan en dos porciones del estado: una se encuentra en los
limites con Hidalgo, en la subprovincia del Carso Huasteco; y la otra, mayor, en

la parte central del estado, dentro de la provincia del Eje Neovolcanico.

La precipitacién media anual es de 2000 mm, el suelo permanece himedo

durante ocho meses. La temperatura media anual es de 14 °C.

Actualmente la zona de estudio es una parcela que se utilizé para el
cultivo de leguminosas, ubicada a un costado de la carretera pavimentada de

los Himeros de Perote en el Municipio de Jalacingo que forma parte del estado
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de Veracruz. El mayor porcentaje de esta superficie se utiliza en agricultura y
ganaderia (http://www.emexico.gob.mx/work/EMMO4/ Veracruz/ index.html).
La zona contaminada esta situada en el Ejido Orilla del Monte, en la parcela
frijol colorado propiedad del Sr. Antonio Pérez Rivas, con las coordenadas 19°
35' 16" N y 97° 21' 06" O; una altitud de 2410 msnm en la carretera
pavimentada de los Himeros a Perote, que colinda al Norte 99 m con la
carretera pavimentada de los Hdmeros, al Sureste 229.06 m con parcela 871,
al Suroeste 97 m con el ejido Frijol colorado, al noroeste 230 m con parcela

858.

La parcela contaminada tiene un drea total de 50 m?, la cual sufrié una
exposicion a hidrocarburos y posteriormente a otra de combustéleo. En la zona
contaminada se recolectaron 6 muestras al azar de O a 20 cm. de profundidad
y se mezclaron homogéneamente formando una muestra compuesta. El

muestreo fue realizado por Carlos Lopez Ortiz (Ingeniero Ambiental).

La parcela se dividi6 en dos secciones debido a un derrame a
combustdleo hace aproximadamente nueve afios. Debido a esto, a cada seccién
se le dio la caracterizacion de contaminada y ho contaminada respectivamente.
La categorizacion de contaminada se otorgd por cuantificaciéon de
hidrocarburos totales en la muestra compuesta fue de 50 000 ppm en el suelo
contaminado rebasando los limites permisibles. Esta determinacion se realizé

en el Colegio de Posgraduados.
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Toma de muestras

Muestra compuesta

En cada seccion se tomaron seis muestras aleatorias en una caminata en
forma de zigzag de 0-15 cm de profundidad, se famizaron en una cernidora de
2 mm de apertura, posteriormente las muestras de cada seccion se mezclaron
homogéneamente formando una muestra compuesta para cada zona y se
depositaron en bolsas de polietileno autosellables, en las que se transportaron

al laboratorio, donde se almacenaron a 4 °C (Margesin, 2005).

Se efectuaron dos muestreos; el primero durante el mes de Octubre del

2005 y el segundo en Octubre del 2006.

Estimacion de nimero de amebas desnudas

La mezcla homogénea se hizo con el fin de ftener una representacion
general de la parcela. Para la estimacion de la cantidad de amebas se utilizé la
técnica del Nimero Mds Probable (NMP) en placas de cultivo celular de 24
pozos. Se lavaron y esterilizaron en horno de microondas en total 10 pulsos de

calentamiento de 30 s, dando un total de 5 min.
Se preparé una dilucion 1:10, con 1 g de suelo resuspendido en 10 ml de

extracto de suelo. Este se homogenizo con ayuda de un vortex mediante 5

pulsos de 15 s para cada muestra. La mezcla se dejo reposar durante 45 min
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con el objeto de permitir la sedimentacién de las arcillas y particulas de gran

tamafio.

A cada pozo se le agregaron 500 pl de agar no nutritivo (para que las
amebas tuvieran una superficie donde reptar), 900 pl de extracto de suelo y
finalmente 100 pl de sobrenadante de suelo resuspendido para realizar la
dilucion 1:10 por pozo. En cada placa se obtuvieron seis diluciones decimales de

10" a 10°° con cuatro repeticiones por dilucién.

Las placas de cultivo celular se incubaron durante 15 dias a 28 °C y se
revisaron en el microscopio invertido registrando la presencia-ausencia de
amebas desnudas. Se realizaron 20 repeticiones (10 de cada muestra). Los

datos se analizaron con una t de student en Excel.

Deteccion de especies

Para la determinacién de especies se requirié la preparacion de extracto
del suelo no contaminado de la parcela. Se homogeneizaron 200 g de suelo en 1
L de agua destilada en bafio Maria a 60 °C durante dos horas. Se filtré con
papel Watman42, es importante que el extracto de suelo esté aun caliente ya
que se filtra mds rdpidamente. El extracto filtrado, se esterilizé a 121 °C a 15

Ib de presién durante 15 minutos.

Para identificar las especies de amebas desnudas se utilizaron cultivos

en cajas petri con agar no nutritivo, 13 g de agar en 1 L de extracto de suelo
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diluido (1:5). El proceso fue el siguiente: se homogeneizé 1 g de suelo en 10 ml
de extracto esteril de suelo y se dejaron reposar por 45 min con el fin de que
se precipitaran las particulas. Posteriormente el sobrenadante se vertié en la
caja petri sobre las placas de agar, dejando reposar con una leve inclinacién
durante 2 h, después se retiro el exceso de liquido con una pipeta Pasteur
estéril, las placas se incubaron a 28 °C por cinco dias y se revisaron
periddicamente para detectar amebas durante 30 dias, debido a que la
aparicion de amebas sucede de manera sucesiva. Este método se realizé para
las dos muestras (suelo contaminado y suelo no contaminado). La determinacion
morfoldgica se hizo con ayuda de un microscopio de contraste de fases con
ayuda de claves especializadas (Page, 1976; Page, 1988; Page y Siemensma 1991
y de Patterson, 1996).

Determinacion del volumen minimo de muestra

Para determinar el volumen minimo de suelo en las que se halla
representada la riqueza de especies, se le asigné una clave de registro a cada
placa de cultivo utilizada para la determinacién de especies registrdndose la

frecuencia (F) de aparicion de amebas.

Analisis estadistico

Para el conteo de amebas desnudas se utilizé una *de student en Excel.
Para la estimacion del volumen minimo y la similitud de la riqueza de especies

entre las diferentes comunidades se realizé un andlisis de la similitud de

18



Serensen con ayuda del programa PCORD® versién 4.3 para Windows®. Con

este programa se calculd el volumen minimo de la riqueza de especies.

Modelo de la red tréfica

El modelo de la figura ocho esta basado en el modelo de la red tréfica de
Duffy y colaboradores (2007) y la integracion en grupos troficos establecido
por Pratt y Cairns (1985). Lo que se hizo con la finalidad de simplificar la
informacion generada a partir de la estructura de la comunidad y clasificar a
los protozoos de vida libre en diferentes en grupos funcionales con base en sus
hdbitos alimentarios. Con este tipo de categorizacion podemos entender cual
es el posible papel que estos grupos llevan a cabo dentro de los ecosistemas

eddficos.

19



Veracruz de Ighacio de la Llave
Division Municipal :

Escala
3500 000

Figura 1, Zona de estudio.
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Figura 2. Zona de estudio donde se pueden observar algunos pastos en el

suelo contaminado, adyacentes a las zonas de cultivo.
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RESULTADOS

Ano 2005

En el primer muestreo, la abundancia de amebas desnudas en el suelo
contaminado fue de 2.1 x 10 ® (+0.15 x 10 °) individuos por gramo de suelo y la
zona ho contaminada tuvo una abundancia de 6.7 x 10 * (+ 0.42 x 10 %)
individuos por gramo de suelo. Sin embargo, la abundancia de las amebas no fue

significativamente diferente en las dos comunidades (p>0.05).

Se identificaron en total 52 especies pertenecientes a 24 géneros de 18
familias (tabla 1), de las cuales el 85 % pertenecen a la clase Lobosea y 15 % a
la clase Heterolobosea. Las especies se determinaron de acuerdo con sus
caracteristicas morfoldgicas y en 16 casos sélo fue posible determinar a los
organismos hasta nivel de género agregando sp,, debido a que algunas
caracteristicas no se ajustaron a las reportadas en las claves. Del total de las
especies, exclusivamente 29 se localizaron en el suelo de cultivo de referencia
(SR) y 7 spp en el suelo contaminado (SC) incluidas en los géneros;
Trichamoeba, Acanthamoeba, Filamoeba, Echinamoeba, Ghephyramoeba,

Nucleariay Mayorella.

Suelo referencia (SR)

Se encontraron en total 45 especies de amebas, las cuales se agruparon

en 22 géneros pertenecientes a 16 familias. Las especies con mayor frecuencia
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con tendencia a ser dominantes, se ubicaron dentro de la clase Heterolobosea
y pertenecen al género Vahlkampfia (2 spp de F=8 y 1 sp F=2, Tabla 1),
seguidas por las especies catalogadas como comunes las cuales pertenecen a
los géneros; Vanella (1 sp), Platyamoeba (2 sp), Flamella (1 sp), Dactylamoeba
(2 spp), Mayorella (2 spp), Acanthamoeba (2 spp), Cochliopodium (1 sp),
Paragocevia (1 sp), Filamoeba (1 sp) y Pessonella (1 sp). Mientras que las
especies mds raras se ubicaron en la clase Lobosea (F = 1-2) dentro de los
géneros, Hartmannella (1 sp), Acanthamoeba (4 spp) Cochliopodium (2 spp),
Hyalodiscus (1 sp), Rhizamoeba (3 spp), Nuclearia (1 sp), Vexillifera (2 spp),
Dermamoeba (2 sp), Paraflabellula (1 sp), Mayorella (1 sp), Vannella (2 spp),
Stachyamoeba (1 sp), Trichamoeba (1 sp) y una especie de ameba testada del
género Trinema, la clase heterolobosea con el género Vahlkampfia (4 spp),
clase Vampyrella (1 sp), (ver tabla 1). La gama de frecuencias de las diferentes
especies de amebas se ajusto a una distribucién geométrica, ya que solo se

registraron especies de frecuencia reqular y rara (Fig. 3 a).

Grupos troficos del suelo referencia

Las especies se ubicaron en siete grupos tréficos (fig. 5 a); Bacterivoros
(B, 21 spp) 51%, omnivoros (O, 6spp) 15 %, alguivoros 10% (A, 4spp) con
preferencia hacia los hongos 7% (H, 3 spp) y levaduras con un 7% (L, 3 spp),
protozoorivoros con 5 % (P, 2 spp) y con la preferencia alimenticia a protozoos
y algas en un 5 % (P-A, 2 spp). Las preferencias alimenticias han sido

reportadas por diferentes autores (Pratt y Cairns Jr. ,1985).
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Suelo contaminado (SC)

En la muestra del SC se observaron 24 especies de 14 géneros
pertenecientes a 13 familias (Tabla 1). La especie dominante (F=10) forma
parte de la clase Lobosea y pertenece al género Trichamoeba (1 sp) incluida en
todos los submuestreos. Las especies comunes (F=3-8) se hallan en los géneros
Mayorella (3 sp), Acanthamoeba (3 sp), Filamoeba (1 sp), Paraflabellula (1 sp)
Gephyramoeba (1 sp) y Stachyamoeba (1 sp). Las especies raras presentaron
una F = 2 o 1 y se repartieron entre los géneros Echinamoeba (1 sp),
Rhizamoeba (1 sp), Vexillifera (1 sp), Acanthamoeba (1 sp), Filamoeba (1 sp),
Hyalodiscus (1 sp), Nuclearia (1 sp), Mayorella (2 spp), Platyamoeba (1 sp). Cabe
destacar que sélo una especie de la clase heterolobosea pertenecientes al
género Vahlkampfia (2 spp, F=6) se encontré dentro de las especies comunes,
mientras que en el caso de V. ustiana (F=1) se presenté como especie rara.
Como lo muestra la figura 3 b, la frecuencia de las especies se ajusté a una

distribucion de tipo log-normal.

Grupos troficos en el suelo contaminado

Las especies se ubicaron en cuatro grupos ftréficos (fig. 5 b);
bacterivoros (13 spp) 69%, omnivoros (4 spp) 21 %, alguivoros (1 sp) 5% y los

que se alimentan de hongos con 5% (1 sp).
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Similitud entre comunidades (afio 2005)

El indice de similitud de Serensen fue de 44 % entre las comunidades de

ambos tratamientos.

Se presenté una notable disminucién de la riqueza de especies en el
suelo contaminado. Se observé una reducciéon de especies del género
Vahlkampfia y la aparicion de otras especies del género Acanthamoeba. Las
especies de los géneros Trichamoeba y Acanthamoeba, presentaron una
frecuencia rara en el suelo no contaminado. Sin embargo, en el suelo con
combustéleo estos taxa dominaron apareciendo en todos los submuestreos. Las
especies que pertenecen a los géneros Stachyamoeba, Rhizamoeba,
Hyalodiscus'y Nuclearia se mantuvieron en una frecuencia rara. Con respecto a
los grupos tréficos la bacterivoria domina en las dos comunidades. Por otra
parte en el suelo con hidrocarburos se registré una disminucién en el ndmero
de especies del grupo omnivoro, alguivoro y la desaparicion de 4 grupos

troficos con preferencia alimenticia hacia levaduras, protozoos y hongos.

Ano 2006

Se identificaron en total 49 especies pertenecientes a 20 géneros de 16
familias (tabla 1), de las cuales el 82 % pertenecen a la clase Loboseay 18 % a
la clase Heterolobosea. Las especies se determinaron de acuerdo con sus
caracteristicas morfoldgicas y en 12 casos solo fue posible determinar a los
organismos hasta nivel de género pero con caracteristicas suficientes para

clasificarlas como especie morfoldgica agregando spn. Del total de especies que
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estructuran la comunidad, exclusivamente 16 se localizaron en el SR y 16 spp
exclusivas en el SC, donde las mds frecuentes se hallaron dentro de los

géneros Mayorella y Dactylamoeba.

Suelo referencia

Se encontraron en total 33 especies de amebas en 16 géneros de 13
familias. Las especies con una frecuencia comin (F = 3-8) se reparten entre la
clase Heterolobosea con el género Vahlkampfia (2 spp) y la clase Lobosea con
los géneros Mayorella (2 sp), Dactylamoeba (2 sp) Dermamoeba (1 sp) y
Biomixa (1 sp) Tabla 1. Las especies raras (F = 1-2) se hallan en los géneros
Acanthamoeba (2 spp), Rhizamoeba (1 sp), Vannella (3 spp), Trichamoeba (1 sp),
Deuteramoeba (1 sp), Cochliopodium (2 spp), Flamella (1 sp), Paraflabellula (1
sp), Nuclearia (3 spp) Mayorella (4 spp) Paradermamoeba (1 sp), Vahlkampfia
(4 spp) y 1 sp del genero Arcella (Ameba testada). La gama de especies se
ajusté a una distribucién geométrica, ya que sélo se registraron géneros de

frecuencia comdin y rara (Fig. 4 a).

Grupos troficos suelo referencia

Las especies se ubicaron en siete grupos tréficos (fig. 5 c); Bacterivoros
(B, 12 spp) 45%, con la preferencia alimenticia a protozoos y algas en un 12 %
(P-A, 3 spp), con preferencia hacia los hongos 11% (H, 3 spp), omnivoros (O, 2
spp) 8%, alguivoros 8% (A, 2 spp) y levaduras con un 8% (L, 2 spp) y

protozoorivoros con 8% (P, 2 spp).
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Suelo contaminado

Se encontraron en total 33 especies de amebas en 15 géneros de 12
familias, de las cuales el 72% pertenecen a la clase Lobosea y el 24% a la clase
Heterolobosea. Las especies comunes se ubicaron dentro de los géneros;
Mayorella (3 spp), Dactylamoeba (2 spp), Filamoeba (2 spp), Vahlkampfia (3
spp), sequidas de Parafilabellula (1 sp), Rhizamoeba (1 sp), Trichamoeba (1 sp),
Acanthamoeba (1 sp). (Figura 3). Las especies que pertenecen a los géneros
Hartmannella (1 sp), Acanthamoeba (3 spp) Ghephyramoeba (1 sp), Vahlkampfia
(5 spp), Biomixa (2 sp), Echinamoeba (2 spp), Flamella (2 spp), Nuclearia (1 sp),
Mayorella (1 sp), ordenadas de mayor a menor frecuencia. Se observd un
aumento en el nimero de especies del género Acanthamoeba'y la aparicion de
otras especies del género Mayorella. La frecuencia de las especies se ajusté a

una distribucién de tipo geométrica (Fig. 4 b).

Grupos troficos del suelo contaminado

Las especies se ubicaron en seis grupos tréficos (fig. 5 d); Bacterivoros
(B, 16 spp) 56%, omnivoros (O, 5 spp) 18%, con la preferencia alimenticia a
protozoos y algas en un 12% (P-A, 3 spp), protozoorivoros con 10% (P, 3 spp),
con preferencia hacia los hongos 3% (H-G, 1 sp) y alguivoros 1% (A, 3 spp).
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Similitud entre comunidades del segundo muestreo

El indice de similitud de Serensen fue del 35% entre las comunidades de

ambos tratamientos.

El nimero de especies fue el mismo en los dos tratamientos. Por otra
parte Vahlkampfia, Mayorella'y Dactylamoeba fueron los géneros en comdn.
Particularmente las especies del género Vahlkampfia tuvieron frecuencias raras
en el suelo contaminado. Las especies que pertenecen a los géneros
Stachyamoeba, Rhizamoeba, Hyalodiscus y Nuclearia se mantuvieron en una
frecuencia rara en los dos suelos. Se observé la aparicién de otras especies de
los géneros Acanthamoeba y Vahlkampfia en presencia del combustéleo. Con

respecto a los grupos tréficos la bacterivoria domina en las dos comunidades.

Variacion interanual en la composicion de las comunidades de los dos
afios

Las especies en comun en los dos muestreos pertenecen a los géneros
Vahlkampfia (3 spp), Trichamoeba sp, Acanthamoeba (2 spp), Paraflabellula sp,
Rhizamoeba (1 sp) Mayorella (2 spp). Aunque estas especies se presentaron en
todas las comunidades, el cambio se presenté en la distribucién de algunas. La
ameba Trichamoeba fue una sp rara en el suelo no contaminado del primer aflo,
mientras que en el suelo contaminado fue la especie dominante. Otras spp
beneficiadas pertenecian al género Acanthamoeba pasando de raras a comunes
en el suelo contaminado. Mientras que no varié la distribucién de las especies

restantes.
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Las especies bacterivoras y omnivoras dominaron en las comunidades de

los dos afios.

La investigacion se centraba en la posibilidad de una disminucion de la
riqueza de especies en el suelo con combustéleo sin embargo, esta disminucién
de especies sélo se observo en el primer muestreo (Fig. 3 y tabla I), mientras
que en el segundo muestreo la riqueza de especies aumenté en el suelo
contaminado, equipardndose en nimero con el suelo sin combustéleo. La
disminucion se da en los grupos que estructuran la red tréfica y la dominancia
en los dos muestreos estd representada por los gremios bacterivoro y

omnivoro en todos los suelos.

Modelo de la red tréfica

Los esquemas muestran la estructura de la red tréfica de ambos suelos
con dos dimensiones que estan dadas por relaciones horizontales (competencia
interespecifica, coexistencia) y verticales (depredacion). Dentro de la riqueza
vertical se tienen tres niveles; el primer nivel consta de diferentes tipos de
presas como bacterias, algas y hongos que estdn supuestos por las tendencias
alimenticias del segundo nivel (fig. 6 y fig. 7). En el segundo nivel se observan
diferentes gremios troficos entre los cuales los mds importantes son el

bacterivoro y el omnivoro.

En el suelo no contaminado el segundo nivel tréfico revela una cierta

regularidad y dominio del grupo amibiano bacterivoro con la mayor proporcién
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de especies. Las especies omnivoras son el segundo grupo que domina en
proporcion a las demds. Dentro del mismo nivel y en menor porcentaje
encontramos a los grupos tréficos de los alguivoros, honguivoros y los que se
alimentan de levaduras. En el tercer nivel encontramos a los protozoorivoros

con cuatro spp.
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Tabla 1. Especies presentes en la parcela en cada seccion en los dos muestreos realizados en octubre 2005 y
octubre 2006 en el Municipio de Jalacingo, Veracruz (SR, suelo referencia; SC, suelo contaminado). Grupo troéfico

de la especie de ameba (B: bacterivoros, O: omnivoros, A: alguivoros, P: protozoarios, L: levaduras, H: hongos).

2005 2006
FAMILIA Especie Grupo trofico  Aparicién SR Aparicién SC  Aparicién SR Aparicién SC
VAHLKAMPFIIDAE Vahlkampfia aberdonica B + - + +
Vahlkampfia atopa B - - - +
Vahlkampfia avara B + - + +
Vahlkampfia debilis B + - + -
Vahlkampfia enterica B + + + +
Vahlkampfia hartmanni B + - - +
Vahlkampfia jugosa B - - - +
Vahlkampfia ovis B + + + +
Vahlkampfia ustiana B o + + +
GRUBERELLIDAE Stachyamoeba sp. B + + - -
AMOEBIDAE Trichamoeba sp * + + + +
Deuteramoeba algonguinensis - - + -
HARTMANNELLIDAE  Hartmannella vermiformis B + - - +
ACANTHAMOEBIDAE  Acanthamoeba sp (@) + + +
Acanthamoeba astronyxis (@) - - -
Acanthamoeba castellanii (@) - - - +
Acanthamoeba lenticulata @) - + - +
Acanthamoeba lugdunensis (@) + + - -
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FAMILIA
COCHLIOPODIDAE

ECHINAMOEBIDAE

HYALODISCIDAE

FLABELLULIDAE
GEPHYRAMOEBIDAE
LEPTOMYXIDAE

NUCLEARIIDAE

Especie

Cochliopodium actinophorum
Cochliopodium bilimbosum
Cochliopodium minus
Cochliopodium minutum
Paragocevia sp

Filamoeba nolandi
Filamoeba sp
Echinamoeba sp
Echinamoeba exudans
Flamella sp

Flamella citrensis
Hyalodiscus sp.
Paraflabellula sp.
Gephyramoeba sp
Rhizamoeba australiensis
Rhizamoeba spl transparente
Rhizamoeba sp 2 raiz
Nuclearia sp simplex?
Nuclearia sp 2

Nuclearia moebiusi
Nuclearia polypodia
Nuclearia radians

Grupo trofico

- Nl e el

© O ®©

2005

2006

Aparicion SR Aparicion SC  Aparicién SR Aparicién SC
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FAMILIA
PARAMOEBIDAE

VEXILLIFERIDAE

THECAMOEBIDAE

VANNELLIDAE

VAMPYRELLIDAE
BIOMIXIDAE

ARCELLIDAE
TRINEMATIDAE

Especie

Dactylamoeba bulla
Dactylamoeba stella
Mayorella bicorniformis
Mayorella cultura
Mayorella microeruca
Mayorella penardi
Mayorella riparia
Mayorella spatula
Vexillifera sp
Vexillifera anapes
Vexillifera variabilis
Dermamoeba granifera
Dermamoeba minor
Paradermamoeba sp
Pessonella marginata
Platyamoeba placida
Platyamoeba stenopodia
Vannella lata

Vannella platypodia
Vannella simplex
Vampyrella sp

Biomixa sp

Biomixa vagans
Arcella sp

Trinema sp

Grupo trofico
P-A
P-A
B

I
o

LI v~ ve v el

WWwWwWwW®wITITTIw®w®w

2005

2006

Aparicion SR Aparicion SC  Aparicién SR Aparicién SC

+ - +
+ - +
- - +
+ + +
- - +
+ + +
- + -
+ + +
+ = =
+ = =
- + -
+ = +
+ - -
- - +
+ - _
+ + -
- - +
+ - +
+ = =
+ = =

33



(b)

(a)

DI2UaNIAJ

s A
o/d |4
ad Aoy
1w Aoy
2 ds anN
ds vhy
ds 14
3 uvoy
I TY
N RIT
ds yo3
ds vjg
s140 4
is Aoy

Especies

1 Aoy
Aydag
nuvay
ds uvg
oufrd
4 unay
IVEN|
ds uvoy
na Aoy

yon i

auld |
Jhduny
ds o) g
1oy
1qap
Wis uy
Iy
IR
ds xa
ds foy
vy
dsuvg
nyuoay
TN
yari g
SIA0 |
oy
Jb6Jag
un xa
sdsony
J7uyy
Lrayy
ds oAy
Wyao)
D y20)
Junay
Wuoyy
Yy
DU Sag
ad foy
ny Aoy
nganq
ouyr4
ds buny
g420)
nouvIy
dsuvay
Ty
g
§s90Q
HI14
s |d
Iy
2iua
Ty

Especies

Figura 3. (a) Curva de frecuencia de especies de amebas desnudas en el suelo de cultivo sin contaminar que

tricay (b) curva de frecuencia de sp de amebas en el suelo contaminado que muestra

on geomé

’

muestra una distribuci

una distribucién “log-normal”.

34



o o ~ o o~ — o

viguanyad 4

oo ~ o o~ — =

viJuaenvad4

Aoworg
/0 )
dojo
Jago )
is hoy
od any
ds 4
"ol
X2 423
ds 423
3 unay
ds unay
oy g
obnf 4
0y
Aydag
wounay
ey
ng anQ
Jounay
DI UDIY
yord g
1sn A
aua
o Aoy
dooouyy
ds yng
ou g4
404D )
ny Aoy
45 90Q
ds 14
Iw Aoy

Especies

as y
510 )
1qap 4
J0AD
ojd
s Uy
ds ynyg
ad foy
uo Aoy
is hoy
19 Aoy
ow any
04 InpN
s ds any
ds yny
TENY
b Y20y
"Ly
INTEN
[0 nagq
yar |
Hsn o p
40 Uy
dooouyy
ds uvay
o/§
aua
Jbaag
Aoy
Jagqo )
15 90Q
ng anQ
ny Aoy

Especies

Figura 4. (a) Curva de frecuencia de especies de amebas desnudas en el suelo de cultivo sin contaminar y (b)

curva de frecuencia de especies de amebas desnudas en el suelo de cultivo contaminado (segundo afio).

35



(a) SR

P-A
Protozoorivoros 5,
5%

Levadurc;s
7%
Hongos
7%

Alguivoros

10%

Bacterivoros
51%

Onmivoros
15%

P-A

(c) SR 12

Protozoorivoros

8%
Levaduras Bacterivoros
8% 45%
Hongos '
11%

Alguivoros
Onmivoros
8%

8%

Fig. 5. Estructura tréfica de la comunidad de amebas desnudas. (a), suelo referencia (SR) del afio 2005; (b), suelo

(b) sC

(d) scC

Hongos
Alguivoros g9,
5%
Onmivoros, EE \
21%
Bacterivoros
69%
HG6
P-A 3%
10%
Protozoorivoros

10%

Alguivoros l>

3% Bacterivoros

56%

Onmivoros
18%

contaminado (SC) del afio 2005; (c), suelo referencia del afio 2006; (d), suelo contaminado del afio 2006.



P || P2 |

® \
o] (= =] [ ‘\
e ) By

&

- -
u L

Bacterias no tolerantes

Figura 6. Red tréfica esquematizada del suelo de cultivo contaminado con combustdleo del primer muestreo. Ilustra los
componentes de la riqueza horizontal y vertical de las diferentes especies. La red consiste de diferentes especies. Los
componentes de la riqueza vertical cuentan con la presencia de especies de amebas protozoorivoras, omnivoras, honguivoras.
También muestra la riqueza horizontal donde encontramos diferentes especies que comparten el nivel.

37



AN

| o1 [{e2 |} a5 || e4]]fes || |]er]
| e [ &9 | [ [e11 |1z }/eis|{e1a |15 ]]e18\

Alaa

@ Bacterias tolerantes e hidrocarbonoclasticas

Figura 7. Red tréfica esquematizada del suelo ho contaminado con combustéleo del segundo muestreo. Ilustra los
componentes de la riqueza horizontal y vertical de las diferentes especies. La red consiste de diferentes especies. Los
componentes de la riqueza vertical cuentan con la presencia de especies de amebas protozoorivoras, omnivoras, honguivoras.
También muestra la riqueza horizontal donde encontramos diferentes especies que comparten el nivel.

38



DISCUSION

La biomasa microbiana del suelo sufre un decremento como efecto
inmediato de la contaminacion por la presencia de los hidrocarburos (Joynt et
al. 2006). Por ello se esperaba que el nimero de organismos que conforman la
comunidad de amebas desnudas fuera menor en el suelo con combustéleo. Sin
embargo, la diferencia del nimero de individuos entre las comunidades del
suelo contaminado y no contaminado no fue significativa. Lo anterior significa
que los microorganismos del suelo se adaptaron rdpidamente a los cambios
(Brandon, 1990) y alteraciones que provocé el combustéleo en el sistema
eddfico (Martinez y Lépez, 2001), ya que el largo periodo de tiempo entre el
evento de contaminacién por combustéleo y el muestreo pudo influir
positivamente en las poblaciones amebianas tolerantes a los hidrocarburos las

cuales habrian ocupado el espacio de las spp desaparecidas.

Al analizar la similitud de la riqueza de especies entre las comunidades
de los diferentes suelos se encontrd poco parecido en las especies que las
integran. Esta variacion se pudo dar por diferentes razones. La primera de
ellas es que solo se realizé solo una muestra compuesta de 6 submuestras en
cada tipo de suelo con una replica después de un afio ho permitié realizar un
andlisis mds adecuado de las especies, ya que no tiene alcance para encontrar
un mayor nimero de spp raras. Sin embargo se tiene una vision general de las
especies dominantes y de cémo estas especies se distribuyen de forma
diferente en cada uno de los suelos. Como es el caso de Trichamoeba sp que a

pesar de aparecer en los dos tipos de suelo se encontré con una frecuencia

39



rara en el suelo sin contaminar, mientras que en el suelo con combustdleo esta
ameba fue dominante; el mismo caso ocurrio con varias especies de los géneros
Acanthamoeba y Mayorella. Asi, las diferentes especies del género
Vahlkampfia pasaron de dominantes en el suelo no contaminado, a tener una
frecuencia que fue de rara a comin en el suelo contaminado. Aunque la
comunidad de amebas exhibe un ndmero mayor de especies en el suelo no
contaminado, cabe destacar que la comunidad de amebas que habita el suelo
contaminado parece ser mds estable ya que las especies se distribuyen de una
forma “Log-normal” como sucede en comunidades que se encuentran en

ambientes sin perturbaciones antropogénicas.

No obstante, al analizar el segundo afio se observé que la riqueza de
especies fue la misma entre el suelo contaminado y no contaminado. La
diferencia radica en la similitud de especies entre comunidades que solo fue
del 36%. El suelo contaminado tiene 18 spp mds con respecto al suelo
contaminado del afio anterior. De la misma manera si se compara la similitud
entre las comunidades de ambos suelos contaminados se observan variaciones
dentro de los géneros y las especies, ademds de que en esta época se muestra
una distribucion geométrica. Lo que sugiere que la reparticion de los recursos

es mds equitativa y las especies dominantes estdn disminuidas.

Otra de las razones por las que se pudieron haber dado los cambios
entre las comunidades es que no se dio seguimiento de las mismas a través del
tiempo, por lo tanto no esta fuera de alcance asegurar que las diferencias

observadas son causa directa del contaminante, sino que pueden ser
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consecuencia de la dindmica de las mismas comunidades causadas por su

entorno y las condiciones del lugar donde se realizé el estudio.

Sin embargo, no se puede excluir por completo el tipo de distribuciones
encontradas en el SNC y el SC ya que hay una clara dominancia de ciertas spp.
El SNC y el SC presentan diferentes distribuciones las cuales pueden deberse
a diferentes factores que provoquen disturbios en su hdbitat. Para ello es
necesario analizar cada una de las distribuciones encontradas en cada suelo.
En el suelo de cultivo se obtuvo una distribucion de frecuencias de especies de
tipo geométrica (McGill et a/, 2007). Este tipo de distribucion generalmente
se da en sistemas que sufren perturbaciones intermedias (Connell, 1978 vy
Sousa, 1979). En el suelo de cultivo la revoltura de los horizontes induce
modificaciones estructurales provocando una perturbacién de este tipo
(Roxburgh et al., 2004; Shea et al., 2004; Chesson, 2000 y Darbyshire, 1994).
Esta perturbacidn es constante y se correlaciona con el cambio y la pérdida de
la diversidad dentro del edafén en suelos utilizados para la agricultura
(Rapport y Whitford, 1999 y Buckley y Schmidt 2001). Dentro de estos
sistemas desequilibrados los efectos suelen ser positivos para muchas de las
diferentes especies que conforman la comunidad eddfica. Estos efectos se
hacen evidentes por el impacto directo hacia las especies dominantes. Ya que al
observar la distribucion de spp en el suelo ho contaminado, estas sélo se
presentaron con frecuencias comunes y raras (McGill et al, 2007). La
disipacién de las especies dominantes se debe al cambio abrupto de las
condiciones optimas en donde éstas se desarrollaban. Asi, unas especies
sustituyen a otras debido a diferentes procesos; ya sea por su capacidad de

soportar la perturbacion constante de su ambiente, una tasa de crecimiento
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poblacional mayor, una eficiencia superior para evadir a sus depredadores y la
facultad de sobrevivir a condiciones adversas y con poca diversidad de
alimento. Este es el caso de muchas especies del género Acanthamoeba,
clasificadas dentro de los estrategas oportunistas por su facilidad de invadir
los nichos desocupados por otras especies (Coliteaux y Darbyshire, 1998). Esta
serie de factores explican la ausencia de amebas dominantes en la comunidad

del suelo de cultivo.

Como se menciond anteriormente, otra consecuencia de la perturbacion
en suelos es la pérdida de la riqueza de especies. Esta disminucién de especies
estd correlacionada con el tipo de fuente de energia, el nivel de perturbacién
que existe en el sistema y las sensibilidades de las especies ante estos cambios

(Scholes et al., 2005).

En el caso del suelo contaminado la alteracién se considerd de alto nivel
de intensidad ya que la concentracién de hidrocarburos en el suelo fue 50 000
ppm, rebasando los limites permisibles de este tipo de mezclas en el ambiente.
La frecuencia de las especies de amebas en el suelo contaminado se ajusta a
una distribucion log-normal, descrita como una curva conformada por
numerosas especies raras, algunas comunes y en menor nimero las dominantes
(McGill et al, 2007). Esta distribucién normalmente se da en comunidades
pertenecientes a ecosistemas estables (Preston, 1981; McGill et a/, 2007). La
prolongada exposicién a los hidrocarburos, la ausencia de las perturbaciones
ocasionadas por la utilizacién del suelo para el cultivo, ademds de la rdpida
adaptacién de los microorganismos a los cambios en su ambiente aunado la

existencia de flora en el drea contaminada pudo haber resultado en que el

42



sistema adquiriera una nueva forma de equilibrio. El establecimiento de
diferentes especies de plantas tolerantes al combustéleo permite pensar en la
posibilidad de una asociacidn rizosférica en donde la planta puede tener la
funcién de soporte de las comunidades de protozoos ya que sus diferentes
fases de desarrollo ofrecen microambientes menos extremosos ho sélo bajo su
ramaje, sino también en la zona interrizosférica (Rodriguez-Zaragoza et al.
2005). Asi, sobre el suelo la planta proporciona sombra atemperando la
radiacion, lo que facilita la sobrevivencia de diferentes especies microbianas,
mientras tanto, en el subsuelo la raiz provee de diferentes exudados a los
microorganismos que habitan en la rizéosfera y que pueden funcionar como

recurso para los protozoos (Lynch et al,, 2002; Zwart, et al. 1994).

Asimismo la diferencia entre las comunidades de amebas puede deberse
a otros factores como; el tipo de vegetacién de cada suelo y a la presencia del
combustéleo. Los hidrocarburos producen efectos importantes sobre las
propiedades de textura, materia orgdnica, densidad real y porosidad del suelo.
Asi la presencia del combustdleo pudo provocar diferencias entre la microbiota
de las comunidades pertenecientes a ambos suelos. Ya que el combustéleo tiene
efectos significativos sobre el contenido de materia orgdnica ya que estd
aumenta en forma proporcional a la concentracién de hidrocarburos del
combustéleo (Martinez y Ldépez, 2001). Sin embargo, el combustéleo estd
conformado por productos con estructuras de Czs a Css correspondientes a
compuestos saturados, poliaromdticos y de cadena larga (Philip et al, 1984);
por lo tanto, son compuestos dificiles de oxidar, por ello se le puede considerar
como materia orgdnica recalcitrante y disponible sélo para pocas especies de

organismos hidrocarbonocldsticos (Pineda-Flores et al. 2004). No obstante, el
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verdadero impacto se encuentra en la porosidad del suelo, ya que este
pardmetro disminuye drdsticamente a partir de concentraciones de 20 000 mg
Kg™. La porosidad se disminuye por la ocupacién del hidrocarburo entre los
espacios porosos (Martinez y Lépez, 2001). Este factor fisico puede explicar la
distribucién de algunas amebas en este ambiente extremo. La textura y el
tamafio de los poros son determinantes en la distribucion a microescala de los
protozoos del suelo (Yeates et al 1991); como es el caso de las amebas
testadas y seudotestadas halladas en el suelo no contaminado, que gracias a la
testa y a su tamafio no tienen la posibilidad de ocupar poros mds pequefios. En
el caso de las amebas desnudas esto no parece ser problema, debido a su
capacidad de formar subseudépodos como es el caso de los géneros Biomixa'y
Mayorella, encontradas en ambos tipos de suelo, donde la primera tiene la
capacidad de formar protusiones citoplasmdticas largas, flexibles y de un
grosor de hasta cinco micras haciendo accesible cualquier presa que habite en
poros de esta medida (Patterson, 1996; Page y Siemensma, 1991). En poros de
mayor volumen podemos encontrar a géneros de mayor tamafio como la
Trichamoeba, asi como amebas de menor tamaio como podria ser el caso de los
géneros Mayorella o Vahlkampfia, que tienen la posibilidad de habitar y

acceder a poros de cualquier tamafio.

Los hidrocarburos son moléculas hidréfobas y al adsorberse sobre los
agregados del suelo provocan la disminucién de agua, ademds su coloracion
oscura puede aumentar la tfemperatura del suelo haciendo aiin menos disponible
la humedad. Las amebas han desarrollado diferentes adaptaciones a
condiciones extremas de temperatura y a ambientes con poca disponibilidad de

agua como es el caso de Acanthamoebay Hartmanella (Bamforth et al. 2005), o
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como en biomas desérticos donde hallamos al género Acanthamoeba, Filamoeba
y Vahlkampfia. Donde la influencia de la espesura de la raiz puede generar un
microambiente con la suficiente humedad para permitir la sobrevivencia de mds
especies de microorganismos (Rodriguez-Zaragoza et al. 2005). Poco se sabe
acerca de la tolerancia de estos organismos ante agentes téxicos, aunque se
tienen algunos reportes de amebas tolerantes a fungicidas y a bromuro de
metilo en suelos agricolas (Ekelund, 1999 y Rodriguez-Zarogoza et al. 2003).
Sin embargo, la contaminacién por hidrocarburos probablemente afecta la
diversidad de amebas por la toxicidad de esta mezcla asi como a las presas de
su preferencia (Ekelund, 1999). Se ha registrado que las amebas del género
Acanthamoeba con una relacion filogenética muy cerrada con A. castellani,
Filamoeba nolandi'y Ghephyramoeba prosperan en ambientes contaminados con
hidrocarburos (Lara et al. 2007). Por su parte las especies del género
Vahlkampfia suelen ser poco abundantes en ambientes degradados (Gonzdlez,

2005).

Estos resultados se enfocan al entendimiento del proceso potencial en el
suelo perturbado con combustéleo. Estudios recientes sugieren que los cambios
en las propiedades inherentes de una comunidad como la pérdida de la
diversidad pueden alterar el funcionamiento y los servicios que puede brindar
el ecosistema (Hopper et al., 2005). El periodo entre los muestreos no permite
saber si es una variacion natural de la comunidad o si hay un efecto del
combustéleo sobre la diversidad de amebas ya que la similitud entre las
comunidades de ambos afios es muy diferente. Por ello se requirié de la
integracién de las especies en grupos troficos del suelo referencia y el

contaminado. El modelo muestra algunos patrones en estos sistemas. Dentro de
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este modelo el grupo funcional de los bacterivoros dominé en el suelo
contaminado, pero ademds se hallaron otros grupos como los que se alimentan
de algas, protozoarios, levaduras, hongos y sus combinaciones. Estos otfros
grupos forman parte de las redes troficas del suelo y son contempladas en el
modelo de la red tréfica. Aunque poco abundantes en nimero de spp, estos
grupos son los que parecen sufrir cambios ante las perturbaciones del
ambiente. El efecto sobre la dindmica poblacional de las spp de amebas
depredadoras que conforman todos estos grupos estd fuertemente

correlacionada con la presencia o ausencia de su alimento (Gilbert, 2003).

En el suelo contaminado del primer afio observamos que la red tréfica
sufre una disminucion de grupos troficos importantes dentro del nivel dos y
tres; como es el caso de fungivoros, protozoorivoros y algunas spp del grupo
alguivoro, sin embargo en el segundo afio estos grupos aumentan en el nimero

de especies.

Para la construccién del modelo de la red tréfica del suelo contaminado,
la riqueza de especies fue integrada dentro de niveles troficos (riqueza
horizontal) y a través de estos niveles (riqueza vertical y omnivoria; Pickup y
Parry, 2007). Al analizar los grupos funcionales horizontales; se reconoce una
clara dominancia de diferentes spp con tendencias bacterivoras, lo que indica
que las bacterias sirven como sostén de las poblaciones en este ambiente
perturbado. En el segundo afio las especies bacterivoras aumentan,
posiblemente por un aumento de las poblaciones bacterianas. Asi este suelo con
combustdleo concentra el recurso vivo del primer nivel de la red. El aumento de

especies en la comunidad de bacterias explicaria el aumento en la riqueza de
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amebas bacterivoras y omnivoras en el segundo afio. Ya que se ha observado
que las amebas bacterivoras y omnivoras tienden a preferir ciertas especies

bacterianas (Pickup y Parry, 2007; Renn et al., 2002).

El gremio omnivoro se presentd en todos los suelos con la diferencia en
la riqueza de spp ya que el nimero aumenté en el suelo contaminado. La
supervivencia de este grupo a condiciones tan estresantes sugiere la capacidad
de incrementar la amplitud de su nicho en ambas dimensiones. Este grupo
estuvo conformado por amebas pertenecientes al género Acanthamoeba'y son
clasificadas como estrategas “r". Ya que esta ameba ha desarrollado
adaptaciones para sobrevivir bajo condiciones ambientales muy adversas,
gracias a su alta tasa reproductiva (Bamforth et al. 2005). Esto genera la
posibilidad de que el sistema en el suelo contaminado exista una transferencia
de materia en forma biodisponible. No se sabe que tan eficiente sea esta
transferencia de materiales pero estas especies indican que los nutrientes en
forma biodisponible no se retienen mucho tiempo. Al desaparecer ciertos
grupos pertenecientes al gremio de los protozoorivoros la presion ejercida a
las otras especies de amebas que servian de presa podrian reducir y permite el
desarrollo de ciertos grupos como es el caso de los omnivoros. De la misma
forma otros depredadores podrian desocupar espacio del nicho, como
alguivoros o fungivoros reduciendo la presién hacia las amebas del género
Acanthamoeba. Este género se reconoce por que la mayoria de sus especies no
tienen requerimientos especificos y tiene la capacidad de aprovecharse de muy
pocos recursos. Sin embargo, cuando el nicho fue afectado y las condiciones
del suelo no contaminado se transformaron por el combustdleo, las especies

que dominaban en el ambiente no contaminado desaparecen al no tener las
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condiciones idéneas, mientras que otras spp se ven favorecidas, como es el

caso de las especies que se encuentran dentro del género Acanthamoeba.

El efecto del combustdleo sobre las comunidades de protozoos indica
que los grupos tréficos como los alguivoros son sensibles a la contaminacion con

hidrocarburos.

La proporcion de especies que estdn dentro de un grupo funcional son
muy similares entre los sistemas. Dentro del sistema no contaminado la riqueza
de especies es mayor y la distribuciéon de estas dentro de las categorias
alimenticias refleja diferencias en su nimero con respecto al suelo
contaminado. Sin embargo este sistema presenté un cambio contundente en el
ndmero de spp de cada gremio alimenticio. Lo que sugiere que cada grupo

alimenticio puede estar regulado por la diversidad de recursos.

Los resultados obtenidos con el modelo de la red tréfica del suelo
contaminado sugieren que los protozoarios bacterivoros pueden ser los
responsables de la mayoria del recambio, reciclaje y flujo de nutrientes a

través de la red tréfica que se desarrollé en el SC de los dos afios.
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CONCLUSION

Las poblaciones de amebas encontradas en el suelo contaminado sugieren
que hay efectos positivos del combustéleo sobre estas especies. Mds alld de
decir que las amebas son capaces de metabolizar de forma directa estos
compuestos, es mds probable que estas poblaciones reaccionen ante el
incremento de su alimento que estd en forma de bacterias
hidrocarbonocldsticas, dando una posible ventaja a las amebas del grupo
bacterivoro. Lo anterior puede ser una indicacién de que las amebas desnudas

estan jugando una funcién dentro de los procesos de biorremediacién.

49



PERSPECTIVAS

Este trabajo es una linea base a partir de la cual surgen diversas
preguntas y recomendaciones para estudios posteriores. Una recomendacidn
importante es realizar varias muestras compuestas para permitir un andlisis
mds refinado con respecto a la riqueza de especies. Ademds se necesita hacer
un seguimiento de la comunidad de amebas con respecto al fiempo y observar si
existe una correlacion entre la riqueza de especies y la concentracién de
combustéleo. Pero para definir si existe un efecto directo del combustéleo
sobre la comunidad de estos microorganismos se requeriria hacer un estudio de
microcosmos bajo condiciones controladas, para asi posteriormente relacionar
la velocidad de degradacién del combustéleo con la presencia o ausencia de
diferentes especies de amebas. A la par es necesario estandarizar nuevas
técnicas de observacidon dentro del campo de la microscopia epiflourescente
con el objetivo de observar de forma directa a las especies de amebas que
realmente estdn en su forma activa (de trofozoito) en el suelo de este estudio.
Esto seria el comienzo para determinar el posible papel que estos organismos
llevan a cabo dentro del complicado proceso de la biorremediacion, ademds de
comprobar si son elementos activos dentro de la degradacion o mineralizacion

de este tipo de compuestos.
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ANEXO I
DESCRIPCION E IMAGENES DE AMEBAS
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FAMILIA AMOEBIDAE
Trichamoeba sp.

Ameba semieruptiva, granulosa muchas veces ramificada con forma de coral,
mds o menos activa que forma seudépodos redondeados. Su tamafio va de 100 a
500 pm de largo y 15 a 20um de ancho en movimiento. El desplazamiento se da
por un seudépodo de avance redondeado con una pequefia parte de limax en la
parte anterior. El cambio de direccion es por medio de una proyeccidn
perpendicular del seudépodo de avance. Algunas veces el seuddpodo de avance
se proyecta totalmente a la direccién opuesta. El uroide se conforma de
diferentes filamentos. La forma flotante es ramificada asemejando a un coral
y con seuddpodos con punta redondeada.

El quiste fiene un
tamaiio de 30 am
aproximadamente, con
forma muy irregular. El
quiste con una aparente
pared externa muy
irregular y el endoquiste
con forma oval, con un
ancho de 25 pym y un largo
de 45-50 um | Trichamoeba sp. (a) En movimiento. (b) Quiste.

aproximadamente. (c) Ameba exquistando

FAMILIA HYALODISCIDAE
Flamella sp.
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Forma de locomocion aplanada la mayoria de
las veces en forma de triangulo irregular
aplanada. Tamafio de 30 wm. la célula en
movimiento con un drea hialina pronunciada
en su lado anterior, donde se forman
seudépodos delgados redondeados en la
punta. Algunas veces la forma del cuerpo muy
variada sobre todo en movimiento rdpido. El
uroide muy adhesivo. Sin cristales
citoplasmdticos. No se observo quiste.

FAMILIA LEPTOMYXIDAE
Rhizamoeba sp 1.

Forma de locomocion monopoidal,

locomocidn.

con un drea hialina pronunciada.
Con uroide  aparentemente
adhesivo con algunos filamentos.
El tamafio de la célula con poco
movimiento es de 40-50 ym de
largo y 60-70 um de ancho. La
célula es muy irregular pero
muchas veces fiene forma de
abanico. El citoplasma se divide
claramente en con  pocos

grdnulos y carece de cristales, | Dos diferentes formas de locomocién de
mientras que el hialoplasma | Rhizameebasp 1.

ocupa una gran drea celular que

en movimiento lento la célula

suele formar algunos seuddpodos piramidales o filamentosos. Quistes

desconocidos.

Rhizamoeba sp 2.

62



Forma de locomocidn de Rhizameeba sp 2.

Forma de locomocion
monopoidal, con un drea hialina
poco pronunciada. Con uroide
aparentemente adhesivo con
muy pocos filamentos. El
tamafio de la célula con poco
movimiento es de 60-70 ym de
largo y 20-30 pym de ancho. La
célula es muy irregular pero
muchas veces tiene forma de
raiz. El citoplasma no tiene una

divisién del hialoplasma y granuloplasma y puede contener algunos cristales. La
forma de los seudépodos es delgada y va de filosa a redondeada en movimiento

lento. Quistes desconocidos.

FAMILIA FLABELLULIDAE

Paraflabellula sp.

La forma de locomocion
es usualmente entfre
60-70 pm con una
forma triangular
aplanada y elongada.
Con algunas dreas de
hialoplasma en donde
se forman
subseuddpodos  cortos.
El granuloplasma con
una gran cantidad de
cristales. La célula
suele dividirse en forma
de V para cambiar de

direccidn. Forma | Forma de locomocién (a y b). Forma flotante (c).

flotante con

seudépodos  radiados
que terminan en una punta fina.
FAMILIA GRUBERELLIDAE
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Stachyamoeba sp.

Forma de locomocién cominmente aplanada,
algunas veces en forma de abanico,
ocasionalmente presenta limax. Seuddpodo
eruptivo, algunas veces presenta
subseuddpodos cortos pequefios y muy finos.
Citoplasma con un solo nicleo.

Biomixa s p.

FAMILIA BIOMYXIDAE
Biomyxa sp. Stachyamoeba  sp  en
Morfologia muy variable algunas veces | movimiento.

extendida y reticulada y algunas veces delgada
y estrecha. Seudépodos ramificados que se
anastomosan. No hay distincion entre hialoplasma y granuloplasma. Contiene
una gran cantidad de vacuolas.

FAMILIA LEPTOMYXIDAE
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Forma de locomocion de Rhizamoeba sp 2.
Suelo no contaminado.

Rhizamoeba sp. Suelo
contaminado.

Dos diferentes formas de locomocién de
Rhizamoeba sp 1. Suelo no contaminado.

FAMILIA VAHLKAMPFIIDAE FAMILIA TRINEMATIDAE
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(a) Vahlkampfia sp., (b) V. /

aberdonica, (c) V. ovis
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FAMILIA ACANTHAMOEBIDAE

(b)

Quistes del género
Acanthamoeba (a) A.
astronyxis, 18 ym (b) A.
mauritaniensis, 14 pym
Encontradas en el suelo no
contaminado.

Quistes del género
Acanthamoeba (a) A.
lugdunensis, 12 um (b) A.
triangularis, 14 pym, (c) A.
lenticulata7 uym, (d) trofozoito.
Encontradas en el suelo
contaminado.




FAMILIA COCHLIOPODIDAE

FAMILIA ECHINAMOEBIDAE

(b)

(a) Cochliopodium
bilimbosum, L 17 ymy A 23
um (b) € minus L 12 pmy
Al13pm,(c) € L34pumy A
45 pym. Encontradas en el
suelo no contaminado.

Filamoeba sp. Forma de locomocion.
Encontrada en el suelo contaminado

68



FAMILIA ECHINAMOEBIDAE

Echinamoeba sp. L 14 ymy
A 11 ym. Observada en
suelo contaminado.

Filamoeba nolandi L 21
pmy A 20 pm
encontrada en los dos
suelos.
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FAMILIA GEPHYRAMOEBIDAE

Gephyramoebasp..L 745 pmy A
3 um Encontrada en el suelo con
combustéleo.

FAMILIA NUCLEARIIDAE
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(b)

(a) Nucleariasp 1. 44 um. (b) Nuclearia sp 2.

40 pm. Encontradas en suelo ho contaminado

v
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FAMILIA PARAMOEBIDAE

Dactylamoeba
Stella, L 30 um, A
14 um hallada en el
suelo con
combustéleo.

(a) Mayorella
cultura, L 30 um. A
14 um (b) M.
penardi, L 26 pm, A
20 um (c) M.
riparial 21 um, A 8
um. Encontradas en
el suelo de cultivo.

(a) Mayorella
spatula, L 17 pm. A 6
um (b) M.
microeruca, L 18 um.
A 16 um.
Encontradas en suelo
con contaminado
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FAMILIA VEXILLIFERIDAE

AV

FAMILIA THECAMOEBIDAE

Dermamoeba minor, L 25 um. A
13 um. Encontrada en suelo de
cultivo.

(a) Vexillifera

anapes, L 10 um.

A 10 um (b) V.

variabilis, L 24
um. A 6 um. En
suelo de cultivo
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FAMILIA VANNELLIDAE

Vanella platypodia, L 10 um. A 11

um. Encontrada en suelo de cultivo. Platyamoeba stenopodia, L

30 um. A 10 pum.
Encontrada en suelo de
cultivo.

FAMILIA VAMPYRELLIDAE

Vampyrella sp. , L 30 um. Encontrada en suelo de cultivo.
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