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RESUMEN

La contaminacién del suelo por hidrocarburos es un problema comun debido a
derrames accidentales o intencionales. La tolerancia a los compuestos téxicos de los
hidrocarburos induce la selectividad y la disminucién de la diversidad microbiana.
Los protozoos tienen suma importancia en este tipo de sistemas contaminados,
porque son los principales depredadores de bacterias degradadoras de estos
compuestos recalcitrantes. Esta relacion depredador-presa acelera la degradacién de
hidrocarburos. La fitorremediacién utiliza a las plantas para hacer més eficiente la
degradaciéon de los hidrocarburos pues en la rizdsfera los exudados de la raices
estimulan la actividad microbiana. Sin embargo, el efecto que tiene la raiz sobre
otras comunidades de microorganismos ain no es claro. El objetivo de este estudio
fue determinar cémo influye el combustdleo y Medicado sativa en la estructura
tréfica de la comunidad de ciliados y flagelados, Para ello se diseid un
experimento de microcosmos en el que se tuvieron 4 tratamientos: suelo con
combustéleo SC, suelo con planta SP, suelo con planta con combustéleo SPC vy el
suelo control S. Se identificaron un total de 91 especies de ciliados y flagelados en
todos los tratamientos. En el SC fue donde se encontré mayor riqueza de especies
(50 spp); en el S, SP y SPC la riqueza de especies fue de 37. Los protozoos fueron
maés abundantes en los tratamientos con Medicago sativa, lo que nos indica que el
efecto de la raiz de esta planta fue positivo para la comunidad de ciliados vy
flagelados. En el suelo sin combustéleo encontramos mayor nimero de grupos
troficos (5 en el Sy 4 en el SP), mientras que en los SC y SPC solo encontramos 2
grupos tréficos. Lo que nos indica que el combustdleo reduce la complejidad de las
redes trdficas del suelo. Por otro lado, hubo un incremento en la abundancia del
grupo bacterivoro en los tratamientos con combustdleo, lo que sugiere que la
comunidad de protozoos se estd alimentando de bacterias tolerantes vy

degradadoras de hidrocarburos.



ABSTRACT

Soil contamination due to accidental or intentional spills of hydrocarbons is a
common problem in southern Mexico. Toxic hydrocarbon compounds induce
selection of tolerant organisms reducing microbial diversity. Soil protozoa are very
important for hydrocarbon degradation because of preying upon bacteria that
degrade these recalcitrant compounds. Phytoremediation is the use of plants to
increase the effectiveness of hydrocarbons degradation by means of root exudates
that stimulate microbial activity. However, the root’s effect on protozoan
communities is still unclear. The objective of this study was to determine how fuel
oil No.6 and Medicado sativa affect the trophic structure of the soil ciliates and
flagellates community. To do this we designed a microcosm experiment with 4
treatments: fuel oil No.6 soil (SC), plant soil (SP), fuel oil No.6 plus plant soil (SPC)
and the control soil (5). We identified a total of 91 species of ciliates and flagellates
in all treatments. We found that SC showed the greatest species richness (50 spp),
followed by S, SP and SPC with 37 species each. Protozoa were more abundant in
treatments with Medicago sativa, indicating that the root effect of this plant was
positive for ciliates and flagellates community. We found a greater number of
trophic groups in the non-contaminated soils, (5 in the S and 4 in the SP), while the
SC and SPC showed only two trophic groups. This indicates that fuel oil
contamination reduces the complexity of soil trophic networks. On the other hand,
the abundance increase of the bacterivore group in all fuel oil treatments, suggests
that protozoa community is feeding on bacteria able to thrive and degrade

hydrocarbons.



INTRODUCCION

Las emergencias ambientales ocurridas en México han ocasionado lamentables
dafios al ambiente, segin la Profepa el combustéleo es una de las principales
sustancias derivadas de los hidrocarburos involucradas en el 5.39% de emergencias
ambientales en nuestro pais (Sarmiento et al., 2003). El combustdleo esté
constituido por una mezcla compleja de hidrocarburos: parafinas (n-alcanos, alcanos
ramificados, cicloalcanos), compuestos alquil ~monoarométicos (tolueno,
etilbenceno), poliarométicos (hidrocarburos poliaroméaticos (PAH); fenantreno,
pireno, naftaleno, etcétera); y compuestos con nitrégeno (N) y azufre (S). Los PAH
son insolubles, dificilmente degradables y por tanto persistentes en el ambiente.
Presentan gran afinidad por los tejidos grasos lo que favorece a su bioacumulacién y

permanencia por muchos afios (Ferrera-Cerrato et al., 2007).

Estos hidrocarburos causan alteraciones en las propiedades quimicas, fisicas y
bioldgicas de los suelos, cuando estdn en contacto directo con estos contaminantes
(Sangabriel et al., 2006). En cuanto a las caracteristicas quimicas principalmente
aumentan la materia orgénica (MO) y disminuyen el pH (Ortinez et al., 2003).
Dentro de las propiedades fisicas que afectan estan: la estructura del suelo debido a
la ruptura de los agregados, aumento de la retencién del agua en la capa superficial

y potencial hidrico.

En términos generales, la contaminacién del suelo por hidrocarburos derivados del
petréleo tiene un efecto negativo en este sistema y en los ciclos de los nutrientes. Las
poblaciones microbianas son inhibidas por este tipo de contaminacién, pero los
microorganismos que logran sobrevivir utilizan los hidrocarburos como una nueva
fuente de de carbono (C) y aumentan su actividad metabdlica en estas condiciones
de estrés. La duracién de estos efectos dependeréd de la naturaleza de los

hidrocarburos vy las caracteristicas del suelo (Labud et al., 2007).



La mayoria de estos compuestos organicos pueden ser téxicos para los
microorganismos; la tolerancia microbiana a la presencia de hidrocarburos induce la
selectividad y la disminucién de la diversidad (Rivera-Cruz et al., 2002). El
mantenimiento de las funciones del suelo requiere una comprensiéon de la
respuesta de las comunidades microbianas al estrés y a las perturbaciones. La
disminucién de la diversidad microbiana podria llevar a una disminucién en la
estabilidad del suelo en caso de fluctuaciones ambientales de este tipo (Girvan et al.,

2005).

Generalmente los microorganismos que tienen la capacidad de degradar los
compuestos contaminantes son bacterias y algunas especies de hongos; aunque se ha
observado que algunos protozoos toleran la toxicidad de estos compuestos. Algunos
estudios indican que los protozoos tienen un papel importante en la ecologia
microbiana dela degradacién de contaminantes yen los métodos de
biorremediacién (Stoeck y Edgcomb, 2010). Esto es, debido a su importancia como
controladores de las poblaciones bacterianas, mediante la depredacién regulan el
ciclo de los nutrientes del suelo, y participan indirectamente en la fertilizacién al
aumentar la mineralizacién de C y N (Rutherford y Juma, 1992); no sélo aceleran el
reciclaje de los nutrientes, también aumentan la actividad de la poblacién
bacteriana (Kuikman et al., 1990), por lo que se acelera la degradacién de los

contaminantes.

Rogerson y Benger (1983), observaron el aumento de la degradacién del petréleo
crudo cuando las bacterias fueron depredadas por el ciliado Colpidium colpoda en
un cultivo aerobio in vitro. Este aumento en la mineralizacién del petréleo
fue estimulado por el crecimiento bactriano en respuesta a la depredacién por el

ciliado.

Mattison y Haramaya (2001), establecieron un modelo de una cadena tréfica para

investigar la influencia del ramoneo de flagelados sobre las bacterias (en cultivo) que



degradan tolueno. La tasa de tolueno consumido por Pseudomonas sp. Cepa PS+
fue significativamente mas alta en presencia del flagelado bacterivoro Heteromita
globosa. Lo que sugiere un papel importante de los flagelados en los procesos de
biorremediacién. También, Del Pafo et al., (2005) revisaron y analizaron los
cambios de las comunidades microbianas en funcién de la concentracién de
hidrocarburos en un estudio de microcosmos, donde la estructura de la comunidad
en los suelos contaminados fue diferente de la del control. Los cambios en las
estructura de la comunidad de los suelos dependieron de la cantidad del

contaminante.

Una de las estrategias para la remediacién de suelos contaminados es la
fitorremediacién la cual se define como el uso de plantas y su asociaciéon con los
microorganismos para la limpieza de sitios contaminados. Esta se basa en el uso de
los procesos naturales de las plantas y los microorganismos de la rizésfera que
degradan y secuestran contaminantes organicos e inorganicos (Pilon-Smits, 2005). El
primer mecanismo que envuelve la fitorremediacion de los hidrocarburos es
considerar que la biodegradaciéon se incrementa por la estimulacidon de la actividad
microbiana debida a los exudados de la raiz (fitoestimulacién) o efecto la rizdsfera

(Tang et al., 2010).

Multiples cambios ocurren en el suelo en presencia de raices que dan como
resultado cambios en sus caracteristicas quimicas, lo cual modifica la composicidn
de los microorganismos, y aumenta la actividad microbiana (Joner y Leyval, 2003).
Este incremento en la actividad de los microorganismos depende de la cantidad de

C excretada por las raices de las plantas (Xiaoyun et al., 2007).

Bonkowski y Brandt (2002) encontraron que Acanthamoeba sp. cambia la
composiciéon de la comunidad bacteriana y también afecta significativamente la
morfologia de la raiz de Lepidium sativum cuando estdn presentes a partir de

germinacién de semillas. También observaron que la liberacién de nutrientes



procedentes del ramoneo de la biomasa bacteriana es sélo una faceta de las

interacciones planta-protozoos.

Mondragén-Camarillo (2007) realizé un estudio del efecto del combustdleo en la
comunidad de ciliados y flagelados en un suelo contaminado. En él se analizé la
riqueza de especies y los grupos tréficos; y se encontré que hubo un cambio en la
comunidad de estos protozoos. Los resultados sugieren que la riqueza de especies
por si misma no es un indicador fiable del efecto del combustéleo. No obstante, el
anélisis de los grupos tréficos ofrece un mejor pardmetro para estimar el efecto de
este toxico. Sin embargo este estudio solo fue correlativo y no comprueba que el
cambio observado se deba al combustéleo y no a la variacién normal de las
comunidades de protozoos. Las observaciones anteriores llevaron a plantear las
siguientes preguntas ¢éCémo influye el combustéleo sobre la estructura tréfica
de la comunidad de ciliados y flagelados en un estudio de microcosmos? y
éCual es el efecto de Medicago sativa sobre la estructuracion de la

comunidad de estos protozoos?



HIPOTESIS

La abundancia de los grupos tr&ficos de ciliados y flagelados disminuird en los

tratamientos con combustdleo.

El combustdleo tendrd un efecto positivo sobre el grupo bacterivoro con un

incremento de la riqueza de especies que lo conformen.

Medicago sativa influird en el rdpido desarrollo de los microorganismos por lo que

habrd mayor riqueza de especies y ayudara a restablecer los grupos tréficos.

OBJETIVO GENERAL

— Determinar cémo influye el comsbustdleo en la estructura trdfica de la
comunidad de ciliados y flagelados del suelo, asi como determinar la
influencia de Medicago sativa en la estructuraciobn de esa misma

comunidad.

OBJETIVOS PARTICULARES

— Determinar el tiempo generacional de la comunidad de ciliados vy
flagelados en el suelo de cultivo.

— Determinar la riqueza de especies de ciliados y flagelados en el suelo en los
tratamientos: suelo con combustéleo SC, suelo con planta SP, suelo con
planta con combustéleo SPC vy suelo control §.

— Establecer bibliograficamente a qué grupo tréfico pertenecen las especies de
ciliados y flagelados de los diferentes tratamientos.

— Comparar la riqueza de especies y los grupos tréficos de los diferentes

tratamientos.



MATERIALES Y METODOS

Zona de estudio

El municipio de Jalacingo estd ubicado en la zona centro del estado de Veracruz, en
las Coordenadas 19°48° N y 97218 W/, a una altitud de 1944 msnm (Fig.1). Limita
al Norte con el municipio de Tlapacoyan; al Este con Atzalan y Altotonga; al Sur
con Perote; al Oeste con el Estado de Puebla. Su distancia aproximada al Noroeste
de la capital del estado es de 65 km por carretera. El clima del municipio es
templado-himedo con una temperatura promedio de 13.9 °C; la precipitaciéon
promedio anual es de 2,029.5 mm. El suelo es de tipo andosol, feozem y luvisol, el
primero se ha formado a partir de ceniza volcénica, el segundo tiene una capa
superficial rica en materia orgénica, es oscura y el tercero se caracteriza por su
acumulacién de arcilla en el subsuelo. El mayor porcentaje de esta superficie se
utiliza en agricultura y ganaderia (http://www.emexico.gob.mx/work/EMMO4/
Veracruz/ index.html). La parcela esta situada en el Ejido Orilla del Monte, 192 35’
16”7 latitud y 0972 21’ 06" longitud, a una altitud de 2410 msnm, en la carretera
pavimentada de Los Himeros a Perote. Colinda al Norte (98.64 m) con la carretera
pavimentada de Los Hameros, al Sureste (229.06 m) con parcela 871, al Suroeste

(97.15 m) con el ejido Frijol colorado, al noroeste (230 m) con parcela 858.



Il Jalacingo
Bl Veracruz

Republica Mexicana

Fig. 1. Jalacingo, Veracruz.

Muestras de suelo

El suelo fue colectado de una parcela en donde la textura es de tipo franco, pH 6.6
(Sangabriel et al., 2006) y 3.1% de materia orgénica. Las muestras se tomaron de 6
lugares diferentes de la parcela con una profundidad de O a 15 cm, estds se
tamizaron (2mm de didmetro) y homogenizaron para asi obtener una muestra
compuesta (Margesin et al., 2005). La muestra compuesta se deposité en bolsas de
polietileno autosellables, las cuales se transportaron al laboratorio de Microbiologia

de la FES-lztacala.

Extracto de suelo

Se preparé con 200g de suelo al cual se le agregd 1 L de agua destilada, se
homogenizdé y se colocdé en bano Maria a 60 °C durante 2 h, se filtré a una
temperatura aproximada de 40 °C, posteriormente se esterilizd y refrigerd para su
posterior uso. A este extracto se le llamd la solucién madre y la solucién de trabajo

en todos los casos fue la dilucién de 1:5 en agua destilada estéril.



Contaminacién del suelo

La contaminacién del suelo por combustdleo se realizé con una concentracién de
50,000 ppm (debido a que esa concentracidn fue reportada en el suelo donde hubo
un derrame cercano a la zona de estudio) y se hizo con ayuda de un solvente
orgénico (hexano) para hacer mas soluble el combustéleo, debido a que su
viscosidad es elevada. El combustéleo se agregd en un recipiente (12cm de didmetro
por 14.5 de altura) al cual se le agregaron 75ml de hexano para rebajar la viscosidad
del combustéleo, posteriormente el suelo fue afadiéndose poco a poco hasta los
300 g y se revolvié hasta obtener una mezcla homogénea. Posteriormente se dejé
evaporar el hexano por 48 h. La mezcla final se humedecié con extracto de suelo
hasta llegar al 60% de su capacidad de campo, la humedad se mantuvo constante

durante todo el periodo experimental.

Se elaboraron 35 microcosmos por tratamiento (Tabla 1), los cuales se programaron
para muestrearse por quintuplicado los dias 1, 5, 9, 13, 17 y 25. Estos dias se
determinaron después de la estimacion el tiempo generacional de ciliados vy
flagelados del suelo de cultivo. Los tratamientos fueron suelo con combustdleo SC,
suelo con planta SP, suelo con planta con combustéleo SPC vy suelo control S (al
cual solo se le agrego extracto de suelo). También se probd el efecto del hexano en
las comunidades de protozoos en condiciones de microcosmos. Se procesaron
muestras de 10 gr de suelo de las 5 repeticiones de cada uno de los tratamientos.
Cada microcosmos fue desechado después de usarse. El efecto del hexano en el
cambio ocurrido en la comunidad de ciliados y flagelados se realizé un dia después
de la contaminacién y a los 25 dias, solo para evaluar el impacto en los grupos

tréficos. En total se procesaron 150 microcosmos.

A los tratamientos en donde creceria Medicago sativa se les agregaron 40 semillas

de dicha planta en cada microcosmos y se dejaron pasar 30 dias para que se

10



estableciera M. sativa, a partir de ese dia comenzd el periodo experimental (Tabla

1).

Tabla 1. Tratamientos de los microcosmos

dia. 1, 5, 9, 13, 17,
21, 25.

5 repeticiones por

dia. 1, 5,9,13,17,

5 repeticiones por

dia. 1, 5, 9, 13, 17,

combus-téleo
SPC

Tratamientos
Suelo control Suelo con Suelo con planta | Suelo con planta Suelo con
S combustéleo (Medicago (Medicago hexano
5 repeticiones por sC sativa) SP sativa) con H

5 repeticiones

por dia. 1, 25.

21, 25. 21, 25. 5 repeticiones por
dia. 1, 5, 9, 13, 17,

21, 25.

Toma de muestra del microcosmos

De cada microcosmos se tomaron 10g de suelo, los cuales se colocaron en una caja
Petri a la que se agregd de 10 ml de extracto de suelo (1/10), y se extrajeron de 8 a
10 ml ejerciendo presiéon con un dedo para obtener a los ciliados y flagelados

(método del suelo hiimedo de Bamforth, 1992).

Se realizaron 4 preparaciones de cada muestra para observarlas en el microscopio
de contraste de fases e identificar morfolégicamente a los ciliados y flagelados, para
lo cual se utilizaron las claves de Patterson, (1996); Lee et al., (2000); y los articulos
Myl’nikov et al., (2004) y Karpov et al., (2003).

Debido a la poca cantidad de organismos presentes en el suelo control los 8 a 10 ml
se colocaron en tubos Eppendorf con capacidad de 2 ml y fueron centrifugadas a
10,000 rpm durante 5 minutos, se resuspendié la pastilla en un 1 ml de agua
destilada estéril, del que se realizaron preparaciones para observarlas en el
microscopio para determinar la riqueza de especies desde el punto de vista

morfoldgico.
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Materia organica

La determinacién del porcentaje de materia orgénica se realizdé por el método de

Walkley y Black que consiste en destruir la materia orgénica oxiddndola con una

mezcla &cida de dicromato de potasio. Se determind la materia orgénica al inicio y

al final del experimento que fueron los dias 1 y 25 de cada microcosmos.

Biomasa total

La biomasa de las plantas se determiné al inicio y al final del experimento que

fueron los dias 1 y 25, de los microcosmos SP y SPC, se lavé la raiz y se dejé secar,

se registrd el peso total de las plantas.

Grupos troficos

Se clasificd a los organismos dependiendo de sus preferencias alimentarias,

determinadas con base en la literatura (Tabla 2).

Tabla 2. Grupos tréficos (modificado de Pratt y Cairns, 1985).

Grupo trofico

Tipo de alimento que

consumen

Ejemplos de ciliados y

flagelados

Alguivoro-bacterivoro

Algas y bacterias

Platyophrya

Bacterivoro

Bacterias

Bodo, Cercomonas, Spumella

Eucariotréfico

Organismos eucariontes

Blepharisma

Mixotréfico Autétrofos y heterotrofos Chlamydomonas,
Ochromonas
Omnivoro Variedad, bacterias algas, Homalozoon
detritus.
Osmotréfico Sustancias disueltas en el Distigma proteus, Astasia

medio

parvula
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Analisis
Se analizé la similitud dentro de tratamientos y entre tratamientos mediante el

indice de similitud de Sgrensen con el programa PCORD®© version 4 para

Windows© (McCune y Mefford, 1999).

Se hizo una prueba de Ji-cuadrada, que se utilizd para determinar si existian

diferencias significativas entre los distintos tratamientos (P<0.05).
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RESULTADOS

Se identificaron 91 especies de ciliados y flagelados, que pertenecen a 39 géneros y

29 familias en todos los tratamientos S, SC, SP, SPC y H (Tabla 3).

Tabla 3. Riqueza de especies de ciliados y flagelados en los
diferentes tratamientos.

Tratamientos | Ciliados Flagelados No. total

de especies

S 15 22 37

sC 5 45 50

SP 10 27 37

SPC 7 30 37

H 5 18 23

Los flagelados Bodo caudatus, Spumella dangeardii y  Spumella cilindrica se
presentaron en todos los tratamientos. Por parte del grupo de ciliados las especies
Colpoda cucullus y Plesiocaryon elongatum también se presentaron en todos los

tratamientos, Tabla 4.

Las especies Distigma proteus, Astasia parvula y Astasia spl solo se encontraron

temporalmente ya que sélo fueron observadas en el SC y en los dias 5 y 9.

14



Tabla 4. Especies de ciliados y flagelados encontrados en todos los tratamientos. Suelo control (S), Suelo
con combustdleo (SC), Suelo con Planta (SP), Suelo con Planta con combustéleo (SPC), Suelo con Hexano
(H) y los Grupos Tréficos (GT) a los que pertenecen (AB-Alguivoro-Bacterivoro, B-Bacterivoro, E-
Eucariotréfico, M-Mixotréfico, O-Omnivoro, Os-Osmotréfico).

FAMILIAS ESPECIES s Ss.C s.P S.P.C H GT
PEDINELLACEAE Actinomonas mirabilis + B
SILUANIACEAE Adriamonas sp + 4 + B
HETEROMITIDAE Allantion sp + + + + B
APUSOMONADIDAE Amastigomonas sp + B
ASTASIACEAE Astasia parvula + Os
ASTASIACEAE Astasia sp1 aF Os
ASTASIACEAE Astasia sp2 + Os
BLEPHARISMIDAE Blepharisma sp ar E
BODONIDAE Bodo angustus + + + B
BODONIDAE Bodo caudatus S B I 4+ I
BODONIDAE Bodo celer + + + + B
BODONIDAE Bodo designis aF aF = + B
BODONIDAE Bodo lens + B
BODONIDAE Bodo minimus S B
BODONIDAE Bodo ovatus + B
BODONIDAE Bodo parvus aF B
BODONIDAE Bodo rostratus + B
BODONIDAE Bodo saltans a4 B
BODONIDAE Bodo sp1 + B
BODONIDAE Bodo sp2 + B
BODONIDAE Bodo sp3 + B
BODONIDAE Bodo triangularis 4 B
CAFETERIACEAE Cafeteria sp + + B
CERCOMONADIDAE Cercomonas bodo + 4= B
CERCOMONADIDAE Cercomonas cometa + B
CERCOMONADIDAE Cercomonas crassicauda 4 4 B
CERCOMONADIDAE Cercomonas fatiga + B
CERCOMONADIDAE Cercomonas lenta o B
CERCOMONADIDAE Cercomonas metabolicus + + B
CERCOMONADIDAE Cercomonas minimus 4 + B
CERCOMONADIDAE Cercomonas spl + B
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CERCOMONADIDAE
CERCOMONADIDAE
CERCOMONADIDAE
CERCOMONADIDAE
CERCOMONADIDAE
CHLAMYDOMONADACEAE
COLPODIDAE
COLPODIDAE
CYCLIDIIDAE
CYRTOLOPHOSIDIDAE
CYRTOLOPHOSIDIDAE
CYRTOLOPHOSIDIDAE
BODONIDAE
ASTASIACEAE
MICROTHORACIDAE
EPICLINTIDAE

EUGLENACEAE

GONIOMONADACEAE
HETEROMITIDAE
HETEROMITIDAE
HOMALOZOONIDAE
METOPIDAE
CODONOSIGIDAE
CHROMULINACEAE
CHROMULINACEAE
CHROMULINACEAE
CHROMULINACEAE
CHROMULINACEAE
CHROMULINACEAE
PARAPHYSOMONADACEAE

PERANEMIDAE
ASTASSIDAE
PLATYOPHRYIDAE
PLATYOPHRYIDAE

Cercomonas sp2
Cercomonas sp3
Cercomonas sp4
Cercomonas sp5
Cercomonas sp6
Chlamydomonas sp
Colpoda cucullus
Colpoda steinii
Cyclidium glaucoma
Cyrtolophosis bursaria
Cyrtolophosis elongata
Cyrtolophosis mucicola
Dimastigella sp

Distigma proteus

Drepanomonas dentata

Epiclintes sp
Euglenido
Euglenopsis sp
Flagelado sp1
Goniomonas truncata
Heteromita globosa
Heteromita sp
Homalozoon sp
Metopus sp
Monosiga ovata
Oikomonas mutabilis
Oikomonas ocellata
Oikomonas rostratum
Oikomonas sp
Oikomonas steinni
Oikomonas termo

Paraphysomonas sp

Peranema sp
Petalomonas sp
Platyophrya sp

Platyophrya vorax

+

+

+ o+

+ + + + o+

+

WUJWUJWUJWZWUJWOJW
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o @
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CYRTOLOPHOSIDIDAE
CYRTOLOPHOSIDIDAE
CHLAMYDOMONADACEAE

HETEROMITIDAE
HETEROMITIDAE
HETEROMITIDAE
BODONIDAE
BODONIDAE
BODONIDAE
CHROMULINACEAE
CHROMULINACEAE
CHROMULINACEAE
CHROMULINACEAE
CHROMULINACEAE
CHROMULINACEAE
CHROMULINACEAE
CHROMULINACEAE
CHROMULINACEAE
SPIROFILIDAE
OXYTRICHIDAE
TETRAHYMENIDAE
TETRAHYMENIDAE
UROSTYLIDAE
UROTRICHIDAE

Plesiocaryon elongatum
Plesiocaryon sp
Polytoma sp
Proleptomonas sp
Protaspis gemmifera
Protaspis sp
Rhynchobodo longiciliatus
Rhynchobodo sp
Rhynchomonas nasuta
Spumella cylindrica
Spumella dangeardii
Spumella elongata
Spumella globulus
Spumella sociales
Spumella sp 1

Spumella sp2

Spumella sp3

Spumella sp4
Stichotricha sp
Tachysoma sp
Tethahymena piriformis
Tetrahymena sp
Uroleptus sp

Urotricha sp

+ 4+ + + 4+

+ o+ o+ o+

+ + ++ o+ 4+ o+

+ o+ o+ o+

+ + o+ o+

+ + + o+

+

+ + o+ o+

17

O @© @©
Y

T W W W W W W W @

X W W @

T W W W @



Suelo Control (S)

En el suelo control se encontraron mayor nimero de especies de flagelados que de
ciliados (Fig.2A). Se encontraron los géneros de ciliados Cyrtolophosis,
Plesiocaryon, Metopus, Colpoda, Blepharisma, todos estos con baja frecuencia; asi
como también los géneros de flagelados Bodo, Oikomonas, Spumella, Rynchobodo,

estos con mayor frecuencia de aparicion.

Suelo Contaminado (5C)

Con respecto al SC el dia 1 después de la contaminacién no se detectaron ciliados y
flagelados, observandose nanoflagelados y bacterias (Fig.2B). Cuatro dias después
de la contaminacién se empezd a establecer la comunidad de flagelados; la
comunidad de ciliados y flagelados se establecié hasta el dia 9, se encontré mayor
riqueza de especies de flagelados que de ciliados. Este patrén se mantuvo durante
todo el periodo experimental. Este tratamiento fue el que tuvo mayor riqueza de

especies.

En el SC el grupo de flagelados Euglenidos estd representado, por los géneros
Distigma, Astasia y Euglenopsis. También se encuentran géneros como Bodo,
Cercomonas, Rynchobodo, Heteromita, Oikomonas y Spumella; respecto a los
ciliados se encontrd el género Plesiocaryon, pero con baja frecuencia. También en el
suelo contaminado de los dias 13, 17, 21 y 25 se observaron ciliados del género

Colpoda siendo un género con alta frecuencia durante este periodo.

Suelo con Planta (SP)

En este tratamiento hubo un incremento de la frecuencia de especies de ciliados y

flagelados pero la riqueza de especies se mantuvo igual a la del S, pero fue menor

que la del SC (Fig.2C). En todos los periodos del muestreo estdn presentes especies
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de ciliados de los géneros Colpoda, Plesiocaryon y Cyrtolophosis (bacterivoros)
siendo estos altimos los mas frecuentes durante todo el periodo de muestreo. La
raiz de la planta tiene una influencia positiva en la composicidon de la comunidad de

estos ciliados.

Con respecto a la comunidad de flagelados se encontraron los géneros Bodo y
Cercomonas (con varias especies), ademas de Oikomonas, Spumella, Proleptomonas
y Rynchomonas, todos ellos bacterivoros. Ademads en este tratamiento se promovid
el establecimiento de Chlamydomonas sp que aparecié en todos los muestreos y con
alta frecuencia, probablemente porque la presencia de la planta Medicago sativa
mejora las condiciones que favorecen el establecimiento de esta especie, al igual que

la comunidad de ciliados que no se habia presentado en el Sy SC.

Suelo con Planta con combustéleo (SPC)

En este tratamiento también hubo un incremento en la frecuencia de especies (Fig.
2D). Al igual que en el SP también se establecié la misma comunidad de ciliados
Plesiocaryon, Cyrtolophosis y Colpoda, pero a diferencia del SP el género Colpoda

fue el mas comun y frecuente en todo el periodo de muestro.
La comunidad de flagelados esté representada principalmente por los géneros Bodo,

Cercomonas (con varias especies), Rynchomonas y Adriamonas (bacterivoros), este

altimo género es muy frecuente.
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FRECUENCIA DE ESPECIES

En el Suelo control solo hubo una especie dominante que fue el flagelado Spumella
dangeardii, los flagelados Bodo caudatus, Spumella cylindrica y el ciliado con mayor
frecuencia Cyrtolophosis mucicola fueron los comunes y hubo mayor porcentaje de
especies raras. En este suelo la proporciéon de dominantes comunes y raras fue de 3,

22 y 75% respectivamente (Fig. 3A).

En cuanto al SC dentro de las especies dominantes se encontraron los flagelados
Spumella cylindrica, Spumella socilis y Spumella dangeardii; la especie de ciliado
Colpoda steinii paso de ser tan rara que no pudimos observarla en el suelo control
a dominante en el SC; Colpoda cucullus paso de rara en el S a comun en el suelo
con combustdleo. En este tratamiento hubo menos especies raras 66% y aumenté la

proporcion de comunes a 26% y de dominantes a 8% (Fig. 3B).

En los tratamientos con Medicago sativa aumento la frecuencia de especies. En el SP
cambid la dominancia de grupos, por lo que el grupo dominante fueron los ciliados;
las especies de estos con mayor frecuencia fueron Cyrtolophosis elongata,
Plesyocarion elongatum, Plesiocaryon sp y Cyrtolophosis mucicola; en el caso de los
flagelados las especies dominantes fueron Chlamydomonas sp y Bodo designis. La
proporcién de especies dominantes y comunes aumento a 22%, y 32%
respectivamente, y las especies raras disminuyeron a 46% (Fig. 3C).

En el SPC las especies con mayor frecuencia fueron los ciliados Colpoda steinii,
Plesyocarion elongatum y Colpoda cucullus; el género Colpoda pasé de ser comun
en el SP a dominante en este suelo. Por parte de los flagelados los mas dominantes
fueron Adriamonas sp, Bodo designis, Spumella dangeardii y Rynchomonas nasuta.
En este tratamiento la proporcidn de dominantes, comunes y raras fue 22, 35 y
43% respectivamente (Fig. 3D).

En los tratamientos con Medicago sativa hubo menos especies raras pero mayor

cantidad de especies comunes y dominantes.
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En los tratamientos con Medicago sativa la frecuencia de especies incrementé 109%
en el SCy en el SPC 123% en comparacion con el S (Fig. 4), estos resultados fueron

estadisticamente significativos (Ji2p< 0.05).
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Fig. 4. Efecto de Medicago sativa en la frecuencia de
especies de ciliados v flagelados.
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SIMILITUD ENTRE LA RIQUEZA DE ESPECIES

El andlisis de similitud por presencia-ausencia de especies entre tratamientos formé
dos grupos, los suelos con Medicago sativa forman un grupo que comparte 100%
de informacién, y este grupo es 53% similar al SC. El suelo no control forma parte

de este grupo (Fig. 5).

Distance (Objective Function)

B.2E-02 1.4E-01 2 3E-01 31E-01 3.9E-01
Information Remaining (%)
100 75 &0 25 0
s
=1 , |
SP. 1 [
SPCT

Fig. 5. indice de similitud de todos los tratamientos S, SC, SPy SPC.

Analizando la similitud con base en la frecuencia de aparicién de las especies en los
periodos de muestreo (Fig. 6), se obtuvo la formacién de un grupo que se parece el
76% que corresponde al SP y la formacién del grupo del SPC que se parece en un
68%. El SC forma un grupo que se parece el 70%, solo los dias 13,17, 21y 25. y se
forma otro grupo en los dias 5, 9 y este no se parece a los demés grupos. El Suelo

control forma 3 grupos pequefios que comparten poca informacién entre ellos.
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Fig. 6. Similitud tomando en cuenta las frecuencias de todos los tratamientos S, S.C.,
S.P. y S.P.C con los diferentes dias (1, 5, 9, 13, 17, 21, 25) de muestreo.
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GRUPOS TROFICOS

Se identificaron 6 grupos tréficos en todos los tratamientos: Alguivoro-Bacterivoro,
Bacterivoro, Eucariotréfico, Mixotréfico, Omnivoro y  Osmotréfico (Fig. 7). La
comunidad de ciliados y flagelados pertenecientes al grupo bacterivoro fue del
92%, Osmotréfico 3.5%, Alguivoro-Bacterivoro 0.5%, Eucariotréfico 0.5%,

Mixotréfico 3% y Omnivoro 0.5%.

Grupos troficos

O Bacterivoro

B Osmotrofico
O Eucariotroéfico
O Mixotréfico

B Omnivoro

O AB

Fig. 7. Grupos tréficos de la comunidad de ciliados y flagelados
total.

En el suelo control se encontraron 4 grupos tréficos: Bacterivoro, Eucariotréfico,
Alguivoro-Bacterivoro y Omnivoro. Durante los dias de muestreo se encontraron
los 4 grupos tréficos, a partir del dia 13 y hasta el dia 25 solo se observo el grupo

bacterivoro (Fig. 8A).

En el suelo con combustdleo se encontraron 2 grupos tréficos: bacterivoro y

osmotrofico, este ultimo solo se encontrd en los dias 5 y 9 (Fig. 8B).

27



Dia 25

¥ Bacterfvoro

B Eucariotréfico
0smotrofico

1 Algufvoro-Bacterfvoro

B Omnivoro

1 Bacterivoro

0smotrdfico

=
o

10 15 20 25 30 35 40

S.P.

B Bacterivoro
Mixotrofico
Osmotrdfico

1AB

0 5 10 15

20 25 30 35 40

S.P.C.

1 Bacterivoro

Osmotrofico

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Fig. 8. Grupos tréficos de la comunidad de ciliados y flagelados en todos los periodos de
muestreo. A- Suelo control, B-Suelo contaminado, C-Suelo con planta, D- suelo con planta

contaminado.




En el suelo con planta encontramos 4 grupos tréficos, siendo los bacterivoros el
grupo dominante, en este suelo se vio favorecido el grupo mixotréfico que estéa
representado con la especie Chlamydomonas sp, la cual se encontré en todos los

periodos de muestreo (Fig. 8C).

En el suelo con planta con combustéleo se encontraron dos grupos tréficos

bacterivoro y osmotréfico (Fig. 8D), siendo los bacterivoros los mas abundantes.

En el caso del tratamiento con hexano fue comparado con los demas tratamientos
solos los dias 1 y 25 (fig. 9). Se encontraron cuatro grupos tréficos; bacterivoro,
mixotrdfico, alguivoro-bacterivoro y osmotréfico (Fig. 9e). El grupo més abundante

fue el bacterivoro.
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Fig. 9. Grupos tréficos de la comunidad de ciliados y flagelados en el periodo
de muestreo (1-25) de todos los tratamientos. a) Suelo control, b) Suelo
contaminado, c) Suelo con planta, d) Suelo con planta contaminado y e)
Suelo con hexano




SIMILITUD ENTRE GRUPOS TROFICOS

Por el contenido de especies, el grupo bacterivoro de todos los tratamientos forma
dos grupos, los que tienen mayor parecido son los tratamientos con Medicago
sativa (SP y SPC) que tienen una similitud del 90%, y los bacterivoros del S y SC
tiene una similitud del 72%, estos dos grupos comparten el 50% de similitud. El

grupo osmotroéfico del SC y SPC tienen una similitud del 100% (Fig. 10).

Distance (Objective Function)
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Fig. 10. Similitud de los grupos tréficos. Bs- bacterivoros del suelo control, Bsc-
bacterivoros del suelo con combustéleo, Bsp- bacterivoros del suelo con planta, Bspc-
bacterivoros del suelo con planta con combustéleo, OSsc- osmotréficos del suelo con
combustdleo, OSspc- osmotroéficos del suelo con planta con combustdleo.
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MATERIA ORGANICA

Los porcentajes de materia organica en el S y SP fueron medios y no existe
diferencia estadisticamente significativa entre ellos. Mientras que la M.O. de los
tratamientos SC y SPC fueron ricos, sin embargo no hay diferencia significativa entre
ellos (Fig.11). En los tratamientos con combustdleo se incrementd el contenido de
materia orgénica hasta 300%, este compuesto estd conformado por productos con
estructuras de C25 a C35 correspondientes a compuestos saturados, poliarométicos
y de cadena larga que son dificiles de oxidar en las condiciones del método
Walkley-Black, por lo que solo una parte de sus componentes es de facil oxidacién,
(Martinez y Lépez, 2001), lo que indica que el combustéleo es el responsable

directo del incremento de M.O. aunque su cuantificacién esté subestimada.

Materia Organica
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Fig. 11. Porcentaje de materia orgénica. Sl-suelo inicial, SF- suelo final, SCI-
suelo contaminado inicial, SCF- suelo contaminado final, SPI- suelo planta
inicial, SPF- suelo planta final, SPCI- suelo planta contaminado inicial,
SPCF- suelo planta contaminado final.
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BIOMASA DE Medicago sativa

La biomasa de Medicago sativa fue mayor en el tratamiento SP. En los tratamientos
iniciales (SPI y SPCI) la biomasa fue similar, en los tratamientos finales (SPF y SPCF)
el tratamiento que no tiene combustdéleo aumenté su biomasa 43%; y el
tratamiento con combustdleo disminuyd su biomasa 12% (Fig. 12). Estos resultados
son estadisticamente significativos. El combustéleo tuvo un efecto negativo en el
crecimiento de Medicago sativa, por lo que las raices en el tratamiento con
combustéleo fueron maés gruesas, el &rea foliar fue menor y el color de las hojas

cambio de verde a amarillento.
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Fig. 12. Biomasa total de Medicado sativa. SPI- suelo planta inicial,
SPF- suelo planta final, SPCI- suelo planta contaminado inicial, SPCF-
suelo planta contaminado final.
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DISCUSION

En todos los tratamientos se encontrd mayor riqueza de especies de flagelados que
de ciliados (Fig.2), esto coincide con otros trabajos que indican que en los suelos
agricolas se encuentran mayor riqueza de flagelados heterotréfos y amebas desnudas
que de ciliados (Ekelund y Renn, 1994); incluso ha habido estudios en suelos
agricolas en los en los que no ha detectado especie alguna de ciliados (Griffiths et

al., 2001).

Los géneros de flagelados con mayor riqueza de especies en nuestro experimento
fueron Bodo, Cercomonas, Spumella y Oikomonas; lo que concuerda con lo
reportado por Ekelund y Rgon, (1994) quienes reportaron que los géneros de
flagelados Cercomonas y Bodo son los méas comunes en los suelos, junto con
Heteromita los cuales forman frecuentemente el 50% o maés de toda la biomasa de
protozoos en el suelo (Lara et al., 2007a); lo anterior concuerda también con otros
estudios que se han hecho en suelos de pastizales y bosques (Tikhonenkov, et al.,
2010). Estas especies de flagelados tienen la capacidad de formar quistes
rdpidamente, lo que les ayuda a sobrevivir en las condiciones de falta de agua y
alimento, pero pueden aprovechar rapidamente los pulsos de recursos en las
ventanas de actividad del suelo.

El flagelado Heteromita globosa se encontré que es sujeto a seleccién a (adversa).
Esta es un forma extrema de seleccién r que optimiza la utilizacién de los recursos
durante periodos cortos de condiciones favorables (Foissner, 1991). Esta especie
también ha sido aislada de suelos contaminados (Mattison y Harayama, 2001; Lara

et al., 2007a).

A los flagelados del género Spumella se les considera organismos ubicuos vy
distribuidos por todo el mundo, encontrdndolos en diferentes ecosistemas, desde
agua dulce, suelos, hasta aguas marinas y han sido registrados como dominantes en

la mayoria de las muestras procesadas (Boenigk et al., 2005)
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Los ciliados del genero Plesyocarion, Cyrtolophosis y Colpoda fueron los més
comunes, estos Gltimos son muy frecuentes en todos los suelos debido a que tienen
una estrategia adaptativa especial en su ciclo de vida; la cual es conferida por su
capacidad de enquistarse facilmente cuando la humedad decrece, pero pueden

recobrar su estado troéfico si el suelo se humedece otra vez (Li, et al., 2010).

Las perturbaciones pueden alterar la diversidad de un ecosistema, ya sea directa o
indirectamente; en la forma directa afectan la supervivencia de los organismos y en
la indirecta cambian los niveles de recursos (Neher, 1999). En este trabajo se
encontrd que la riqueza de especies y frecuencia de ciliados y flagelados del SC fue
mayor en comparacién con el S, esto puede ser debido a que el combustéleo
representd un aporte de recursos extra y como los suelos de cultivo son perturbados
constantemente (Neher, 2009), tienen su diversidad disminuida, aunque las
especies que se encuentran en estos sitios ya estan adecuadas a dichos cambios un
aporte extra de recursos le permite a la comunidad de protozoos incrementar su

riqueza de especies.

La contaminacién por hidrocarburos tiene diferentes efectos en las comunidades
microbianas, este efecto puede darse por varias vias; una de ellas es el aumento de
la comunidad de microorganismos heterétrofos, en otros casos es el predominio de
pocos géneros que pueden degradar los hidrocarburos, y en otros més las
poblaciones heterotréficas se mantienen sin cambios (Leahy y Colwell, 1990). Todo
esto dependerd de la naturaleza del contaminante, la estructura del suelo y su
hidrogeologia, el estado nutricional y la composicién microbiana del lugar (Kuiper
et al., 2004 y Das y Chandran 2011). Particularmente, en el caso de las comunidades
de protozoos el efecto de los hidrocarburos puede que les afecte directamente por
la toxicidad del contaminante o indirectamente a través del efecto sobre su alimento

(presas) (Lara et al 2007a).

En el SC se presentd una sucesiéon de la comunidad de ciliados y flagelados; en el ler
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dia no se encontraron ciliados ni flagelados, solo bacterias y nanoflagelados; en el
segundo dia se empezd a establecer la comunidad de flagelados, algunas de las
especies que se establecieron fueron Astasia parvula, Astasia sp1 y Distigma proteus.
Esta Gltima es muy abundante en sitios con altas concentraciones de M.O. ademas,
se conoce que tiene la capacidad de resistir a contaminaciones por metales pesados
como el Cd?*, Cr ¢+, Pb 2+, Cu ?* vy, debido a esto se ha propuesto para formar parte
del consorcio de microorganismos en la biorremediacién de metales pesados en
aguas residuales contaminadas (Rehman et al; 2006). En este estudio pudo ser que
en el primer momento de contaminacién Distigma proteus y Astasia parvula
pudieran haberse alimentado de moléculas del combustdleo de facil degradacion
(debido a que son osmotrdficas (Sanders, 1991; Busse y Preisfeld, 2003)), pero
conforme la comunidad de ciliados y flagelados se adaptan a la contaminacién por
combustdleo, otras especies de flagelados se fueron apropiando del espacio y de los
recursos y desplazaron a las primeras. Cabe sefialar que estas especies de flagelados

solo se encontraron en el SC en los dias 5 y 9.

Comparando la riqueza de especies de los diferentes tratamientos de S, SC, SP vy
SPC la mayor riqueza de especies la encontramos en el SC, pero con diferente
frecuencia de especies, ya que éstas son mas abundantes en los tratamientos con
Medicago sativa. En otros trabajos como los de Lara et al (2007a y b) se encontrd
que en suelos contaminados hay méas abundancia de especies pero menor riqueza de
estas, por ello se dice que los hidrocarburos disminuyen la diversidad del sistema.
Pero este patrén de disminucidn de la riqueza de especies en suelos contaminados

no se observd en este trabajo.

En este estudio se encontré6 mayor riqueza de especies en el SC y también
incrementd su frecuencia en un 76%, esto se debe a que las comunidades
microbianas responden répidamente a la adicién de materia orgénica, ademas de
que cada uno de los grupos responden diferencialmente a estas adiciones,

dependiendo de sus requerimientos nutrimentales (Ekelund et al., 2002; Lara et al,
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2007a). Este incremento de la actividad microbiana en el SC se debe al carbono
adicional proporcionado por el combustéleo, ya que incrementé el contenido de
materia organica hasta 300% lo que facilita un mayor crecimiento bacteriano; esto
es conocido como “efecto priming” que se debe a un cambio fuerte a corto plazo
en la rotacién de la materia orgénica del suelo, que puede ser inducida por la
adicion de compuestos o por la alteracién del mismo (Marschner, 2007). El
incremento de la riqueza de especies en el SC también pudo deberse a la sucesién de
ciliados y flagelados (desde el dia 1 al 25) causada por la contaminacién por
combustdleo, y estd estuvo representada por grupos diferentes de flagelados vy

ciliados en cada muestreo, lo que incrementd la riqueza de especies.

En las fases de degradacién del petrdleo se ha observado que hay diferentes grupos
bacterianos que son mas dominantes que otros y esto cambia a lo largo del tiempo
(sucesidon bacteriana). Estos cambios sucesionales sugieren que la degradacién inicial
de contaminantes derivados del petréleo es mediada por la utilizacién microbiana
de compuestos biodisponibles, gobernado por la fisiologia microbiana (Nkwelang et
al., 2008). En este trabajo parece ser que la comunidad de protozoos también esté
sujeta a estos cambios ya que también se registré una sucesién en la comunidad de

ciliados y flagelados.

En el SC aparecen ciliados del género Colpoda en los dias 13, 17, 21 y 25, siendo en
este periodo de tiempo el género con mayor frecuencia de aparicién. Estos
organismos tienen la capacidad de reducir la diversidad y abundancia de las
bacterias en los sitios contaminados (Chen et al., 2009).

La actividad de los “hots spots™ en el suelo esta sujeta a fluctuaciones de humedad y

n

temperatura, produciendo condiciones de "pare y siga " a la que los Colpodidos
estan acostumbrados por su amplia tolerancia a condiciones extremas, su habilidad
de répido enquistamiento/ desenquistamiento, y su rdpida multiplicacién; ademas,
de que puedan metabolizar incluso bajo malas condiciones ambientales mientras

que otras especies estan enquistadas. Los Colpodidos son los primeros colonizadores
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o también llamados estrategas “r” de los suelos, seguidos por los seleccionadores
intermedios y las especies K (Bamforth, 2001), por tanto son mas resistentes por eso
son tan comunes en los suelos. Ademas, se aprovechan del recurso cuando no hay
competencia por otros ciliados y por tanto se ven favorecidas sus comunidades bajo

condiciones de estrés como es el caso de la contaminacién por combustdleo.

Se considera que si la perturbacién es comun o tiene un largo periodo de duracién,
sélo unos pocos grupos de organismos resistentes se mantendran. Si el trastorno es
leve o poco frecuente en las comunidades del suelo habrd equilibrio y seran
dominados por pocos grupos que pueden excluir a todos los demés (Neher, 2010),
ademds de que las perturbaciones cambian la dominancia de las especies como
ocurrié con las especies del género Colpoda que pasaron de ser raras y comunes a

dominantes en los dos tratamientos con combustéleo SC y SPC respectivamente

(Fig. 3).

En los ecosistemas hay pocas especies que son dominantes, otro porcentaje son
comunes y la mayoria son raras, las perturbaciones pueden cambiar la dominancia
de especies, y la estructura de las comunidades. En este trabajo hubo un cambio en
la dominancia de especies en los SC, SP y SPC, esto con respecto al S, incrementando
el porcentaje especies dominantes y comunes, y disminuyendo la cantidad de
especies raras (Fig. 3). Se sabe que las especies raras son funcionalmente similares a
las especies dominantes pero con diferentes requerimientos y tolerancias
ambientales, lo que las favorece sobre las especies dominantes cuando las
condiciones ambientales cambian. Por lo que estas especies incrementan la resilencia

en el funcionamiento de ecosistemas perturbados (Lyons et al., 2005).

En suelos contaminados las plantas tienen un efecto benéfico sobre la poblacién de
los microorganismos degradadores de contaminantes. La eficacia de tratamientos del
suelo con las plantas estd determinada no sélo por el nUmero de microorganismos

degradadores de contaminantes en la rizésfera, también por la actividad de las
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enzimas biodegradadoras producidas por estos microorganismos (Muratova et al.,

2003a).

La rizésfera tiene un efecto seleccionador en la composicion de la comunidad de
microorganismos que estan asociados a ella, debido a los procesos que en ella se
desarrollan como son la movilizacién de nutrientes, exudados y descomposicidon de
la materia orgénica (Cheng et al., 2009; Kuiper et al., 2004; Xiaoyun et al., 2007).

Un efecto claro que tiene la rizésfera sobre los microorganismos del suelo es el
incremento de la actividad microbiana (Bonkowski, 2004, Xiaoyun et al., 2007),
incluso los exudados de las raices pueden incrementar la actividad del 25 a 50%
(Griffits, 1994, Kuiper 2004). En este trabajo las raices de Medicago sativa tuvieron
una influencia en la estructura de la comunidad en varios aspectos; uno es que
incrementd la frecuencia de especies que conforman la comunidad de ciliados vy
flagelados, esto ocurrié en los dos tratamientos con M. sativa (SP y SPC); otro efecto
fue la seleccién en la comunidad de ciliados, pues en ambos tratamientos con planta
se incrementa la comunidad de estos protozoos. Esto se debe a que las plantas
tienen un efecto crucial en la composicién de la comunidad microbiana, ya que la
cantidad y la composiciéon de los exudados de las raices dependerdn de la especie
de planta, por lo que la comunidad microbiana asociada a la rizdsfera dependera

de las condiciones que genera la planta (Xiaoyun et al., 2007).

Los beneficios de las plantas en la mineralizacién de los nutrientes, se da como
resultado del incremento de las interacciones entre bacterias y protozoos alrededor
de las raices (Clarholm, 1989). Por ejemplo los exudados de la raiz de alfalfa son
ricos en acidos orgénicos y nitrégeno, los cuales puede promover el crecimiento de
microorganismos del suelo (Muratova et al., 2003a), en este trabajo las
interacciones que se favorecen por el establecimiento de la planta se reflejan en la
homogenizacién de la comunidad de ciliados y flagelados, ya que en los
tratamientos SP y SPC son muy similares en cuanto a riqueza de especies por lo que

comparten el 100% de la informacién en nuestro anélisis de similitud (Fig. 5). En el
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andlisis de similitud de todos los dias que durd el experimentd (1-25) en el que se
observa cémo las comunidades de ciliados y flagelados se agrupan en una misma
region del dendrograma, comparandolas con el S y SC, lo que refuerza esta

interpretacion del efecto de M. sativa sobre la comunidad de ciliados y flagelados.

El incremento de la actividad de los microorganismos en este trabajo también se
manifestd en la frecuencia de las especies de ciliados y flagelados ya que ésta
aumenté considerablemente en comparacién con el suelo control (Fig. 4). En el SP
y SPC el incremento fue de 109% vy 123% respectivamente lo que fue
estadisticamente significativo (Ji? p< 0.05), en otros trabajos se ha encontrado que
el incremento de protozoos en la rizésfera ha sido de 1.3 veces (Zwart et al., 1994),

pero esto dependerd del tipo de planta que se esté analizando.

En este trabajo el combustéleo no afecto el establecimiento de M. sativa pero si su
desarrollo y su apariencia, lo que influyé en la disminucién de la biomasa total al
final del experimento (Fig. 11) esto fue estadisticamente significativo; ademaés de que
las raices de M. sativa fueron més gruesas y el area foliar fue menor. A pesar de la
disminucién en el crecimiento de M. sativa la frecuencia de especies de ciliados y
flagelados se incrementd en comparacion con el suelo control, incluso la frecuencia
de especies fue mayor comparandolo con el SP, esto también se debié al incremento
en la materia organica. En otros trabajos se ha encontrado que los hidrocarburos
policiclicos aromaticos tienen un efecto negativo en la germinacién de las plantas,
en el estudio de Smith et al (2006) se probd el efecto de los hidrocarburos
policiclicos arométicos en siete leguminosas y gramineas, en el cual, las plantas se

vieron afectadas en su germinacién y en el peso de las mismas.

Las interacciones que se estan llevando a cabo entre la planta y los microorganismos
ayudan al desarrollo de la sucesiéon de protozoos, en este caso la planta esta
teniendo un efecto positivo en esta comunidad. En otros trabajos se ha encontrado

que el comportamiento de la comunidad microbiana depende del estado de
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desarrollo de la planta y el petréleo reduce el desempefio de la misma (Nie et al.,
2011 y Xiaoyun et al., 2007). Sin embargo, estas interacciones planta-
microorganismos ayudan a un rapido desarrollo sucesional, lo que llevaria a
aumentar la velocidad de degradacién de los contaminantes. Gurska et al., 2009
trabajaron con la fitorremediacién de hidrocarburos utilizando el centeno y la
comunidad de rizobacterias que promueven el crecimiento de las plantas.
Encontraron que la tasa de degradacién del contaminante fue de 61.5% en 3 afnos.
En otro trabajo como el de Phillips et al., 2009 que trabajo con trigo, centeno y
alfalfa en donde encontraron que la concentracién hidrocarburos totales del

petrdleo se redujo 50% en 4.5 meses.

Los cambios en la estructura de la comunidad se reflejan también en cambios en las
redes troficas (Pratt y Cairns, 1985). Los cambios que sucedieron en la comunidad de
ciliados y flagelados en los diferentes tratamientos modificaron la estructura de los
grupos trdéficos de estos protozoos. En otros estudios que se han hecho con
Medicago sativa y Phragmites australis en suelos contaminados por hidrocarburos
(hidrocarburos poliarométicos y asfalto) se encontré una disminucién en el nimero
total de los microorganismos del suelo y un incremento en la cantidad de bacterias
degradadores de hidrocarburos (Muratova et al., 2003 a y b). Por lo que en este
trabajo podemos establecer que la dominancia del grupo bacterivoro en el SC vy
SPC apoya fuertemente la hipdtesis de una mayor presencia de diferentes especies

bacterianas degradadoras de hidrocarburos.

El efecto de M. sativa se observa en el incremento de la frecuencia de especies y en
la seleccion de la comunidad de ciliados y flagelados. Sin embargo en el periodo de
estudio no se observé una recomposiciéon de los grupos tréficos similar a la que
presentan los suelos sin combustéleo, pero esta recomposicién podria darse en un

mayor lapso de tiempo.
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CONCLUSION

El combustdleo tiene un efecto negativo en la estructuracién de los grupos tréficos
de ciliados y flagelados ya que simplifica las redes tréficas del suelo. Por otro lado se
observd un incremento en la abundancia del grupo bacterivoro en los tratamientos
con combustéleo, lo cual es un indicador que la comunidad de protozoos se estad

alimentando de bacterias tolerantes y degradadoras de hidrocarburos.

La presencia de Medicago sativa tuvo una influencia positiva sobre la comunidad de
ciliados y flagelados, incrementando su abundancia; pero en este periodo no se
observé un efecto en el restablecimiento de los grupos tréficos. Estas interacciones
que se desarrollan entre planta-microorganismos podrian utilizarse para acelerar la

remediacidn de suelos contaminados.
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ANEXO 1

Proleptomonas sp

Rynchomonas nasuta

Proleptomonas sp Monosiga sp

Distigma proteus Distigama proteus (Anafase)




Colpoda steinii Colpoda cucullus

Cyrtolophosis elongata Plesyocarion elongata

Spumella cylindrica

Spumella socialis
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ANEXO 2

Ji- CUADRADA

Se tomaron los valores de la frecuencia acumulada de especies de los 4 tratamientos

SC, SP, SPC y S. Se observaron diferencias significativas entre las frecuencias de

especies con P< 0.05.

X2 = EHN=1 EKN=1 fo — fe)?

Donde:
X2 = valor estadistico de ji cuadrada.

fo = frecuencia observada.
fe = frecuencia esperada.
S.C S.P SPC Totales
por fila
Dia 1 13 0 21 23 57
Dia 5 17 7 21 18 63
Dia 9 8 27 32 24 91
Dia 13 15 25 36 29 105
Dia 17 15 38 20 36 109
Dia 21 13 34 24 33 104
Dia 25 10 31 37 42 120
Totales por 91 162 191 205
columna
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ANEXO 3

Frecuencia de especies de los 4 tratamientos SC, SP, SPC, S.

S Abreviatura | Frecuencia
Actinomonas mirabilis Actinom 1
Adriamonas sp Adriamo 2
Blepharisma sp Blephar 4
Bodo caudatus Bodocau 9
Bodo designis Bododes 1
Bodo minimus Bodomin 4
Bodo ovatus Bodoova 1
Cafeteria sp Cafeter 1
Colpoda cucullus Colpocu 2
Cyclidium glaucoma Cyclidi 1
Cyrtolophosis elongata Cyrtoel 2
Cyrtolophosis mucicola Cyrtomu 7
Dimastigella sp Dimasti 1
Drepanomonas dentata Drepano 1
Epiclintes sp Epiclin 1
Heteromita globosa Hetergl 1
Heteromita sp Hetersp 1
Homalozoon sp Homaloz 1
Metopus sp Metopus 1
Oikomonas mutabilis Oikomut 1
Oikomonas steinni Oikoste 1
Oikomonas termo Oikoter 1
Paraphysomonas sp Paraphy 1
Platyophrya sp Platysp 1
Plesiocaryon elongatum Plesiel 4
Polytoma sp Polyto 1
Protaspis gemmifera Protage 1
Rhynchobodo sp Rhynsp 1
Spumella cylindrica Spumecy 7
Spumella dangeardii Spumeda 15
Spumella elongata Spumeel 1
Spumella globulus Spumegl 1
Spumella sociales Spumeso 6
Tachysoma sp Tachyso 1
Tetrahymena sp Tetrasp 3
Uroleptus sp Urolept 1
Urotricha sp Urotric 2

SC Abreviatura | Frecuencia
Allantion sp Allanti 2
Amastigomonas sp Amastig 1
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Astasia spl Astasl 5
Astasia parvula Astaspa 2
Bodo angustus Bodoang 3
Bodo caudatus Bodocau 6
Bodo celer Bodocel 1
Bodo lens Bodolen 1
Bodo minimus Bodomin 2
Bodo rostratus Bodoros 1
Bodo spl Bodospl 1
Bodo sp2 Bodosp2 1
Bodo triangularis Bodotri 1
Cercomonas bodo Cercobo 2
Cercomonas spl Cercoml 1
Cercomonas sp2 Cercom2 1
Cercomonas sp3 Cercom3 1
Cercomonas sp4 Cercom4 1
Cercomonas sp5 Cercom5 1
Cercomonas sp6 Cercomé 1
Cercomonas minimus Cercomi

Colpoda cucullus Colpocu 8
Colpoda steinii Colpost 1
Distigma proteus Distigm 4
Euglenido Eugleni 3
Euglenopsis sp Eugleno 6
Heteromita globosa Hetergl 8
Heteromita sp Hetersp 4
Oikomonas ocellata Oikomoc 1
Oikomonas rostratum Oikoros 2
Oikomonas sp Oikosp 1
Oikomonas termo Oikoter 5
Paraphysomonas sp Paraphy 1
Peranema sp Peranem 2
Plesiocaryon elongatum Plesiel 1
Polytoma sp Polyto 3
Proleptomonas sp Prolept 2
Protaspis gemmifera Protage 1
Protaspis sp Protasp 1
Rhynchomonas nasuta Rhynnas 4
Rhynchobodo sp Rhynsp 1
Spumella sp 1 Spumel 1
Spumella sp2 Spume2 1
Spumella cylindrica Spumecy 16
Spumella dangeardii Spumeda 12
Spumella elongata Spumeel 2
Spumella globulus Spumegl

Spumella sociales Spumeso 16
Tethahymena piriformis Tetrapi 1
Tetrahymena sp Tetrasp 1
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SP Abreviatura | Frecuencia
Adriamonas sp Adriamo 2
Allantion sp Allanti 5
Astasia sp2 Astas2 3
Bodo angustus Bodoang 10
Bodo caudatus Bodocau 9
Bodo celer Bodocel 9
Bodo designis Bododes 11
Bodo parvus Bodopar 1
Bodo saltans Bodosal 1
Cercomonas crassicauda Cercocr 4
Cercomonas lenta Cercole 2
Cercomonas sp5 Cercom5 1
Cercomonas metabolicus Cercome 2
Chlamydomonas sp Chlamyd 16
Colpoda cucullus Colpocu 6
Colpoda steinii Colpost 4
Cyrtolophosis bursaria Cyrtobu 3
Cyrtolophosis elongata Cyrtoel 20
Cyrtolophosis mucicola Cyrtomu 11
Epiclintes sp Epiclin 1
Euglenido Eugleni 1
Flagelado spl Flagspl 1
Heteromita sp Hetersp 3
Monosiga ovata Monosiga sp 1
Oikomonas termo Oikoter 1
Platyophrya sp Platysp 1
Plesiocaryon elongatum Plesiel 20
Plesiocaryon sp Plesisp 12
Polytoma sp Polyto 10
Proleptomonas sp Prolept 3
Rhynchomonas nasuta Rhynnas 2
Rhynchobodo sp Rhynsp 2
Spumella sp3 Spume3 1
Spumella sp4 Spume4 3
Spumella cylindrica Spumecy 2
Spumella dangeardii Spumeda 6
Stichotricha sp Stichot 1

SPC Abreviatura | Frecuencia
Adriamonas sp Adriamo 17
Allantion sp Allanti 4
Bodo angustus Bodoang 3
Bodo caudatus Bodocau 5
Bodo celer Bodocel 3
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Bodo designis Bododes 16
Bodo sp3 Bodosp3 1
Cafeteria sp Cafeter 4
Cercomonas bodo Cercobo 1
Cercomonas cometa Cercoco 1
Cercomonas crassicauda Cercocr 6
Cercomonas fatiga Cercofa 1
Cercomonas lenta Cercole 1
Cercomonas sp5 Cercom5 2
Cercomonas metabolicus Cercome 3
Colpoda cucullus Colpocu 12
Colpoda steinii Colpost 19
Cyrtolophosis elongata Cyrtoel 4
Cyrtolophosis mucicola Cyrtomu 9
Euglenido Eugleni 2
Euglenopsis sp Eugleno 13
Flagelado spl Flagspl 2
Heteromita globosa Hetergl 6
Heteromita sp Hetersp 2
Oikomonas termo Oikoter 2
Plesiocaryon elongatum Plesiel 17
Plesiocaryon sp Plesisp 5
Polytoma sp Polyto 2
Proleptomonas sp Prolept 2
Protaspis sp Protasp 1
Rhynchobodo longiciliatus | Rhynlo 2
Rhynchomonas nasuta Rhynnas 12
Spumella sp4 Spume4 6
Spumella cylindrica Spumecy 3
Spumella dangeardii Spumeda 13
Spumella sociales Spumeso 2
Tetrahymena sp Tetrasp 1
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