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Significado de las siglas  
 

AVL   amebas de vida libre 

AVL- F   amebas fungívoras 

AVL-A   amebas alguívoras 

AVL-B   amebas bacterívoras 

AVL-L   amebas que se alimentan de levaduras 

AVL-O   amebas omnívoras 

AVL-P   amebas que se alimentan de otros protozoos 

B   fósforo 

C   carbono 

CC   capacidad de campo 

D’    índice de diversidad de Simpson 

GT   grupos tróficos 

H’   índice de diversidad de Shannon-Wiener 

MO   materia orgánica 

N   nitrógeno 

ND amebas sin grupo trófico definido  

NMP   número más probable 

PPM   producción primaria microbiana 

RE   riqueza de especies 

RTMS   redes tróficas microbianas del suelo 

S0   microcosmos sometidos a una perturbación mecánica después de un período de 24 horas 

S30   microcosmos sometidos a una perturbación mecánica después del periodo de 30 días 
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S60   microcosmos con suelo desnudo con combustóleo después de 60 días 

SC0   microcosmos contaminados con combustóleo después de 24 horas 

SC30   microcosmos contaminados con combustóleo después de un periodo de 30 días 

SC60   microcosmos contaminados con combustóleo después de 60 días 

SCP30   microcosmos contaminados con combustóleo + Medicago sativa después de un periodo 

de 30 días 

SCP60   microcosmos contaminados con combustóleo + Medicago sativa 

SD   suelo desnudo 

SH0  microcosmos contaminados con hexano después de 24 horas 

SH30   microcosmos contaminados con hexano después del periodo de 30 días 

SH60   microcosmos contaminados con combustóleo después de 60 días 

SHP30   microcosmos contaminados con hexano + Medicago sativa después de un periodo de 30 

días 

SHP60   microcosmos contaminados con hexano + Medicago sativa 

SP    suelo con planta 

SP30  microcosmos con suelo no contaminado + Medicago sativa 

SP60 microcosmos no contaminados + Medicago sativa 

v   grados de libertad 

χ2   chi cuadrada 
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RESUMEN  
 

 

La estructuración de las redes tróficas está determinada por la variedad de los recursos alimenticios 

en cualquier sitio. Las estrategias para la obtención de nutrientes y energía para la supervivencia 

permite la clasificación de los organismos en grupos tróficos para entender cómo se lleva a cabo el 

ciclo de los nutrimentos. Las redes tróficas están reestructurándose constantemente y dependen 

de los cambios ambientales que están llevando a cabo, sobre todo cuando tales cambios son 

causados por perturbaciones fuertes. Los suelos con una perturbación física por la agricultura 

simplifican las redes tróficas microbianas, situación que se agrava cuando ocurren derrames de 

hidrocarburos. Los efectos combinados de estas perturbaciones son el empobrecimiento de 

nutrientes y materia orgánica asimilable, así como la pérdida de propágulos y / o disminución de las 

funciones de los microorganismos y sus actividades microbianas. Por ello nos preguntamos cómo 

cambiaría la estructura trófica de la comunidad amebas de un suelo cultivado inmediatamente 

después de la contaminación con combustóleo y hexano y cómo esta comunidad se restructuraba 

después de 30 y 60 días de plantar Medicago sativa (Leguminosae), teniendo como control un suelo 

sin planta. Utilizamos 45 microcosmos para rastrear los efectos de las diferentes fuentes de 

perturbación: 1) la perturbación mecánica, 2) la contaminación con 50 000 ppm de combustóleo 

(Apéndice 1) y 3) la contaminación con n-hexano. Cada tipo de perturbación generó diferentes 

comunidades y redes tróficas de amebas del suelo. El grupo bacterívoro tuvo un aumento 

significativo en la riqueza de especies 24 horas después del contacto con combustóleo, sin embargo, 

la comunidad de amebas del suelo contaminado con hexano sufrió extinciones locales de algunas 

especies de varios grupos tróficos. La presencia de M. sativa tuvo un efecto positivo en la comunidad 

de las amebas y en la estructura de la red trófica de todos los tratamientos en el tiempo, donde los 

grupos tróficos de amebas fueron más diversos en la zona de las raíces después de 60 días. El hexano 

causó el mayor impacto negativo sobre la riqueza de especies y la cantidad de amebas de vida libre. 

La presencia de M sativa permitió la estructuración de una red trófica en la zona de las raíces, que 

hacen de esta leguminosa un buen candidato para métodos de biorremediación. 
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ABSTRACT 
 

Food web structuration is determined by the variety of food sources in any place. The strategies for 

obtaining nutrients and energy for survival allows the classification of organisms by trophic groups 

in order to understand the hubs and organismal dependencies producing the nutrient cycling. Food 

webs are constantly reforming as environmental changes are taking place, especially when such 

changes are caused by strong perturbations. Soils physical perturbation by agriculture simplify the 

microbial food webs that is worsen when hydrocarbon spills happen. The effects of this combined 

perturbation are also the impoverishment of nutrients and assimilable organic matter, as well as 

the loss of microbial propagules and / or decrease of microorganisms’ functions and their activities. 

We wonder how the trophic structure of amoebae community changes right after contamination of 

a cultivated soil with fuel oil No 6 or hexane and how this community get restructured after 30 and 

60 days when Medicago sativa (Leguminosae) is planted as well as when soil remained unplanted. 

We set up 45 microcosms to trace the effects of different perturbation sources: 1) mechanical 

disturbance, 2) contamination with 50 000 ppm fuel oil. No. 6 (Appendix 1) and 3) contamination 

with n-hexane. Every type of disturbance generated different soil amoebae communities and food 

webs. The bacterivorus group had a significant increase in species richness 24 hours after contact 

with fuel oil no. 6, contrary to the hexane contaminated soil, whose several trophic groups suffered 

local extinctions. The presence of M sativa had a positive effect on amoebae community and food 

web structure in all treatments over time, where trophic groups of amoebae were more diverse in 

the root zone after 60 days. Hexane caused the greatest negative impact on the species richness 

and quantity of free-living amoebae and other microorganisms. The presence of M sativa allows the 

structuration of a more complex food web in the root zone, which make this legume a good 

candidate to plant for bioremediation porpoises.   
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Efecto del combustóleo sobre la estructura trófica de la comunidad de amebas 

de vida libre del suelo 

 

 

Introducción  

 

El suelo es un sistema con una gran diversidad de microambientes, dentro de los cuales los 

“hots spots” o puntos calientes se deben a la disposición de recursos para el desarrollo de 

los microorganismos (Figura 1). El suelo es una matriz muy heterogénea, especialmente 

cuando hay raíces presentes. Este es uno de los hots spots más importantes del suelo 

conocido como rizósfera. Esta zona se localiza en la región donde el suelo se encuentra en 

contacto directo o bajo la influencia cercana de las vellosidades radiculares de la planta.  En 

esta región se llevan a cabo una gran cantidad de relaciones entre la planta, el suelo y la 

microbiota (Sundin et al., 1990; Williamson & Gleason, 2003) por medio de un intercambio 

de una gran diversidad de compuestos de alto y bajo peso molecular, los que llegan a 

sobrepasar el 40% de la biomasa de la planta en peso seco (Krome et al., 2009; Lynch & 

Whipps, 1990; Raynaud, 2010). La estructura del suelo también depende de la actividad 

fisiológica de los organismos que lo habitan y que se fomenta durante la interacción entre 

microorganismos-planta, en especial de sus segregaciones celulares, pues estas excreciones 

sirven como los principales agentes cementantes que ayudan a la agregación de las 

partículas de suelo. El aumento en la biomasa microbiana en la zona de raíces es una 

indicación de que las relaciones biológicas entre los microorganismos tienden a 

incrementarse en este microambiente (Sundin et al., 1990). 

 

 La raíz de la planta tiene la potencialidad de transformar las características del suelo que la 

rodea, un ejemplo de ello es la capacidad de la raíz de incrementar la cantidad de oxígeno 

a su rededor, lo que facilita las condiciones para que se lleve a cabo el metabolismo de los 
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microorganismos aerobios. Los microorganismos metabolizan los recursos que pueden 

captar en un espacio y en un tiempo determinado. Así, la diversidad de microorganismos 

está condicionada por el microambiente que los rodea y en donde se pueden desarrollar 

sus poblaciones. El metabolismo de los organismos mantiene el flujo constante de 

compuestos orgánicos y de energía en el sistema, aunque esta actividad puede ser afectada 

por los factores ambientales y perturbaciones que pueden modificar la estructura de las 

comunidades dentro del suelo. 

 

 

 Figura 1. "Esferas" de influencia, siendo "hot spots" de actividad del suelo. "Drilosfera," 
parte de la tierra que es influenciada por la lombriz de tierra; porosfera, la porción que 
contiene películas de agua y canales entre los agregados;" Los micro y macroagregados 
contienen bacterias, hongos, así como micro-y macrofauna; "rizosfera, región de suelo 
directamente influenciada por la raíz"; detritosfera cubierta de hojarasca, fermentada y 
humificada, que son excelentes para los microorganismos (incluyendo micorrizas) y fauna 
que se alimentan de estos residuos (tomado de Coleman, 1994). 
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Las redes tróficas microbianas del suelo tienen una participación importante en el 

mecanismo de transformación y transferencia de Materia Orgánica (MO) entre los 

microorganismos y la planta. Las especies han desarrollado toda una serie de estrategias de 

adquisición de materia (tanto en su forma orgánica como inorgánica) y de energía a partir 

de los recursos que se encuentren en su hábitat. Los mecanismos iniciadores de la 

transmisión de energía son las interacciones simbióticas que incluyen al co-metabolismo, el 

sintrofismo y la depredación. (Wardle, 2002). Cada uno de estos procesos se lleva a cabo 

por una gran diversidad de grupos microbianos, donde se engloban especies que explotan 

un recurso básico común de una forma similar o redundante. 

 

La planta se mantiene en contacto con la microbiota por medio de una gran diversidad de 

exudados que segrega su raíz. Estos exudados sirven como atrayentes y/o repelentes de 

una gran diversidad de microorganismos que viven en la proximidad de las raíces (Westover 

& Bever, 2001). Dichos compuestos posibilitan o limitan la interacción entre una gran 

cantidad de especies de bacterias y hongos (micorrízicos) con la planta, permitiendo a 

algunas especies de microorganismos colonizar el suelo que se encuentra bajo la influencia 

de la raíz (Bonkowski et al., 2001). Este fenómeno afianza las relaciones mutualistas entre 

la planta y esta microbiota, ya que solo ciertas especies de bacterias y hongos aportan 

compuestos moleculares que sirven a la planta, la que a su vez contribuye con sus exudados 

radiculares que sirven como alimento o compuestos básicos para ciertas especies de 

microorganismos. Todo esto da  como resultado un “trueque biológico” de moléculas 

orgánicas.  

 

Cuando las relaciones entre las especies implicadas son benéficas, la consecuencia es un 

incremento de la biomasa de los microorganismos y de la planta.   Este fenómeno estimula 

la integración de otras especies microbianas que tienen una relación directa o indirecta con 

la planta. Tal es el caso de especies parásitas (fitoparásitos) y depredadoras de 

microorganismos. Estos micro-depredadores utilizan mecanismos de quimiotaxis, en su 

mayoría desconocidos, pero que se reconocen como mecanismos de detección de sus 
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presas potenciales1  que habitan los alrededores de la raíz (Levchenko & Iglesias, 2002; 

Pilon-Smits, 2005). Una gran diversidad de micro depredadores de segundo, tercer o n 

orden se dan cita en la rizósfera gracias al incremento de la biomasa de sus presas. El 

aumento en la complejidad de las redes tróficas por la incorporación de otras especies 

intensifica el consumo de una cantidad mayor de recursos, lo que reduce la pérdida de 

energía y acelera la velocidad del reciclaje de los nutrimentos (Ingham et al., 1985).  

 

La importancia de la relación depredador-presa radica en la liberación de N y P en forma de 

desecho (nitratos y amonio en el caso del N y como fosfatos en el caso del P). Compuestos 

que se encontraban acumulados en la biomasa de sus presas y que al ser liberados 

rápidamente se reciclan por la misma comunidad de microorganismos que viven con la 

planta (Clarholm, 1985; Bonkowski et al., 2001).  

 

Los protozoos del suelo son un grupo importante de depredadores de una gran diversidad 

de microorganismos (Schonborn, 1992). Dentro de sus presas preferidas se encuentran las 

bacterias (Coleman, 1994). De forma general, se pueden distinguir varios grupos 

morfológicos de protozoos, tales como flagelados, ciliados, amebas y los ameboflagelados. 

Cada uno de estos grupos tiene una gran diversidad de estrategias para la obtención de 

energía.  

 
Dentro de los protozoos microvíboros más importantes del suelo se encuentran las amebas. 

Estos protozoos se pueden distinguir en tres grupos morfológicos; testadas, semitestadas y 

desnudas. La gran velocidad de adaptación de estos eucariontes les ha permitido poblar 

diferentes microhabitats y explotar una gran variedad de presas (Rodríguez-Zaragoza, 1994; 

Rodríguez-Zaragoza et al., 2005). La depredación ejercida por las amebas sobre sus presas 

es promotora del movimiento del N y el P en formas disponibles para la microfauna y la 

misma planta (Darbyshire, 1994). Sin embargo, cabe destacar que estos eucariontes sirven 

de alimento a otros organismos edáficos como ácaros y nemátodos. Este tipo de 

                                                             
1 Hay que recordar que los microorganismos se comunican y se detectan por medio de la concentración de 
compuestos segregados o presentes en el microambiente. 
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interacciones convierte a estos eucariontes en una conexión entre la microflora y la 

mesofauna.  

 

Perturbación y microorganismos del suelo 
 

La alteración de la transferencia de materia y energía ha sido tema de debate en diferentes 

campos de la Ecología. Un área de la ecología de conservación se enfoca en el estudio de 

las alteraciones provocadas por las perturbaciones y su correlación con la pérdida o cambio 

circunstancial de la funcionalidad de las especies, lo que altera los diversos procesos que 

realizan los organismos dentro del reciclaje de nutrimentos del ecosistema. Así, en el caso 

del suelo, se ha intensificado el estudio de las alteraciones de las redes tróficas microbianas. 

Pues, como resultado de las perturbaciones, la diversidad presenta cambios en la 

proporción y la riqueza de las especies (con efectos positivos y negativos en la cantidad de 

biomasa en cada especie). Los cambios en los grupos tróficos de las redes alimenticias 

parecen depender de la intensidad y tipo de perturbación que se presente en el suelo. 

Asimismo, tenemos que la perturbación puede ser constante y de poca intensidad, 

constante y muy intensa, o el evento sucede solo una vez, pero con un nivel de intensidad 

alto por mencionar algunos casos.   

 

Cada combinación de tipo e intensidad de la perturbación puede repercutir en la actividad 

y la diversidad de los grupos funcionales. En los casos de alteraciones intensas, la 

complejidad de la estructura de la comunidad sufre un efecto negativo por la pérdida de la 

riqueza de especies aunque la actividad del sistema puede permanecer por la presencia de 

las especies con funciones redundantes (Walker, 1992; Cowling et al, 1994; Chapin & Körner 

1996). Sin embargo, el efecto no es homogéneo para todas ellas, pues algunas especies 

pueden verse beneficiadas por la perturbación (Pickett, et al. 1989).   Esto permite analizar 

a la comunidad desde un punto de vista funcional por medio de la organización de las 

agrupaciones de estas especies en gremios tróficos.  
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Considerando entonces a la comunidad como una unidad estructurada, organizada y 

jerarquizada que se desarrolla y funciona dentro del ecosistema en un mismo espacio y 

tiempo, podemos observar que las comunidades microbianas están adaptadas a las 

variaciones normales de las condiciones ambientales. Por tal razón, la comunidad puede 

tener variaciones en su estructura dentro de un rango normal de operación, sin alterar su 

funcionamiento. En otras palabras, se encuentra en un equilibrio dinámico con su ambiente 

(Trewavas, 2006; Pickett, et al. 1989; Odum, 1985; Odum, et al. 1979). Muchas de estas 

variaciones están dictadas por los pulsos de recursos (Scholes et al., 2005), los cuales son 

aportes energéticos que aprovechan los organismos en un tiempo y un espacio particular 

de acuerdo con su tiempo generacional (Konopka, 2000).  

 

Perturbación antropogénica del Suelo 

 

Las actividades antropogénicas pueden cambiar por completo la estructura de las unidades 

fundamentales que conforman a los ecosistemas y a las comunidades (Pickett, et al. 1989). 

Las alteraciones debidas al uso agrícola del suelo, o por explotación de recursos energéticos, 

tienen impacto negativo directo sobre nuestra sociedad. En el caso de los recursos 

petroleros, debido a la contaminación por hidrocarburos, ya sea durante su explotación o 

su transporte. 

 

El suelo utilizado para la agricultura pasa por varios mecanismos de transformación que 

producen una serie de alteraciones que modifican de manera sustancial las propiedades 

físicas, químicas y biológicas del sistema edáfico, que repercuten sobre la microfauna que 

lo habita. La destrucción de los horizontes y la alteración física del sustrato del suelo genera 

estrés en las comunidades que se desarrollan en él. El arado del suelo tiene el fin de evitar 

la pérdida de agua, lo que ocasiona una reestructuración por la destrucción de los 

macroagregados y aumentar el espacio entre ellos, afectando la continuidad en la 

porosfera. Las propiedades que pueden verse afectadas son la estructura, un incremento 

en la densidad real y un decremento en la porosidad de la matriz del suelo, por mencionar 
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los más importantes  (Spedding et al., 2004; Bowman et al., 1990). La disminución de la 

porosidad provoca una alteración del hábitat de los microorganismos, reduciendo la 

posibilidad del desarrollo de varias especies. Un ejemplo es el caso de las amebas testadas, 

que dependen significativamente de la porosidad del suelo, debido a que la testa es una 

estructura rígida que limita sus actividades en el espacio entre los agregados. Sin embargo, 

muchas especies de microorganismos pueden sobrevivir en los pequeños espacios dentro 

de los agregados, como es el caso de las bacterias y los grupos de protozoos, tales como 

amebas pequeñas, ameboflagelados, ciliados pequeños, flagelados y nanoflagelados.  

 

Otros efectos importantes sobre el suelo son las alteraciones en sus propiedades químicas 

debido principalmente a la adición de materia orgánica y/o uso frecuente de abonos, 

causando que las concentraciones de C (carbono), N, y P permanezcan más tiempo en el 

suelo. En conjunto todos estos factores están correlacionados con el cambio de la 

diversidad de la microflora y la microfauna de los suelos de cultivo (Sánchez-Moreno, 2007; 

Coleman, et al., 2002; Buckley & Schmidt, 2001). Algunas estrategias para la recuperación 

del suelo se basan en dejarlo “reposar”, permitiendo con ello la formación de horizontes, 

ya sea por la influencia de la gravedad o por la acción de las raíces de las plantas. 

 

El entendimiento de los procesos de perturbación del suelo, y por consecuencia de su uso, 

es indispensable para desarrollar alternativas de recuperación y manejo de este recurso. 

Para ello se ha recurrido a estudiar cómo se pueden ver afectadas las funciones que realizan 

los microorganismos. La determinación de estos cambios es posible si se agrupa a las 

especies por sus hábitos alimenticios. Lo que permite desentrañar la magnitud de los 

efectos que diversos tipos de perturbación pueden causar en la comunidad microbiana del 

suelo, desde una perspectiva de las relaciones y su impacto en el reciclaje de los principales 

nutrimentos. Si se desea entender con detalle cómo se llevan a cabo el reciclaje de los 

nutrimentos en los suelos perturbados, es imprescindible saber quiénes están participando 

en él y cuál es su importancia en el mantenimiento de este proceso. Sin embargo, para la 

mayoría de los grupos edáficos sigue siendo necesario realizar el análisis desde un punto de 
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vista taxonómico tradicional. Las amebas desnudas, entre otros protozoos, viven 

estrechamente ligadas a la matriz edáfica donde tienen mayor importancia como 

depredadores de microorganismos. Las amebas cuentan con una gran diversidad de presas, 

pero las preferencias alimenticias tienden hacia el dominio Bacteria.  

Esto nos proporciona indicios de cómo están organizadas las comunidades y cómo se 

establece la sistematización jerarquizada y funcional que provee a los sistemas de una 

mayor estabilidad a través del tiempo.  

 

Función de las amebas de vida libre del suelo. 
 

Hay algunas estrategias biológicas que se han utilizado para incrementar la conservación y 

recuperación del suelo, sobre todo con la ayuda de otros organismos, tal es el caso de las 

plantas, que son utilizadas como sistemas vivos de bioestimulación de las comunidades de 

bacterias y hongos que se encuentran en la cercanía de la raíz. El proceso de intercambio 

de compuestos entre plantas y microbiota (principalmente bacterias) atrae a una gran 

cantidad de especies de microorganismos depredadores, entre los cuales destacan las 

amebas (Raynaud et al., 2005). Aunque estos micro-depredadores no tienen una 

interacción directa con los exudados radiculares (Pilon-Smits, 2005), se puede intuir su 

importancia en el sistema con ayuda del modelo del circuito microbiano.  

 

Se ha observado que el circuito microbiano es muy eficiente en la transferencia de energía 

y MO (Bonkowsky, 2004) ya que se aprovecha la mayor cantidad de compuestos orgánicos  

de fuentes vivas o no vivas. Este fenómeno está ligado a la biomasa y número de especies 

de microorganismos que componen la red trófica donde la eficiencia de la transferencia de 

MO incrementa cuando hay una gran cantidad de especies. Esto puede potencializar la 

diversidad de las funciones de los microorganismos, lo que también es conocido como 

paradoja del circuito microbiano, ya que a diferencia de las redes tróficas de macroscópicas, 

donde solo se pueden sostener pocos depredadores de segundo y tercer orden, las redes 
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tróficas microbianas tienen la capacidad de sostener una gran cantidad de especies de 

hábitos depredadores.  

 

Para entender cuál es la función de las amebas dentro del sistema edáfico es necesario 

agruparlas por sus tendencias alimenticias. El uso de este tipo de agrupaciones relaciona la 

estructura por especies de amebas con la función que cada especie puede estar llevando a 

cabo en el ecosistema. Algunos autores han agrupado a los protozoos provenientes de 

sistemas acuáticos, edáficos y perturbados en diferentes grupos tróficos (bacterívoros/ 

detrítivoros, saprotrofos, alguívoros, omnívoros y depredadores) (Coûteaux, 1976; Bahr, 

1982; Hawkins & Sedell, 1981; Pratt & Cairns, 1985). Por lo tanto los cambios en la 

estructura de la comunidad pueden tener relación con los cambios de eficiencia en las 

funciones y servicios del sistema, por lo menos a la escala de la región rizosférica. Cortés-

Pérez (2009) encontró una extensa variedad de especies de amebas en suelo de cultivo de 

maíz, donde observó una tendencia en el aumento y dominancia de especies bacterívoras. 

Sin embargo, se encontraron diferencias entre los suelos desnudos y con cubierta vegetal, 

siendo este último el que tuvo la mayor cantidad de especies.   
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Figura 2. Tipos morfológicos de protozoos de vida libre del suelo. A) Korotnevella, B) Vexillifera, C) 
Ameboflagelado (Breviata), D) Hartmannella, E) Vannella, F) Biomyxa, G) Saccamoeba, H) Cochliopodium, I) 
Trinema, J) Trichamoeba, K) Nuclearia, L)Flagelado, M) Ciliado y N) Bodo. 

A) B) C) 

D) 

F) 
H) 

G) 
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Las redes tróficas microbianas del suelo 
 

Para entender cómo se desarrollan y/o cambian las funciones de las comunidades es 

necesario desarrollar modelos generales, pero muy prácticos, de “las redes tróficas”.  Estos 

modelos nos permiten intuir las rutas del flujo de energía y la transformación de la materia 

basándose en la interacción que existe entre los consumidores y sus recursos (Minoshima 

et al., 2007). El modelo inicial implica 3 diferentes niveles; producción primaria, 

consumidores y descomponedores (Coleman & Crossley, 1996; Rossberg, 2013). En este 

último nivel introdujeron a los microorganismos como una caja negra, donde se lleva a cabo 

una gran diversidad de funciones e interacciones microbianas, muchas de ellas permanecen 

aún desconocidas. 

Los descomponedores son microorganismos heterótrofos que pueden absorber nutrientes 

por ósmosis (osmotrofía), tales como algunas bacterias, hongos y protozoos. Los 

detritívoros o saprófagos obtienen su energía de materia orgánica (MO) descompuesta. Sin 

embargo, falta describir en detalle las interacciones complejas que tienen lugar en las Redes 

Tróficas Microbianas del Suelo (RTMS) (Richards, 1987).  

Las RTMS pueden sostener un número mayor de especies consumidoras en comparación 

con las redes macroscópicas, pues los microorganismos disipan menos energía en forma de 

calor, por lo que se puede sostener un mayor número de especies. Esto se conoce como la 

paradoja del “Circuito microbiano”,  pues el reciclaje de materia y la transformación de 

energía son más eficientes entre mayor sea la diversidad de heterótrofos en la red trófica 

microbiana del suelo (Coleman, 1994).  

El cometabolismo es una relación simbiótica que se expresa en el circuito microbiano. En 

esta simbiosis los microorganismos modifican y/o degradan compuestos muy complejos, 

normalmente antropogénicos, dejando los nutrimentos y estructuras carbonadas 

asimilables disponibles para otros microorganismos (Alexander, 1967).  Con ello se produce 
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un mayor aprovechamiento de recursos y poca pérdida de energía (Bonkowski, 2004) en los 

diferentes niveles de la RTMS.  

 

La redundancia de especies permite al ecosistema soportar perturbaciones y aminorar sus 

efectos sobre su funcionamiento en el reciclaje de nutrimentos y la MO. Ya que existe la 

posibilidad de que las especies afectadas por la perturbación sean remplazadas por otras 

con funciones similares (Johnson et al., 1996). 

 

Funcionalidad de las especies microbianas 

 

La  biodiversidad funcional se define como el conjunto de especies que realizan las 

funciones dentro del ecosistema en el proceso de flujo de energía y reciclaje de nutrientes. 

El flujo de energía ocurre principalmente por dos procesos: por la descomposición de la MO 

que proviene de organismos muertos y la descomposición de MO que llevan a cabo los 

consumidores heterótrofos a partir de otros organismos (Bengtsson et al., 1995). Así, 

podemos congregar a los taxa por dietas similares y sus hábitos depredadores, por 

mencionar algunos ejemplos (Gardner et al., 1982). Es necesario remarcar que una especie 

puede realizar n funciones. Sin embargo, solo podemos reconocer un conjunto limitado de 

funciones y en función de estas últimas es que agrupamos a las especies que tengan una 

función equivalente. Esto se conoce como grupo funcional y se define como un conjunto 

de diferentes especies que afectan de forma similar una o varias propiedades y/o procesos 

del ecosistema (Gardner et al., 1982). 
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Diferentes categorías de diversidad funcional microbiana del suelo.  

 

Los microorganismos se clasifican en dos categorías fundamentales; autótrofos y 

heterótrofos. En la primera categoría la fuente de carbono (C) es inorgánica, y en la segunda 

el C proviene de una fuente orgánica (Stanier et al., 1977). Ahora se sabe que los organismos 

autótrofos son dependientes de ciertos factores de crecimiento de origen microbiológico. 

La energía obtenida a partir de una fuente inorgánica genera la base para otra división 

(además de los microorganismos fotosintéticos); los quimiolitoautótrofos. Estos 

microorganismos obtienen su energía a partir de las reacciones  químicas de oxidación - 

reducción de los minerales.  

 

La vegetación se encarga de transformar la energía lumínica en biomasa, por ello se les 

conoce como productores primarios. En las RTMS la producción primaria se lleva a cabo 

por dos vías, la fotosíntesis y por la oxidación-reducción de compuestos minerales, por lo 

que hay diferentes categorías nutricionales. 

 

Como parte de los quimioheterotrofos tenemos a los osmótrofos (bacterias, hongos, 

flagelados y ameboflagelados). Sin embargo, muchos protozoos son de hábitos fagótrofos 

(ingesta de partículas). Alternativamente los organismos que requieren alimentarse de 

otros organismos se conocen como biotrofos o mejor conocidos como heterótrofos. En 

esta última categoría se pueden englobar los protozoos depredadores, así como algunos 

parásitos (Richards, 1987). 

 

Las AVL son microorganismos heterótrofos que incluyen a los microbívoros y carnívoros. 

Los protozoos pueden ser autótrofos, pero la mayoría como es el caso de las AVL 

pertenecen a los microbívoros (Richards, 1987; Coûteaux & Darbyshire, 1998).              
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Las RTMS  se componen de los siguientes niveles generales (Richards, 1987; Nisbet, 1984):  

 

• Producción Primaria Microbiana (PPM): En este nivel los microorganismos autótrofos y 

quimiolitoheterotrofos se encargan de la acumulación de la MO utilizando como fuente de 

energía la luz y/o los minerales. 

 

• Consumidores. Son los microorganismos heterótrofos que obtienen su MO a partir de 

organismos vivos. 

 

La PPM del subsuelo está distribuida en pequeños compartimentos o parches 

microscópicos. Cuando se lleva a cabo por procariontes y eucariontes unicelulares 

fotosintéticos ocurre en los primeros milímetros de la superficie. Aunque el suelo parezca 

una matriz sólida y opaca, las ondas de luz pueden penetrar una corta distancia antes de 

ser absorbidas por los minerales como los óxidos de hierro en una longitud de onda de 860 

nm y por las arcillas en una longitud de onda de hasta 220 nm (Karnieli et al., 1999). La MO 

llega a absorber longitudes de onda de 1700 a 2300 nm (Ben-Dor et al., 1997). El agua 

absorbe longitudes de onda de 1900 a 1400 nm. Todos estos elementos reducen la amplitud 

de las longitudes de onda, lo que genera un gradiente cromático. Sin embargo, permiten la 

llegada de un espectro adecuado para que se lleve a cabo la fotosíntesis de manera 

inconspicua (desde nuestra percepción) ya que sucede a nivel microscópico. Las microalgas 

de tipo eucarionte se desarrollan en los primeros centímetros (2 cm) del suelo donde haya 

la suficiente humedad y luz (Lund, 1947). Los géneros más comunes pertenecen a las 

familias Chlorophyceae, Bacillariophyceae (diatomeas), Myxophyceae, Xanthophycea y 

Chrysophyceae. Las cianobacterias tienen la capacidad de colonizar sistemas edáficos 

desérticos donde pueden iniciar la formación de las comunidades de costras biológicas, o 

formar biopelículas endolíticas monoespecíficas (Walker & Pace, 2007).  
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Así, los microorganismos fotoautótrofos, fotoheterótrofos, quimioautótrofos, 

quimioheterótrofos, son los que se encargan de la fijación de la energía y su acumulación 

en MO. Estos microorganismos pertenecen al primer nivel en la RTMS. La transferencia de 

esta biomasa acumulada a otros niveles tróficos, se lleva a cabo por los microbívoros del 

suelo  (Richards, 1987), donde las AVL son un grupo muy importante de microorganismos 

depredadores.   

 

Obtención de la energía en las amebas de vida libre 

 

La clasificación primaria de la forma de como obtienen energía las AVL  se determina por la 

presencia autógena, no autógena, o ausencia de cloroplastos. Sin embargo, la mayoría de 

las AVL conocidas son heterótrofas. Su alimento puede ser variado; algas eucariontes, algas 

procariontes, bacterias, protozoos, hongos, levaduras y otros eucariontes multicelulares, 

inclusive MO disuelta en el ambiente. La forma cómo capturan su alimento es por medio de 

la fagocitosis y la pinocitosis (Nisbet, 1984). 

 

Grupos tróficos de AVL del suelo  

 

Las AVL se pueden agrupar por sus tendencias alimenticias en: bacterívoras, detrítivoras, 

alguívoras, fungívoras, omnívoras, depredadoras de otros protozoos (Coûteaux, 1976; 

Bahr, 1982, Hawkins & Sedell, 1981; Pratt & Cairns, 1985; Coûteaux & Darbyshire, 1998). 

Para poder agrupar a las AVL por sus hábitos alimenticios, se debe considerar que las 

amebas complementan su alimentación in situ con otros elementos, incluidas otro tipo de 

presas, pero sin perder la preferencia por un grupo de presas en particular.   

 

Las especies de AVL solo pueden ser aisladas cuando se les suministra el grupo de 

organismos que son su sustrato alimenticio principal. El aislamiento de muchas especies de 

amebas es poco exitoso porque se desconocen sus preferencias alimenticias, aunque hay 
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algunas especies, como Leptomyxa reticulata y Balamuthia mandrilaris, que pueden 

mantenerse por algunos días en cultivo con bacterias como única fuente de alimento, pero 

no incrementan el número de trofozoitos y se enquistan después de unos días (Pussard & 

Pons, 1976; Cabello et al, 2014). Se ha observado que algunas especies de amebas, tienen 

cloroplastos, pero a diferencia de las algas, estos protozoos pueden incorporar otros 

elementos en su dieta, como MO disuelta y otros microorganismos (Laybourn-Parry et al., 

2000).  

 

Amebas que se alimentan de algas  

 

Las amebas del género Nuclearia son conocidas por ser voraces consumidoras de algas de 

tipo eucarionte (Cann, 1986). Las amebas que se alimentan de cianobacterias (Huang & Wu, 

1982) se les considera un grupo trófico diferente del alguívoro por la naturaleza de sus 

presas. Las microalgas forman parte del dominio Eucaria, mientras que las cianobacterias 

pertenecen al dominio Bacteria. Aunque los dos tipos de microorganismos poseen una 

pared celular, la composición química de ésta es muy diferente. Las estrategias de digestión 

para cada tipo de presa son diferentes, por la dificultad en la degradación de los 

peptidoglicanos que le dan una mayor resistencia, estabilidad y protección a las 

cianobacterias (Whitton & Potts, 2002). Otro factor que influye en la selección de estas 

presas por sus depredadores es la toxicidad, ya que las cianobacterias producen sustancias 

que utilizan para contrarrestar la depredación (que son producto del metabolismo 

secundario del nitrógeno que fijan), aunque algunas especies de AVL tienen la capacidad de 

neutralizar estos compuestos (Laybourn-Parry et al., 1987). Con respecto al valor 

nutricional, las cianobacterias son una importante fuente de nitrógeno pues tienen la 

capacidad de fijarlo del ambiente a su biomasa (Whitton & Potts, 2002).  
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Amebas bacterívoras 

 

Las bacterias son la fuente principal de alimento para una gran cantidad de especies de AVL 

(Clarholm, 1985). Sin embargo el dominio bacteria consta de varios reinos y tiene una gran 

diversidad de especies. Parte de la conducta de las amebas es la selectividad que tienen 

sobre las especies de presas. Por ello, es lógico concluir que las amebas tengan preferencias 

por cierto tipo de alimento (Griffiths et al., 1994; Rønn et al., 2002).  Parte de este 

comportamiento se debe a que muchas especies de bacterias generan compuestos tóxicos 

para evadir a sus depredadores. Por ejemplo, la bacteria Serratia marcescens produce una 

exotoxina para ahuyentar a las amebas (Singh, 1942). Las bacterias del género 

Pseudomonas producen exotoxinas amebicidas, incluso las biopelículas de estas bacterias 

contienen compuestos repelentes para evitar la depredación (Abd et al., 2008). El ramoneo 

preferencial de las amebas afecta la estructuración de las comunidades bacterianas, 

provocando un decremento en el número de algunas especies de β-proteobacterias, lo que 

permite el incremento de Actinobacteria, Nitrospira, Verrucomicrobia y Planctomycetes. 

También se encontraron otros grupos de β-proteobacterias (con la capacidad de oxidar 

amonio) y γ-proteobacterias que no mostraron cambios en su abundancia (Rosenberg et 

al., 2009). La modificación en la estructura de la comunidad bacteriana provoca que la 

comunidad de bacterívoros también cambie como consecuencia del tipo y disponibilidad 

de las presas.  

 

Amebas que se alimentan de otros protozoos, hongos y levaduras  

 

Arachnulla impatients es una ameba que presenta preferencia por los hongos. Sin 

embargo, también puede alimentarse de bacterias, levaduras, cianoficeas y flagelados 

(Pussard & Pons, 1976). Trichamoeba mycophaga, es una ameba que se alimenta solo de 

hongos, y posee enzimas que pueden degradar la pared de estos organismos (Chakraborty 
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& Old, 1986). Otros casos son las especies del género Leptomyxa, con la capacidad de 

alimentarse de otros eucariontes unicelulares y pluricelulares. Incluso,  para el aislamiento 

de esta ameba se requieren cepas celulares eucariontes (Balamuthia, solo se puede cultivar 

en medio con células de riñón de mono). O como el caso de Gephyramoebae que se 

alimenta de pequeños protozoos (Rodríguez-Zaragoza et al., 2005).  

 

 

Amebas omnívoras  

 

Las especies de AVL omnívoras son aquellas que tienen la capacidad de crecer con una gran 

variedad de presas. Este es el caso de las especies del género Acanthamoeba.  La diversidad 

de presas de este género se encuentran en los dominios Bacteria y Eucaria (unicelulares y 

pluricelulares), tales como; bacterias (Pickup et al., 2007), cianobacterias (Wright et al., 

1981), microalgas eucariontes, hongos (Old et al., 1985) (esporas), levaduras (Nero, 1964), 

organismos pluricelulares (humanos) entre otros. Incluso algunas especies de este género 

pueden mantenerse solo con MO disuelta en el medio (Neff et al., 1958).  

 

 

Estabilidad y perturbación del suelo 

 

El establecimiento de las plantas genera cambios en la estructura física, química y biológica 

del suelo que está en contacto íntimo con sus raíces, y también tiene efectos directos e 

indirectos sobre toda la estructura trófica edáfica que se encuentre dentro de esta zona de 

influencia (efecto rizosferico) (Raynaud, 2010). Así, entre más biomasa y especies de presas 

existan en la zona de raíces, la diversidad de sus depredadores aumentará en el sistema 

(Raynaud et al., 2005). La red trófica del suelo toma forma por el ramoneo que ejercen los 

depredadores sobre la microbiota de diversos niveles tróficos. 
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Por tal motivo se ha comenzado a estudiar cómo la contaminación por hidrocarburos 

modifica la composición de las comunidades microbianas, así como de protozoos (Anderson 

et al., 2001) y cómo la adición de nutrimentos esenciales (N y P) o bioestimulción acelera la 

degradación o incorporación de los hidrocarburos en la biomasa de la microbiota de las 

zonas de raíces. El principal objetivo de la  fitorremediación es utilizar diversas especies de 

plantas para hacer más eficiente la degradación de los hidrocarburos mediante la 

estimulación de las comunidades de bacterias y hongos hidrocarbonoclastas mediante las 

relaciones simbióticas que ocurren en la zona de raíces (Siciliano et al., 2003). Sin embargo, 

se desconocen las interacciones que se llevan a cabo entre las plantas y los microorganismos 

en los suelos contaminados (Singh et al., 2004; Pilon-Smits, 2005).  Pero existen algunos 

indicios de que la velocidad de mineralización de los hidrocarburos incrementa como 

consecuencia de la depredación a la que se ven sujetas las especies hidrocarbonoclastas 

(Mattison et al., 2005; Holubar et al., 2000). Este fenómeno se relaciona con el circuito 

microbiano, ya que entre más especies estén interrelacionadas, la resultante será un 

aumento en las interacciones entre los niveles de la red y una mayor eficiencia de 

transformación de materia y energía (Bonkowsky, 2004). Así, la relación entre los grupos 

tróficos y sus presas, aumenta la velocidad de mineralización o integración de la MO y de 

los hidrocarburos en la biomasa.  

Las AVL son  protozoos que explotan una amplia gama de recursos de diferentes niveles de 

la RTMS. Los protozoos vinculan diferentes niveles tróficos, mediante la depredación y 

ramoneo de diversas especies de presas del edafón (Coleman, 1994). Se ha observado que 

las AVL tienen desarrollado el sentido de detección y elección de su presas (Singh, 1975). 

Su plasticidad ecológica les permite explotar recursos variados, así como sobrevivir a 

perturbaciones intensas que ocurran en su ambiente. Es necesario entender cuál es la 

resistencia de estos depredadores a las perturbaciones para poder modelar la 

transformación de la energía que proviene de MO recalcitrante,  como es el caso de los 

hidrocarburos. 

A su vez, las amebas sirven de alimento para otros organismos de mayor tamaño como los 

nemátodos o los microartrópodos. Por tal motivo, las amebas funcionan como una conexión 
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entre varios niveles de la red trófica (la microflora y la mesofauna) permitiendo el flujo de 

energía y el reciclaje de nutrientes en el ecosistema.  

Estas interacciones entre la planta y los microorganismos a través de las raíces en un suelo 

contaminado conducen a las siguientes preguntas, ¿Cómo se reestructuran las redes 

tróficas de AVL después de tres tipos de perturbación (un pulso de contaminación por 

combustóleo, hexano y la revoltura del suelo)? así como ¿Cuál es el efecto de Medicago 

sativa sobre la reestructuración de estas redes tróficas del suelo después de la 

perturbación causada por cada uno de los factores mencionados?  

 

Justificación 

 

Las diferentes perturbaciones generadas por las actividades antropogénicas tienen efectos 

sobre las propiedades físicas, químicas, biológicas del suelo y la productividad. El edafón, 

como parte de las propiedades biológicas, tiene un papel fundamental sobre los procesos 

que implican el reciclaje de los nutrimentos que son fundamentales para la productividad 

del suelo. Sin embargo, en las últimas décadas se ha recurrido a la fitorremediación como 

base para la recuperación de los suelos perturbados por contaminación o por un exceso en 

el uso para la agricultura. La fitorremediación se basa en la bioestimulación de los 

microorganismos por medio de los exudados de las raíces de la planta, con el objetivo de 

incrementar la producción de biomasa y el restablecimiento de los ciclos de los 

nutrimentos. Ahora sabemos que las perturbaciones tienen efectos sobre las comunidades 

y las funciones de los procariontes, sin embargo el conocimiento es fragmentario, ya que se 

desconocen los efectos de estas perturbaciones sobre otros grupos del edafón. Las amebas 

son los depredadores de microorganismos más abundantes y diversos del suelo, su 

capacidad de enquistarse en circunstancias poco propicias para su desarrollo las hace un 

excelente modelo para comprender la reestructuración de la comunidad después de 

perturbaciones intensas. Para someter a prueba esta idea se implementó un estudio con 

microcosmos que fueron sometidos a 3 perturbaciones intensas (revoltura del suelo, 
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contaminación por combustóleo y contaminación por hexano), para ver el efecto sobre la 

comunidad de amebas de vida libre (AVL). Después de cada perturbación se sembró 

Medicago sativa para observar los efectos que esta pudiera tener sobre la comunidad 

trófica de las AVL después de la perturbación en 3 diferentes períodos de tiempo. Con esto, 

podemos observar si la presencia de la leguminosa afecta positivamente la recuperación de 

la estructura de los grupos tróficos (GT) que estructuran a la comunidad de AVL después de 

una perturbación intensa. La determinación de GT sirve para entender los cambios que se 

generan en la estructura de la comunidad de AVL  en las etapas tempranas después de una 

perturbación intensa, con la meta de mejorar las estrategias de biorremediación y 

recuperación del suelo.  

 

 

Hipótesis  
 

1.- Si la perturbación ocasionada por diversas causas (perturbación mecánica, por 

contaminación de hexano y de combustóleo) tienen un efecto negativo diferencial sobre las 

especies que estructuran la comunidad de AVL, entonces el número de individuos y la 

riqueza de especies disminuirán después de las diferentes perturbaciones, haciendo que las 

proporciones y el número de Grupos Tróficos de la comunidad AVL sean muy bajos 

inmediatamente después de las perturbaciones a las que se someterá el suelo.  

Posteriormente si se carece de otro evento perturbador, entonces la comunidad de AVL, se 

restructurara a través del tiempo.  

2.- Si la presencia de las plantas afecta positivamente a los microorganismos del suelo, 

entonces la reestructuración de la comunidad y la recuperación del número total de 

individuos de AVL en el suelo rizosférico de Medicago sativa tomará un período menor de 

tiempo en comparación con el suelo desnudo que también fue perturbado. En este 

contexto, se espera que en todos los suelos sometidos a las perturbaciones mencionadas, 
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los grupos de amebas bacterívoras y omnívoras se vean favorecidos dentro de la proporción 

total de la riqueza de especies de la comunidad de AVL. 

 

Objetivo general  
 

El objetivo de este trabajo fue determinar los efectos de las perturbaciones generadas por 

un pulso de contaminación con n-hexano, con combustóleo y por revoltura del suelo 

sobre la estructura trófica de las AVL, así como determinar el efecto de la presencia de 

Medicago sativa sobre la estructura trófica de AVL, después de estas perturbaciones. 

 

 

 

Objetivos particulares:   

 

1. Comparación del NMP de AVL entre el suelo desnudo y el suelo rizosférico de 

Medicago sativa de los períodos de 1, 30 y 60 días después de los 3 factores de 

perturbación. 

2. Determinar la frecuencia de especies y la similitud de la estructura entre las 

diferentes comunidades de AVL determinadas en el suelo desnudo y el suelo con la 

planta de los períodos 1, 30 y 60 días después de las perturbaciones. 

3. Comparar el índice de diversidad trófica de AVL del suelo desnudo y rizosférico 

después de las perturbaciones durante los 3 períodos de tiempo (1, 30 y 60 días).  

4. Realizar y comparar los modelos de las redes tróficas después de la exposición a 

hexano, combustóleo y la perturbación mecánica, del suelo con M. sativa y suelo 

desnudo.  
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Materiales y métodos  

Descripción de los microcosmos 

  

El estudio se realizó con 45 de microcosmos cilíndricos con una capacidad de 1 K. A cada 

contenedor se le colocaron 300 g de una mezcla compuesta de suelo (peso seco) 

proveniente de una parcela sin cultivar (el suelo presentó una textura franco arenoso (60 % 

de arena, 30 % de limos y 30 % de arcillas). El suelo se humedeció con agua destilada estéril 

hasta llegar al 60% de su capacidad de campo (CC). Los microcosmos se mantuvieron a una 

humedad constante con agua destilada estéril y bajo condiciones de invernadero, durante 

30 días.  Después del período señalado, los 45 microcosmos fueron divididos en 3 lotes, 

cada uno con 15 microcosmos para cada tratamiento o factor de perturbación (mecánica, 

por contaminación con combustóleo y hexano). 

 

Perturbaciones del suelo  

 

Los microcosmos fueron sujetos a 3 diferentes factores de perturbación: 1) Perturbación 

mecánica, donde el suelo fue sometido a una revoltura con ayuda de una pala pequeña. 2) 

Perturbación producida por un pulso intenso de contaminación de 50 000 ppm de 

combustóleo, donde se utilizaron 110 ml de hexano para disminuir la viscosidad de los 15 

g de combustóleo utilizados para obtener la concentración mencionada (5 g de 

combustóleo para contaminar cada 100 g de suelo). Se procedió a contaminar el suelo con 

la mezcla de combustóleo y hexano que se vertió en un recipiente de vidrio. Posteriormente 

se agregó el suelo de 20g en 20g mezclando vigorosamente para asegurar la homogeneidad 

de la muestra y se humedeció con agua destilada estéril hasta llegar al 60% CC.  3) 

Perturbación por contaminación con hexano; se procedió a contaminar el suelo con 110 ml 

de hexano que se vertió en un recipiente de vidrio. Posteriormente se agregó el suelo de 

20g en 20g mezclando vigorosamente, el suelo se humedeció con agua destilada estéril 

hasta llegar al 60% CC (para más detalle ir al cuadro 1).  El mismo protocolo de 

contaminación del suelo fue utilizado para el tratamiento con hexano (110 ml). 
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Después de la perturbación, de cada lote de microcosmos se utilizaron 6 para sembrar 20 

semillas de M. sativa. Para el grupo control se utilizaron 15 microcosmos con suelo sin 

contaminar (9 microcosmos con suelo desnudo; SD y 6 con M. sativa; SP). En cada muestreo 

se utilizaron 3 microcosmos, de los cuales se obtuvieron muestras de 5 g por cada uno que 

se procesaron gramo por gramo. El primer muestreo se realizó 24 h después de cada 

perturbación. Los siguientes muestreos se realizaron después del día 30 y 60, en el suelo 

desnudo y en presencia de Medicago sativa. Los microcosmos se mantuvieron bajo 

condiciones de invernadero hasta el momento en que se tomaron las muestras (ver cuadro 

1). 

Identificación y estimación de amebas 

 

Para identificar las especies de AVL se utilizó el método de la “placa-agar”, donde el 

principio básico es obtener a las amebas por su densidad ya que la agitación y el exceso de 

agua hacen que los trofozoitos se despeguen de los agregados de suelo y adquieran su 

forma flotante. De esta forma los trofozoitos pueden ser vertidos sobre una placa de agar, 

donde finalmente los trofozoitos puedan sujetarse a la superficie que proporciona el agar 

después de un período de sedimentación, para su posterior observación2.  Para cada litro 

de extracto de suelo diluido en agua destilada (1:5) se agregaron  13 g de agar no nutritivo 

(para las cajas Petri).  

 

 

 

 

 

                                                             
2 Respuesta de las amebas ante cambios de su hábitat físico.  
Las amebas han desarrollado 2 estrategias para la evasión de cambios físicos en su hábitat 1) una de ellas es cuando la célula asume la 
forma flotante, donde la ameba se despega del sustrato y asume una forma estrellada, debido a  que la célula presenta protrusiones de 
citoplasma de diversas formas y tamaños. La segunda estrategia es cuando la ameba adopta temporalmente una forma monopoidal 
(forma de movimiento que la célula asume para incrementar su desplazamiento (Bovee, 1960). Estas estrategias ofrecen la posibilidad 
de que el trofozoíto evite los daños físicos. Estas estrategias pueden tener utilidad para la dispersión de trofozoitos a grandes distancias 
en un gran volumen de suelo. La forma estrellada común cuando la ameba parece detectar corrientes de agua, donde las protrusiones 
funcionan como mayor área de contacto con el agua en movimiento, lo que acelera aún más su desplazamiento. 
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 Cuadro 1. Tratamientos a los que se sometieron los microcosmos. 

 

 0 30 60 

S 
Suelo desnudo al 60 % 
CC durante 30 días 

S0: 3 microcosmos 
sometidos a una 

perturbación mecánica   

S30: 3 microcosmos 30 
días después de la 
perturbación   

S60: 3 microcosmos 60 
días después de la 
perturbación   

SP 
Suelo con planta 
(Medicago sativa) 

 SP30: 3 microcosmos 30 
días después de cultivar 
la planta 

SP60: 3 microcosmos 60 
días después de cultivar 
la planta   

SC 
Suelo contaminado con  
combustóleo (50 000 
ppm) 

SC0: 3 microcosmos 
contaminados después 
de 24 h    

SC30: 3 microcosmos 30 
días después de la  
contaminación 
c/combustóleo 

SC60: 3 microcosmos 60 
días después de la 
contaminación c/ 
combustóleo   

SCP 
Suelo contaminado con 
combustóleo + planta 
(Medicago sativa) 

 SCP30: 3 microcosmos 
contaminados c/ 
combustóleo,  30 días 
después de cultivar la 
planta 

SCP60: 3 microcosmos 
contaminados c/ 
combustóleo, 60 días 
después de cultivar la 
planta   

SH 
Suelo contaminado con  
hexano (110 ml) 

SH0: 3 microcosmos 
contaminados después 
de 24 h    

SH30: 3 microcosmos 
30 días después de la 
contaminación 
c/hexano 

SH60: 3 microcosmos 
60 días después de la 
contaminación 
c/hexano   

SHP 
Suelo contaminado con 
hexano + planta 
(Medicago sativa) 

 SHP30: 3 microcosmos 
contaminados 
c/hexano,  después de 
30 días después de 
cultivar la planta 

SHP60: 3 microcosmos 
contaminados 
c/hexano, después de 
60 días después de 
cultivar la planta   

Se utilizaron 110 ml de hexano para disminuir la viscosidad de 15 g de combustóleo 

El muestreo se realizó en 3 microcosmos por cada control y tratamiento 
De cada microcosmo se procesaron 5 gr de suelo 

(15 gr en total por cada tratamiento) 

 

 

Período  
Tratamientos 
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Para obtener los trofozoitos de AVL el proceso fue el siguiente: se homogeneizó 1 g de suelo 

en 10 ml de extracto de suelo diluido en agua destilada (1:10) estéril y se dejó reposar por 

30 min con el fin de que se precipitaran las partículas de mayor tamaño y peso. 

Posteriormente el sobrenadante se vertió sobre las placas de agar, dejando reposar con una 

leve inclinación durante 2 h, después se retiró el exceso de líquido de las cajas con una 

pipeta Pasteur estéril. Inmediatamente, se realizaron preparaciones con el objetivo de 

observar a las amebas activas. Posteriormente, las placas restantes se mantuvieron a 28 °C 

por tres días y se revisaron periódicamente durante 20 días. La determinación morfológica 

se hizo con un microscopio de contraste de fases y con ayuda de claves morfológicas 

especializadas (Page, 1976; Page, 1988; Page y Siemensma 1991 y de Patterson, 1996). 

 

Determinación de grupos tróficos de AVL  
 

El gremio trófico de cada especie de ameba fue determinado por medio de una revisión 

bibliográfica sobre los hábitos alimenticios y formas de cultivo reportadas para estas especies, 

donde se registró el tipo de alimento requerido para su crecimiento (cada una de las referencias se 

encuentran en las tablas donde se determinó la frecuencia de las especies de AVL). Algunos 

hábitos alimentarios se determinaron por la observación de la presencia de las presas dentro de 

sus vacuolas alimenticias.  

Análisis estadístico.  

 

El conteo de las amebas se realizó con la técnica del NMP y el cálculo se realizó con la 

fórmula de Thomas  𝑁𝑀𝑃 =  
𝑁𝑢𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑡𝑢𝑏𝑜𝑠 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠

√(𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑚𝑙 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑑𝑒 𝑡𝑢𝑏𝑜𝑠 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠)𝑥 (𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑚𝑙 𝑑𝑒 𝑡𝑜𝑑𝑜𝑠 𝑙𝑜𝑠 𝑡𝑢𝑏𝑜𝑠
. 

 

Los cálculos de rarefacción para determinar el volumen mínimo de suelo se realizaron con 

la ayuda del programa PC-ORD, Versión 6.0 para Windows©.  Las comunidades de amebas 

fueron analizadas de la siguiente forma; abundancia absoluta con la técnica del NMP; 

frecuencia de especies; número de taxa para determinar la similitud de especies entre 

comunidades y grupos tróficos con el índice de Sørensen. Para determinar diferencias 
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significativas en el índice de diversidad trófica, se utilizó la prueba de χ2. Para determinar si 

existen diferencias significativas entre las frecuencias de las especies en las diferentes 

comunidades se utilizó la prueba de χ2, esta misma prueba se utilizó para saber si existían 

diferencias significativas entre el NMP de cada uno de los tratamientos. Las especies se 

agruparon por sus preferencias tróficas para medir la similitud de especies de los grupos 

tróficos entre los diferentes muestreos con ayuda de un análisis grupal, la distancia fue 

estimada por el método Bray-Curtis y la unión de los grupos por medio del Centroide. Las 

estimaciones del índice de similitud de Sørensen se llevaron a cabo mediante el programa 

PC-ORD, Versión 6.0 para Windows©.  

 

Modelos de la red trófica  

 

Los modelos de las redes tróficas fueron basados en el modelo de red trófica de Duffy et al., 

2007. El gremio trófico fue determinado por medio de revisión bibliográfica de hábitos 

alimenticios y sus formas de cultivo reportadas para las especies de amebas, donde se 

registró el tipo de alimento requerido para su crecimiento (las referencias se encuentran en 

las tablas de especies  de AVL). Algunos hábitos alimenticios se determinaron por la 

presencia de las presas dentro de sus vacuolas digestivas.  
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Resultados  

 

Número más probable (NMP) de AVL del suelo en los diferentes tratamientos 

 

El suelo no contaminado obtuvo el mayor número de individuos de AVL durante todo el 

estudio. Se observó una significativa reducción en la cantidad de AVL un día después de 

someter a esta comunidad a los diferentes factores de perturbación. Después de que se 

contaminó el suelo con combustóleo, se observó un decremento significativo en la cantidad 

de amebas. Sin embargo, el decremento en el número de individuos fue aún mayor después 

de contaminar con hexano. El suelo contaminado, por su parte, mostró una disminución de 

la mitad de amebas/g peso seco después de 30 días. Por otra parte, el suelo rizosférico de 

M. sativa triplicó el número de amebas en todos los tratamientos. Sin embargo la cantidad 

de individuos del suelo rizosférico de los microcosmos con hexano SHP30 y SHP60 

mostraron un aumento significativo de individuos en comparación con el suelo desnudo 

SH0; ꭕ2  v = 1, P = 0.05; Figura 1).    
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Figura 1(a). Número más probable (NMP) de las AVL de las 

muestras de suelo de cada microcosmos. S0, suelo 
desnudo 24 h después de la perturbación mecánica (3.5 x 
105 amebas /g de suelo); S30, suelo desnudo 30 días 
después de la perturbación mecánica bajo condiciones de 
invernadero (8.7 x 105 de amebas /g de suelo); S60, suelo 
desnudo 60 días después de la perturbación (6.9 x 10 5 de 
amebas /g de suelo); SP30 suelo contaminado con 
Medicago sativa después de 30 días (2.9 x 106 de amebas 
/g de suelo); SP60 suelo con la planta después de 60 días 
(1.7 x 106 de amebas /g de suelo).  

(b). NMP de las amebas de las muestras de suelo de los 
diferentes microcosmos. Claves de los microcosmos: SC0, 
suelo desnudo 24 h después de la contaminación con 
combustóleo (1.1 x 104 amebas /g de suelo); SC30, suelo 
desnudo 30 días después de la contaminación (5.3 x 103 
amebas /g de suelo); SC60, suelo desnudo 60 días 
después de la contaminación (1.0 x 104 amebas /g de 
suelo); SCP30 suelo rizosférico 30 días después de la 
contaminación y con Medicago sativa (7.6 x 103 amebas 
/g de suelo) días ; SCP60 suelo contaminado y con planta 
después de 60 días (1.2 x 104 amebas/g de suelo).  

 

(c). NMP de las amebas de las muestras de suelo de los diferentes microcosmos. Claves de los microcosmos: 
SH0, suelo desnudo 24 h después de la exposición al n-hexano (5.7 x 102 amebas /g de suelo); SH30, suelo 
desnudo 30 días después de la contaminación (1.7 x 103 amebas /g de suelo); SH60, suelo desnudo 60 días 
después de la contaminación (4.2 x 103 amebas /g de suelo); SHP30 suelo rizosférico 30 días después de 
haberse expuesto al hexano y de mantener a Medicago sativa (4.1 x 103 amebas /g de suelo) días ; SHP60 
suelo contaminado y con la planta después de 60 días (4.4 x 103 amebas/g de suelo). 
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Riqueza de especies de amebas desnudas de vida libre  en los diferentes tratamientos 

 

Se identificaron en total 141 especies de AVL. En el suelo no contaminado registramos 100 especies 

durante los 60 días del experimento. En el suelo contaminado con combustóleo también se 

encontraron 100 especies de AVL. En el suelo contaminado con hexano solo se registraron 63 

especies de AVL (Figura 2).  

 

La riqueza de especies (RE) fue significativamente alta en el SC0, con respecto a los suelos SH0 y 

S0. (χ2 v = 1, P = 0.05). Después de 30 días la RE en el suelo SH30 fue significativamente menor que 

los demás microcosmos, los cuales tuvieron una riqueza de especies similar. Más aún, la 

comunidad de AVL del suelo con M. sativa (SHP30) registró la menor cantidad de especies en 

comparación con los otros microcosmos. Las comunidades de los suelos de la zona de raíces a los  

60 días (SCP60 y SP60) mostraron una reducción de RE, mientras que la riqueza de especies del 

suelo SHP60 mostró una cantidad significativamente menor en comparación con los otros 

tratamientos (χ2 v = 1, P = 0.05; Anexo 2; Figura 2).  La riqueza de especies de las comunidades de 

AVL entre los tratamientos S0 vs SC0, SC0 vs SH0, S30 vs SH30, SCP30 vs SHP30, fueron 

significativamente diferentes (χ2 v = 1, P = 0.05; Anexo 2; Figura 3). 
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Riqueza de especies 
 Figura 2. Riqueza de especies de las comunidades AVL 

en los microcosmos con suelo desnudo y con Medicago 
sativa. .  S0, suelo desnudo 24 h después de la 
perturbación mecánica; S30, suelo desnudo 30 días 
después de la perturbación mecánica; S60, suelo 
desnudo 60 días después de la perturbación; SP30 
suelo con M. sativa 30 días después de la revoltura del 
suelo; SP60 suelo con la planta 60 días después de la 
perturbación. SC0, suelo contaminado con 
combustóleo después de un período de 24 h; SC30, 
suelo contaminado con combustóleo después de 30 
días; SC60, suelo contaminado con combustóleo 
después de 60 días; SCP30 suelo contaminado con 
combustóleo después de 30 días con M. sativa; SCP60 
suelo contaminado después de 60 días con la planta 
(para mayor detalle ver anexo 1). SH0 suelo 
contaminado con hexano después de 24 h; SH30, suelo 
30 días después de haber sido expuesto al hexano; 
SH60, suelo 60 días después de haber sido expuesto al 
hexano; SHP30 suelo 30 días después de haber sido 
expuesto al hexano con M. sativa; SHP60 suelo 60 días 
después de haber sido expuesto al hexano y con M. 
sativa.  
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Tabla 1. Especies de AVL presentes en los diferentes microcosmos. S0, suelo desnudo después de la 
perturbación mecánica; S30, suelo desnudo de 30 días después de la perturbación; S60, suelo desnudo 60 días 
después de la perturbación mecánica; SP30 suelo con Medicago sativa 30 días después de la perturbación; 
SP60 suelo con la planta 60 días después de la perturbación. Grupo trófico de la especie de ameba; B: 
bacterívoras, O: omnívoras, A: alguívoras, P: amebas que se alimentan de otros protozoos, L: amebas que se 
alimentan de levaduras, F: Fungívoras, ND: amebas sin un grupo trófico determinado. Referencias en anexo 3. 
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Adelphamoeba 
galeacystis 

B 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 Page, 1976 

Adelphamoeba sp B 0 0 0 0 0 0 0 1 0 3 0 0 0 0 0 observada en este estudio 

Amoeba diminutiva B 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005 

Acanthamoeba 
griffini 

B 0 0 0 1 2 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 Page & Siemensma,1991 

A. mauritaniensis B 0 0 0 1 0 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 Marciano-Cabral & Cabral, 
2003; 
http://www.atcc.org/ATCCAdva
ncedCatalogSearch/tabid/112/D
efault.aspx 

A. tubiashi B 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 Daggett et al., 1982 

Cochliopodium 
actinophorum  

B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 1 Culture collection of algae and 
protozoa, ATCC  

Comandonia 
operculata 

B 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 2 0 1 2 http://www.ccap.ac.uk 

Echinamoeba 
exundans 

B 0 0 0 2 0 5 0 1 0 4 0 0 0 1 3 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005; 
Page, 1975 

E. silvestris B 1 0 0 4 0 1 1 2 1 0 0 1 0 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005; 
Page, 1975 

Filamoeba nolandi B 0 0 0 5 2 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005; 
Page(a), 1967 

Flabellula citata B 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  Page, 1971; *Page, 1968 

Gocevia fonbrunei B 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 ATCC, Page, 1988 

Hartmannella 
cantabrigiensis 

B 0 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005 

Hartmannella 
vermiformis 

B 0 0 2 4 5 0 0 0 2 2 1 0 2 2 2 Dillon & Parry, 2009; Pickup et 
al, 2007; Rodríguez-Zaragoza et 
al, 2005; Page, 1967; Ray, 1951 

Mastigamoeba 
constants 

Os-B 0 0 0 0 0 0 5 4 6 3 0 2 2 1 2 Adl, 2003; *Finlay & Esteban, 
1998;*Novarino et al, 1997 

M .invertans Os-B 0 0 0 0 0 0 0 1 2 2 0 0 0 0 0 Adl, 2003; *Finlay & Esteban, 
1998;*Novarino et al, 1997 

M. psammobia Os-B 0 0 3 0 11 0 1 2 5 4 0 0 0 0 0 Adl, 2003; *Finlay & Esteban, 
1998;*Novarino et al, 1997 

M. punctachora Os-B 0 0 0 0 0 0 0 4 3 12 0 0 0 1 0 Lloyd et al, 2004; Adl, 2003; 
*Finlay & Esteban, 
1998;*Novarino et al, 1997 

M. simplex Os-B 0 0 1 1 1 0 6 4 5 7 0 1 0 1 0 Walker et al, 2001; Adl, 2003; 
*Finlay & Esteban, 1998; 
*Novarino et al, 1997 

Mayorella cultura B 0 3 1 6 3 1 1 0 3 4 0 4 0 4 3 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005; 
Page, 1976; Pratt and Cairns, 
1985; Bovee,1961 

M. godesae B 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0  Page, 1976 

M. limacis B 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 Page, 1976; Pratt and Cairns, 
1985 

http://www.ccap.ac.uk/
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M. microeruca B 0 1 1 1 2 0 0 1 1 4 0 0 0 1 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005 

M. spatula B 0 5 1 8 10 0 3 3 7 11 0 1 1 5 7 Page, 1976; Pratt and Cairns, 
1985 

Naegleria gruberi B 0 0 0 0 0 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 Pratt and Cairns, 1985; 
Chang,1958 

Oscillosignum 
dakotaensis 

B 0 0 2 1 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 1 ®Present  study 

O. proboscidium B 0 0 1 2 2 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 ®Present study  

Paraflabellula  kudoi B 0 3 0 1 0 2 2 2 0 0 0 1 1 1 4 Page & Siemensma,1991 

P.  reniformis B 0 0 0 3 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Peglar et al., 2004; Bovee & 
Swayer, 1979 

Paramoeba 
pemaquidensis 

B 0 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Page, 1983; Bovee y Sawyer, 
1979 

Platyamoeba 
stenopodia 

B 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005, 
*Zubkov &Sleigh, 1999 

Rhizamoeba polyura B 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Bovee & Sawyer, 1979 

Saccamoeba limax B 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005 

S. stagnicola A-B 0 0 0 0 0 0 1 2 1 0 0 0 0 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005 

Stachyamoeba 
lipophora 

B 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 Page, 1975 

Tetramitus ovis B 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 Danso &Alexander, 1975 

T. rostratus B 0 1 0 0 3 0 0 1 1 2 0 0 1 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005 

Vahlkampfia 
aberdonica 

B 0 1 1 5 6 7 1 0 6 1 3 1 6 3 4 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005; 
Pratt and Cairns, 1985; Page, 
1976 

V. avara B 0 0 2 3 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005; 
Pratt and Cairns, 1985; Page, 
1976, Page, 1967 

V. enterica B 2 0 0 3 2 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005; 
Pratt and Cairns, 1985; Page, 
1976 

V. erythaenusa B 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005; 
Pratt and Cairns, 1985; Page, 
1976 

V. froschi  B 0 3 0 0 2 0 0 0 1 2 0 0 1 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005; 
Pratt and Cairns, 1985; Page, 
1976 

V. inornata B 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005; 
Pratt and Cairns, 1985; Page, 
1976; Page, 1967 

V. jugosa B 0 0 0 0 0 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 Pratt and Cairns, 1985; Page, 
1976; Page, 1967 

V. magna B 1 3 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 Pratt and Cairns, 1985; Page, 
1976 

V. ovis B 2 3 2 2 3 5 1 1 5 5 0 0 3 9 5 Pratt and Cairns, 1985; Page, 
1976 

V. russelli B 0 3 1 0 0 1 1 1 4 0 0 0 0 0 0 Pratt and Cairns, 1985; Page, 
1976 

V. ustiana B 0 0 0 2 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 Pratt and Cairns, 1985; Page, 
1976 

Vannella anglica B 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Page, 1983; Bovee y Sawyer, 
1979 

V. caledonica B 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 *Zubkov &Sleigh, 1999 

V. cirrifera B 0 0 1 0 2 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2003; 
*Zubkov &Sleigh, 1999 
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V. mira B 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Page, 1983; Bovee y Sawyer, 
1979 

V.  platypodia  B 0 0 0 3 2 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2003, 
Barbea & Buhler, 2001;*Zubkov 
&Sleigh, 1999 

V. simplex B 0 0 1 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 CCAP, Page 1976, Page, 1988 

Vexillifera 
bacillipedes 

B 0 0 0 0 4 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 Page, 1969 

V. minutissima B 0 0 0 4 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 Bovee & Swayer, 1979  

V. variabilis B 0 2 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005 

V. telma B 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005 

Willaertia magna B 0 0 1 0 5 0 0 2 3 7 0 0 0 0 0 Jonckheere et al., 1984 

Breviata anathema B 0 0 2 0 0 0 4 0 1 0 0 3 3 2 4 Walker et al. 2006 

Cercomona simplex B 0 0 0 0 1 1 0 0 2 0 0 0 0 0 0 Myl'nikov & Karpov, 2004 

Phreatamoeba 
balamuthi 

B 0 0 0 0 2 0 2 0 1 3 0 0 0 0 0 Chavez et al. 1986 

Biomyxa vagans P-A 0 1 1 3 3 0 3 1 1 1 0 0 1 0 3 Cash et al, 1919; Anderson 
&Hoeffler, 1979 

Dactylamoeba bulla P-A 0 4 1 1 6 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 *Jeroen et al. 2010 

D. stella P-A 0 2 2 1 8 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 *Jeroen et al. 2010 

Flamella citrensis P 0 0 0 2 0 2 1 1 0 0 0 2 0 0 1 Bovee, 1956; Rodríguez-
Zaragoza et al, 2005 

Gephyramoeba 
delicatula 

P 0 1 0 1 1 1 1 0 2 0 0 0 0 0 0 Pussard & Pons, 1976 

Leptomyxa reticulata P 0 0 0 2 2 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005; 
Old & Darbyshire, 1978 

Mayorella ambulans P, B 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  Page, 1976 

M. bicornifrons P, B 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Page, 1976 

M. clavella P, B 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  Page, 1976 

M. riparia P, B 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Page, 1976; Page, 1988 

Polychaos timidum P-A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005 

Rhizamoeba 
australiensis 

P 0 2 0 4 5 3 2 1 0 0 0 2 0 0 2 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005 

R. flabellata  P 1 0 0 0 3 4 1 2 5 5 0 0 0 0 0 Old & Darbyshire, 1978 

Trichamoeba sp P-B 0 1 0 0 0 4 0 0 0 5 4 0 0 1 2 Present study 

Deuteramoeba 
algonquinensis 

A-P 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 http://amoeba.ifmo.ru/species/
amoebidae/dmyc.htm 

Dinamoeba mirabilis A 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 *Page, 1976 

Hyalodiscus 
rubicundus 

A 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Röpstorf et al., 1994 

Nuclearia deliculata A 1 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 Cann, 1986; West,1903; Page y 
Siemensma, 1991 

N. radians A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 Page y Siemensma, 1991 

N. simplex A 0 2 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 3 1 West,1903; Page y Siemensma, 
1991 

Paragocevia 
placopus 

A,P, B 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Page, 1988 

Vampyrellidium 
perforans 

A 0 1 0 2 1  0 0 0 0 0  0 1 0 Surek & Melkonian, 1980; Page 
y Siemensma, 1991 

V. vagans  A 1 2 0 1 3  1 2 1 3 0  0 0 0 Entz,1916; Page y Siemensma, 
1991 

http://amoeba.ifmo.ru/species/amoebidae/dmyc.htm
http://amoeba.ifmo.ru/species/amoebidae/dmyc.htm
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 Acanthamoeba 
castellanii 

O 0 1 0 0 1 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005; 
Wrights et al. 1981; Nero & 
Hedrick, 1964 

A. lenticulata O 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005 

A. palestinensis O 2 2 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005 

A. polyphaga O 0 1 0 0 0 0 0 0 2 0 0 1 0 1 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005 

A. rhysodes O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005 

A. triangularis O 0 1 0 2 3 5 4 1 1 3 0 1 0 2 1 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005 

Arachnula impatiens F-B 0 0 1 3 5 0 0
  

3 4 7 0 0 0  0 2 Old & Darbyshire, 1978; 
*Chakraborty & Old, 1982  

Dermamoeba 
granifera 

F 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Pussard et al, 1979 

Dermamoeba minor F 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005; 
Pussard et al., 1979 

Deuteramoeba 
mycophaga 

F 0 0 0 2 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 Page, 1988; Chakraborty & Old, 
1986 

Cochliopodium 
actinophorum  

Y 0 0 0 0  0 0 0 0  0 0  0 0 1 2 1 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005 

C  bilimbosum Y 0 3 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005 

C.  minus Y 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 Rodríguez-Zaragoza et al, 2005 

Biomyxa merdaria  ND 0 2 2 5 4 0 1 1 1 4 0 1 0 1 0   

Gocevia binucleata ND 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0  

Paradermamoeba 
valamo 

ND 0 1 0 1 3 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0  

Pessonella 
marginata 

ND 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0  

Polychaos 
calcynucleolus 

ND 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  

Trichamoeba cloaca  ND 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0  

Adelphamoeba sp ND 2 2 0 0 5 0 0 1 0 7 0 0 1 0 1  

Arachnula sp ND 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2  

Biomyxa sp  ND 0 0 0 0 0 0 1 1 1 4 0 1 0 0 0  

Dactylamoeba sp ND 0 0 0 0 0 0 2 0 1 1 0 0 0 0 0  

Flamella sp ND 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 0  

Glaeseria sp  ND 0 0 0 0 0 0 0 0 1 5 0 0 0 0 0  

Hartmannella sp ND 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0  

Hydramoeba sp ND 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0  

Hyperamoeba? sp ND 0 0 0 0 1 0 5 4 2 5 1 0 0 0 0  

Leptomyxa sp Q ND 0 0 0 0 2 7 2 1 8 5 2 1 0 0 0  

Leptomyxa sp1 ND 0 1 1 0 1 3 0 1 3 1 0 0 1 0 0  

Mastigamoeba sp ND 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3  

Mastigella sp. ND 0 0 0 0 0 0 0 0 2 4 0 0 0 0 0  

Mayorella sp.  ND 0 0 0 4 2 0 0 0 0 5 0 0 0 2 0  

Nuclearia sp ND 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0  

Rhizamoeba sp1 ND 0 2 0 1 0 1 0 0 1 0 1 2 1 0 2  

Rhizamoeba sp Q ND 0 0 0 0 1 6 2 3 9 10 0 0 0 0 0  
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Rosculus sp ND 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0  

Saccamoeba sp ND 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1  

Stachyamoeba sp  ND 0 1 0 0 1 0 0 0 1 2 0 0 0 0 0  

Vampyrella sp ND 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 4  

Vahlkampfia spA ND 0 0 0 0 0 4 0 0 3 9 1 0 2 0 3  

Vexillifera sp ND 0 0 0 0 0 2 1 0 1 0 0 0 1 1 0  

 Acrasidae ND 0 0 0 1 3 0 0 0 0 5 0 0 1 0 0  

Amoebidae  ND  0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2  

Dsp3 ND 0 1 0 3 1 1 4 0 5 3 0 0 0 0 0  

Sp2 transp ND 0 1 0 2 3 0 4 0 3 3 0 0 0 0 0  

Arcella sp1A ND 0 2 1 0 2 0 0 0 1 0 0 1 2 0 0  

Arcella sp2 C ND 2 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  

Trinema? sp1 ND 0 2 0 0 2 1 0 0 0 2 0 0 2 0 1  

Trinema? sp2gris ND 0 0 0 0 2 0 0 0 1 2 0 0 0 0 0  

 

 

 

Especies más frecuentes durante el estudio 

 

Las especies más abundantes de amebas pertenecen al grupo bacterívoro. De estas, las especies 

que destacaron fueron: Mayorella spatulla (familia Paramoebidae), Mastigamoeba psammobia 

(ameboflagelado) (familia Mastigamoebidae), ambas de hábitos bacterívoros y Dactylamoeba 

stella (familia Paramoebidae,  que se alimenta de otros protozoos). Estas especies no producen 

quistes de resistencia y fueron las más frecuentes en el suelo no contaminado y en presencia de 

Medicago sativa. Mientras que en el suelo contaminado y con alfalfa las especies con mayor 

frecuencia de aparición 60 días después de la contaminación por combustóleo fueron Amoeba 

carolinensis (familia Amoebidae), Mastigamoeba punctachora (ameboflagelado) (familia 

Mastigamoebidae; bacterívora), Mayorella spatulla (familia Paramoebidae; bacterívora), 

Vahlkampfia sp y Willaertia magna (familia Vahlkampfidae; ambas bacterívoras). En el caso del 

suelo con hexano las especies más frecuentes fueron Mayorella spatulla (familia Paramoebidae), 

Vahlkampfia aberdonica y V. ovis (familia Vahlkampfidae).  
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Familias que se registran 1 día después de la perturbación por contaminación por combustóleo y n-

hexano 

 

En el suelo con combustóleo SC0 se presentaron las siguientes familias; Vahlkampfiidae (6 spp), 

Acantamoebidae (5 spp), Leptomyxidae (4 spp), Paramoebidae (3 spp), Flabellulidae (3 spp), 

Vexilliferidae (3 spp), Echinamoebidae (2 spp), Cerchomonidae 1 (spp), Hyalodiscidae (1 spp), 

Trinematidae (1 spp), y 6 especies que no se pudieron asignar a una familia (ver anexo 1). 

 

Después de la contaminación con hexano, en el suelo desnudo SH0 se presentaron especies 

pertenecientes a las siguientes familias; Vahlkampfidae (2 especies), Leptomixydae (3 especies), 

Hartmannellidae (1 especie) y Amoebidae (1 especie). 

 

Las especies que se compartieron entre las comunidades SC0 (ver anexo 1) y SH0 fueron 

Vahlkampfia aberdonica, Leptomyxa sp Q, Rhizamoeba sp 1 y Vahlkampfia spA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Riqueza de especies de AVL por cada grupo trófico en los microcosmos.S (suelo perturbado mecánicamente); 
SC: suelo con combustóleo; SH: suelo con hexano; P: microcosmos con Medicago sativa. Períodos de tiempo: 
0; 24 h después de la perturbación mecánica y por la contaminación con combustóleo y hexano. 30; 30 días 
después de las perturbaciones. 60; 60 días después de las perturbaciones. 
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Figura 4. Frecuencias de aparición de las especies de amebas de cada uno de los tratamientos. S, suelo 
desnudo; SP, suelo con M. sativa; H, contaminación con hexano; C, contaminación con combustóleo. Períodos 
de tiempo; 0, 24 h después de la perturbación; 30 y 60; días después de la perturbación. 

 

 

Riqueza de especies que integran los grupos tróficos en los diferentes tratamientos 
 

La riqueza de especies entre las comunidades de organismos bacterívoros provenientes de 

los tratamientos S0 vs SC0, SC0 vs SH0, fueron significativamente diferentes entre sí (χ 2    v 

= 1, P = 0.05; Anexo 2; Figura 3). 

 

 

Frecuencias de especies que integran las comunidades de AVL bacterívoras 

 

Las especies de AVL-B fueron las más frecuentes en todos los tratamientos. Su frecuencia 

fue mayor 1 día después de la contaminación por combustóleo en comparación con el suelo 

desnudo contaminado con hexano y el control  (S0 vs SC0 y SH0 vs SC0). Mientras que en el 

suelo SH0 se registró la menor frecuencia de especies de AVL-B (SH0 vs S0 y  SH0 vs SC0; χ2    

v = 1, P = 0.05; Figura 5). A los 30 días solo el suelo con hexano mostro una frecuencia 
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significativamente menor a la de los otros tratamientos (χ 2    v = 1, P = 0.05; Figura 5; anexo 

2). 

 

La frecuencia y la RE de las comunidades de AVL-B a los 30 días con M. sativa fueron muy 

similares. Mientras que el suelo con hexano SHP30 registró un valor significativamente 

menor que los otros tratamientos del mismo período (χ 2   v = 1, P = 0.05, Anexo 2; Figura 5).  

 

En el último período del estudio (60 días) disminuyeron las frecuencias de las especies AVL-

B en comparación con el período anterior. Donde el menor registro de frecuencias de estas 

amebas se presentó en el suelo con hexano sin planta (SH60). Lo mismo sucedió en el 

tratamiento con M. sativa (SHP60). Al comparar los suelos SCP60 y SP60 observamos que 

este último tuvo la mayor frecuencia de bacterívoras  de todos los tratamientos (χ 2    v = 1, P 

= 0.05; Figura 5). 

 

Los suelos con M. sativa, tienen un valor superior significativo en las frecuencia de estas 

especies en comparación con los valores que se presentaron en los suelos desnudos del 

mismo período (SC30 vs SCP30 y SC60 vs SCP60, Anexo 1) (χ 2     v = 1, P = 0.05; Figura 5).  
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Figura 5. Frecuencias de 
aparición de las especies de AVL 
por cada grupo trófico en los 
microcosmos. S (suelo 
perturbado mecánicamente); SC: 
suelo con combustóleo; SH: suelo 
con hexano; P: microcosmos con 
Medicago sativa (C) y (e). 
Períodos de tiempo: 0; 24 h 
después de la perturbación 
mecánica y por la contaminación 
con combustóleo y hexano (a). 
30; 30 días después de las 
perturbaciones (b). 60; 60 días 
después de las perturbaciones 
(d). 

 

 

 

AVL-P (que se alimentan de otros protozoos) en todos los tratamientos  

 

El suelo SH0 mostró una mayor frecuencia de amebas P, no obstante este incremento no 

fue significativo. No existen diferencias significativas entre las frecuencias de las AVL-P de 

los suelos desnudos SC0 y  S0 (χ 2 v = 1, P = 0.05; Figura 5; Anexo 2).  
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En el suelo desnudo S30 se obtuvo la mayor cantidad de AVL-P, mientras que en los 

microcosmos con suelo desnudo SH30 observamos la menor cantidad de frecuencias de 

estas especies de amebas (Figura 5, Anexo 2). En el suelo con planta  SHP30 se encontró la 

menor frecuencia de amebas P, en comparación con los otros tratamientos con M. sativa 

(SCP30 y SP30) donde la aparición de estas especies fue mayor (χ 2  v = 1, P = 0.05; Figura 5, 

Anexo 2).  

 

La comunidad de AVL-P del suelo SH60 mostró la menor frecuencia de este grupo trófico 

en contraste con las comunidades provenientes de los otros suelos desnudos del mismo 

período (60 días). En los tratamientos con M. sativa; SCP60 y SHP60 se observaron 

frecuencias significativamente menores de las especies P en comparación con el grupo 

control SP60 (χ 2   v = 1, P = 0.05; Figura 5; Anexo 2).  

 

Especies que integran las comunidades de AVL-A (Alguívoras) 

 

Las especies de AVL-A solo fueron observadas en el suelo desnudo S0. Después de 30 días 

registramos un incremento en sus frecuencias solo en los microcosmos S30, SC30 y SP30. El 

suelo con planta SP30 fue el tratamiento donde se registró la mayor frecuencia de las 

especies de este grupo trófico (χ 2     v = 1, P = 0.05). No hubo diferencias significativas entre 

las frecuencias de las especies AVL-A que se presentaron 60 días después en los 

tratamientos SH60, SP60  y SPH60 (Figura 5; anexo 2).  

Especies que integran las comunidades de AVL omnívoras (O), fungívoras (F) y las que se alimentan de 

levaduras (L) 

 

La mayor frecuencia de las especies de AVL-O fue registrada en el suelo S30 (χ 2     v = 1, P = 

0.05; Figura 5; ver anexo 2).  
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Las especies de AVL-F se presentaron con mayor frecuencia en el suelo con M. sativa SP30 

en contraste con los otros tratamientos (Figura 5). Mientras que la frecuencia de las AVL-L 

fue mayor en el suelo S30 en comparación con los otros tratamientos (Figura 5).  

 

 

 

Diversidad Trófica 

 

Con respecto a la diversidad trófica, no se encontraron diferencias significativas en el índice 

de diversidad de Shannon-Wiener (H’) ni en el índice de diversidad de Simpson (S) de las 

diferentes comunidades de AVL encontradas en los suelos de los microcosmos utilizados 

para el experimento (Tabla 2).   

 

Similitud entre las comunidades de AVL de los diferentes microcosmos 

 

El análisis de similitud entre las comunidades mostró la formación de dos grupos, cuyo 

parecido oscila entre el 60 y 70%. En el primer grupo se formó con la mayoría de los 

tratamientos expuestos al hexano y el suelo desnudo no contaminado (S0). Las 

comunidades de los microcosmos SHP30  y SHP60 mostraron una similitud del 93 %, 

mientras que las comunidades SH60 y SH30 se les unen compartiendo el 80 % y el 55 % de 

la información respectivamente (Figura 6, conjunto en tono verde). El segundo grupo se 

formó con las comunidades de AVL de los microcosmos contaminados con combustóleo 

con y sin planta y las comunidades del suelo control con M. sativa, siendo los tratamientos 

con la planta los más parecidos (Figura 6; conjunto en color rosa). Un día después de la 

perturbación las comunidades del S0, S60, SH0 y el SC0 no comparten la suficiente 

información para agruparse con ninguna otra comunidad (Figura 6, flechas rojas). 
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Figura 6. Análisis grupal entre las comunidades de amebas de vida libre (AVL) en los diferentes tratamientos. 
S: suelo, SP: suelo con M. sativa, SC: suelo con combustóleo, SCP: suelo con combustóleo y planta, SH: suelo 
con hexano, SHP: suelo con hexano y planta. 30 y 60 simbolizan los días transcurridos después de las diferentes 
tipos de factores de perturbación. 

 

Similitud entre los grupos tróficos de las comunidades de AVL en los diferentes 

tratamientos 

 

Similitud entre las comunidades de AVL-B de los diferentes tratamientos  

 

Las comunidades de AVL-B de todos los tratamientos comparten el 50 % de las especies. 

Dentro de este conjunto se observaron 3 subgrupos; el primero lo conformaron las 

comunidades AVL-B provenientes de la zona de raíces de M. sativa del suelo no 

contaminado y el suelo con combustóleo de ambos períodos, con un 75 % de similitud. El 

segundo subgrupo se formó con las comunidades de AVL-B del suelo expuesto al hexano, 

tanto del suelo desnudo como el suelo con M. sativa de los períodos de 30 y 60 días. Como 

parte de este subconjunto observamos a la comunidad de AVL-B del suelo S60 

compartiendo solo el 62 % de las especies con estas comunidades. En el tercer subconjunto 

se aglutinaron a las comunidades de AVL-B de los suelos desnudos SC30 y SC60 con el 89 % 

de similitud (Figura 7; conjunto en tono verde).  Las comunidades bacterívoras de los suelo 
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recién perturbados SH0 y S0 comparten muy poca información con las otras comunidades 

y se les observó separadas de estas  (Figura 7; flechas rojas).  

 

 

Similitud entre las comunidades de AVL-P de los microcosmos 

 

El grupo de las AVL-P se dividió en tres grupos. El primer grupo aglutina una serie de 3 

subgrupos, el primero se formó con 3 comunidades, S30, y SP60 (80 % de similitud) donde 

la comunidad del suelo S60 menos información con las comunidades mencionadas (67 % 

de similitud); el segundo subconjunto fue compuesto por las comunidades de los suelos 

SP30, SC30, SHP60, SH30 y SC60, con un parecido del 80 %. El tercer subgrupo contiene las 

comunidades P de los suelos contaminados con combustóleo SC0, SCP60 y SCP60 con el 84 

% de similitud (Figura 7; conjunto en tono rosa).   

 

El segundo grupo de AVL-P se formó con las comunidades de SH0 y SHP30, con un parecido 

del 75 % (Figura 7; conjunto en tono café). El tercero y cuarto grupo fueron conformados 

por las comunidades P de los microcosmos S0 y SH60 respectivamente, estas comunidades 

no comparten información con los otros ensamblajes (Figura 7; señaladas con flechas 

negras). 

Similitud entre las comunidades de AVL alguívoras (A) de los diferentes microcosmos 

 

Con respecto al grupo trófico alguívoro observamos 2 agrupaciones; el primer grupo 

contiene a las comunidades S0,  SCP30, SC30, SP60, SCP60 y SC60, con una similitud del 74 

%. El segundo grupo incluyó 2 subgrupos unidos por un 56 % de similitud. Las comunidades 

A de los suelos  S30, SHP30 y SP30 que conformaron el primer subgrupo con una similitud 

del 74%, el segundo subgrupo se formó con las comunidades de AVL-A que habitaron los 

microcosmos SH60 y SHP60, con una similitud entre las comunidades del 87 % de las 

especies (Figura 7; conjunto en tono amarillo).    
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Similitud entre las comunidades de AVL omnívoras (O) de los microcosmos 

 
 
Las comunidades de amebas omnívoras compartieron el 57 % de las especies. Dentro de 

este grupo se observaron 3 subagrupaciones; las comunidades de AVL-O de los suelos S0, 

S30, SCP30 y SH30, formaron el primer subgrupo con una similitud del 80 %. El segundo 

subgrupo se formó con las comunidades de los suelos rizosféricos SP30, SHP30, SP60, 

SCP60, SC0 y SC30 con un parecido del 85 %.  El tercer subgrupo se formó con las 

comunidades omnívoras de los tratamientos SC60 y SHP60 se aglomeraron con una 

similitud del 98 % (Figura 7; conjunto en tono azul).   

 

Similitud entre las comunidades de AVL fungívoras (F) y  que se alimentan de levaduras (L) de los 

microcosmos 

 

Las comunidades de las amebas AVL-F formaron 2 agrupaciones, cada una con una similitud 

mayor a la del 90 %. El primer grupo se formó con las comunidades de fungívoros de los 

microcosmos S30 y S60, con una similitud del 92 %. La segunda agrupación se conformó de 

las comunidades de AVL-F de los microcosmos  SP30, SCP30, SP60, SCP60, SC60 y SHP60 

(Figura 7; conjunto en tono morado). 

 
Las comunidades de AVL-L de los diferentes tratamientos se aglomeraron en 2 grupos; el 

primer grupo se formó con las comunidades de los tratamientos S30, S60, y SC30 con el 95 

% de similitud entre las especies. El segundo grupo se conformó de las comunidades 

provenientes de los suelos SP30, SH60, SHP60 y SHP30 con un parecido del 88 % (Figura 7; 

conjunto en tono crema). 
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Tabla 2. Diversidad trófica de AVL por gramo de suelo) con y sin Medicago sativa. S0, suelo desnudo después de 30 días de 
la perturbación mecánica; S30, suelo desnudo 30 días después de la perturbación; S60, suelo desnudo después de 60 días 
de la perturbación; SP30 suelo de la zona de raíces de Medicago sativa después de 30 días; SP60 suelo de la zona de raíces 
60 días después de la perturbación.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 H' D' 

S0 1.83 
0.66 

S30 2.61 0.71 

S60 1.79 0.49 

SP30 2.44 0.57 

SP60 2.43 0.54 

SC0 2.3 0.46 

SC30 2.6 0.47 

SC60 2.1 0.41 

SCP30 2.1 0.38 

SCP60 1.9 0.32 

SH0 1.89 0.44 

SH30 2.3 0.48 

SH60 1.54 0.49 

SHP30 2.12 0.45 

SHP60 2.27 0.57 
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Figura 7. Análisis grupal entre las comunidades tróficas de las AVL del suelo no contaminado, contaminado 
con combustóleo, contaminado con hexano y con Medicago sativa. S: suelo desnudo, SP: suelo con planta, 
SC: suelo con combustóleo, SCP: suelo con combustóleo y planta, SH: suelo con hexano, SHP: suelo con hexano 
y planta. 30 y 60 simbolizan los días transcurridos después de las diferentes perturbaciones. Grupos tróficos: 
B: amebas bacterívoras; P: amebas que se alimentan de otros protozoos; A: amebas alguívoras; O: amebas 
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omnívoras; F: amebas fungívoras; L: amebas que se alimentan de levaduras y ND: amebas sin un grupo trófico 
determinado.  
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Discusión 

 

En el ambiente existen muchos factores que pueden provocar diferentes niveles de 

perturbación. En este caso pudimos observar claramente que el daño ocasionado a una 

comunidad depende del tipo de factor y de la intensidad del mismo. La dinámica de las 

comunidades de AVL fue diferencial entre tratamientos, pero en todos los casos hubo 

efectos negativos sobre el número de individuos y la riqueza de especies después de la 

perturbación (Figuras 1 y 2). Todos los niveles tróficos de las comunidades se ven sometidas 

a cambios en la frecuencia y en la composición de especies. 

Un día después de la perturbación mecánica, la comunidad de AVL mostró la menor 

cantidad de especies e individuos de amebas de todos los tratamientos. Lo cual puede 

deberse a los cambios en la estructura del suelo producidos por la manipulación mecánica, 

ya que disminuyen la actividad biológica y ralentizan los procesos microbianos a un nivel de 

micro y macroescala (Haban, 1986; Elliott & Coleman, 1988; Bowman et al., 1990; 

Franzluebbers et al., 1994; McGarty et al., 1995). Sin embargo, la presencia de M. sativa 

permitió que las AVL  llegaran a su número máximo a los 30 días (Figura 1). Sesenta días 

después de la perturbación mecánica las comunidades encontradas en el suelo desnudo y 

el suelo rizosférico tuvieron una disminución en el número total de amebas, siendo más 

significativo en el suelo desnudo debido a la ausencia de los recursos aportados por la raíz. 

Estos cambios son consecuencia de la perturbación física que tiene efecto sobre el espacio 

disponible a un nivel de microescala. Ya que la destrucción de la estructura del suelo reduce 

los espacios donde se desarrollan las AVL.   

Como muestra el dendrograma de la figura 6, la comunidad de AVL del suelo desnudo es 

más heterogénea que aquellas comunidades desarrolladas bajo la influencia de la raíz de la 

alfalfa, pues los ensamblajes de especies del suelo desnudo presentan una mayor 

proporción de especies diferentes. Cabe destacar, que la comunidad de AVL de un día 

posterior a la perturbación mecánica es la que comparte menos información con el resto 

de las comunidades encontradas. La contaminación con combustóleo y hexano también 
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disminuyen drásticamente. En todos los casos la comunidad de amebas se recuperó 

rápidamente, pero a los 30 días eran comunidades diferentes. Esto nos da fuertes indicios 

que la naturaleza de la perturbación condiciona la estructura por especies de la comunidad. 

En el caso del suelo rizosférico de todos los tratamientos, la tendencia parece seguir una 

dinámica sucesional confluyente, donde la estructura de especies de las comunidades es 

más parecida entre ellas. 

 Las amebas pueden ser agrupadas por su tamaño, volumen y adaptabilidad a los pequeños 

espacios dentro de la matriz del suelo. Este es el caso de muchas especies de amebas 

testadas, ya que su distribución está restringida a espacios definidos por el tamaño y rigidez 

de la testa. Las amebas testadas de gran tamaño se desarrollan mejor en los primeros 

horizontes del suelo, donde la hojarasca y los subsiguientes horizontes les proporcionan los 

recursos y condiciones necesarias, porque en la porosfera existe mayor abundancia de 

canales de gran tamaño (Bobrov et al, 1999). Registramos 3 especies de amebas testadas 

(2 spp del género Arcella y 1 sp de Trinema) y 5 especies de amebas de testa transparente 

y flexible (Cochliopodium 2 spp y 1 sp de cada uno de los géneros Gocevia, Paragocevia y 

Hyalidiscus). Su tamaño varía entre 10 y 50 micras (Page, 1976), exceptuando a Gocevia 

(110 micras; Page, 1976), lo que puede indicar que el suelo presenta una gran cantidad de 

espacios disponibles entre agregados. Estas especies testadas también se presentaron en 

el suelo con M. sativa y se alimentan de levaduras; lo que indica que estas especies 

dependen indirectamente de la alfalfa pues están más ligadas a la presencia de sus presas. 

Otras especies presentes fueron las amebas pequeñas (aproximadamente 20 micras) y de 

forma monopodal, aunque algunas especies forman seudópodos (especies de 

Paramoebidae), su forma básica de locomoción rápida es por medio de un lobopodo que 

se asemeja a la forma de un gusano (familias Vahlkampfidae y Hartmannellidae). Las 

especies de estos grupos fueron muy abundantes en los dos suelos (suelo con y sin planta). 

Otras de las especies que se identificaron pertenecen a las familias  Paramoebidae y 

Leptomyxidae, las cuales se caracterizan por un movimiento celular que les permite 

aumentar su velocidad gracias a la forma monopodal o en una forma más ameboide para 

disminuir su velocidad y poder alimentarse y formar otros seudópodos (observación 
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personal). Este tipo de movimiento rápido y fino podría ayudar al rastreo y ubicación de sus 

presas (Roberts et al., 2011) o a la detección de otros microorganismos depredadores 

potencialmente peligrosos para las amebas dentro de su microambiente.  

Cada una de las especies de AVL desnudas se caracterizan por su forma peculiar de 

movimiento y la capacidad de formar seudópodos de diversos grosores y formas, que van 

desde 1 a 20 micras dependiendo del tamaño de la ameba. La mayoría de las especies 

encontradas en el suelo desnudo de los 60 días son de un tamaño que oscila entre las 20 y 

las 80 micras (Anexo 4). Por el contrario, en el suelo de la zona de raíces se presentaron 

especies de mayor tamaño pertenecientes al género Mayorella (de 60 a 150 micras; Page, 

1988). Los compuestos que segrega la planta modifican las propiedades del suelo, ayudando 

a que este adquiera una estructura más desarrollada, donde la agregatosfera y la porosfera 

se hacen más estables porque los exudados de las raíces promueven la cementación de los 

agregados, lo que modifica la densidad aparente del mismo e incrementa los espacios entre 

agregados. Esto favorece el desarrollo de especies de gran tamaño, como es el caso del 

genero Leptomyxa, una ameba reticulada o en forma de red de aproximadamente 600 

micras (tamaño promedio en las identificaciones morfológicas) encontrada en la zona de 

raíces. Esta especie de ameba es capaz de formar seudópodos de diversos grosores, que 

llegan a ser de hasta 1 micra de diámetro. Esto le trae ventajas para alimentarse en los 

espacios que sirven como refugios de sus presas (protozoos de pequeño tamaño y algunas 

bacterias).  

La perturbación de la revoltura del suelo fue intensa pero de poca duración y muy baja 

frecuencia, por lo que en la ausencia de otras perturbaciones, favoreció la recuperación de 

la riqueza de especies de amebas, pero solo durante los primeros 30 días. Durante este 

período la riqueza especies de AVL incrementó cuatro veces en comparación con la 

comunidad de AVL encontrada un día después de la perturbación. En contraste, el suelo 

con M. sativa albergó la mayor cantidad de especies, así como la mayor cantidad de 

biomasa. Esto nos dice que la raíz de la alfalfa proporciona una mayor cantidad y variedad 

de recursos para las poblaciones de microorganismos de la zona de raíces haciendo 

evidente una mayor complejidad de las comunidades. Esto significa que existe una mayor 
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cantidad de pulsos de recursos que la misma planta puede mantener (Booth et al., 2001) 

que permiten recuperar a las comunidades de los microorganismos (Garrett et al., 2001) 

pues la riqueza de especies se mantuvo estable en los tratamientos con M. sativa de los 30 

a los 60 días. 

El fenómeno de reducción de individuos se observó en todos los tratamientos a los 60 días. 

Esto puede dar indicios de que los nutrientes comienzan a escasear, ya que en el 

tratamiento donde la planta está presente también se registró una reducción de 

aproximadamente el 50% en el número de amebas en comparación con el número de 

individuos del período anterior. Lo que también puede deberse a la competencia por 

espacio. 

En el suelo expuesto al hexano, la cantidad de amebas paso de millones a solo unos cuantos 

miles de individuos por gramo de suelo. Este solvente redujo significativamente la riqueza 

y la frecuencia de especies de amebas en su forma trófica, ya que 24 horas después solo se 

pudo registrar la presencia de algunos trofozoitos y una gran cantidad de quistes. No 

obstante, la cantidad de AVL se duplicó a los 30 días después de contaminar con hexano y 

a los 60 días se volvió a duplicar el número de amebas. M. sativa influyo positivamente la 

recolonización de las amebas, ya que el suelo de la zona de raíces mostró el doble de 

individuos después de 30 días en comparación con el suelo desnudo del mismo período.  

La contaminación por hexano tuvo un efecto selectivo que provocó cambios en el desarrollo 

de la comunidad de AVL. Este hidrocarburo de bajo peso molecular es muy propenso a la 

volatilización, pero en contacto directo con moléculas hidrófobas se genera un efecto 

disolvente de los lípidos de la membrana plasmática de los microorganismos (Sikkema et 

al., 1995). Aunque esto depende de la concentración efectiva del contaminante a la que 

están expuestos los organismos (Maier, 2000). La comunidad de AVL determinada un día 

después de la perturbación con hexano comparte muy pocas especies con las otras 

comunidades (Figura 7). Por ello, las especies que encontramos en los períodos 

subsiguientes se pueden clasificar como tolerantes a este solvente tóxico. Las especies 

resistentes en su forma trófica al hexano fueron Hartmannella vermiformis, Vahlkampfia 
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aberdonica, Trichamoeba sp, Hyperamoeba sp, mientras que Leptomyxa, Rhizamoeba, 

Vahlkampfia fueron géneros abundantes en forma de quiste. Estas especies se 

desarrollaron en los períodos sucesivos del experimento, aunque con una baja frecuencia 

de aparición (tabla 1). Lo cual explica la poca similitud entre las comunidades de 1, 30 y 60 

días.  

Poco se sabe acerca de la tolerancia de las AVL a solventes, pero se han reportado algunas 

especies de amebas tolerantes a fungicidas y a bromuro de metilo en suelos agrícolas 

(Ekelund, 1999; Rodríguez-Zarogoza et al., 2004; Ekelund et al., 2009). Algunos géneros de 

amebas encontradas durante el presente estudio tienen un glucocalix que es una cubierta 

protectora de la célula (como en el caso de algunas especies de la familia Hartmannellidae). 

Los glicostilos y las microescamas son otras estructuras protectoras que se han encontrado 

en muchas especies de Dactylamoeba, Paramoeba y Cochliopodium. Los glicostilos son 

estructuras complejas, flexibles y radialmente simétricas que se distribuyen a lo largo de la 

membrana plasmática. Mayorella,  Dermamoeba, Gocevia y  Paragocevia presentan, 

además una cutícula gruesa (Page, 1988). Las especies de estos géneros  forman pequeñas 

células redondeadas como formas de resistencia en lugar de quistes. Los glicostilos y las 

cutículas pueden proteger a las amebas de los efectos tóxicos causados por los solventes, 

lo que explicaría la presencia de estos géneros en el suelo después de la exposición al 

hexano. También es posible que tengan mecanismos convergentes con los desarrollados 

por algunas bacterias tolerantes (Isken & Bont, 1998; Ramos et al., 2002), las cuales realizan 

cambios en la composición de su membrana, haciéndola menos hidrofóbica (Heipieper et 

al., 2007).   

La especie multinucleada  L. reticulata, tiene la capacidad de realizar la plastonomia, lo que 

le permite enquistarse cuando el plasmodio queda por lo menos  con un núcleo. Esta es una 

de las amebas con un plasmodio multinucleado de 100 a más de 600 µm  (Singh, 1948). El 

enquistamiento en estas amebas es lento en condiciones de cultivo (Singh, 1948), 

mostraron un rápido enquistamiento después de la exposición al hexano y se les localizó en 

su forma trófica 30 días después. Otra de las ventajas es que el quiste no aísla por completo 

a la ameba del ambiente, ya que su semipermebilidad  les permite recibir señales que 
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provienen del alimento disponible en su hábitat. De esta manera las amebas se reactivan y 

adquieren su forma trófica cuando detectan las condiciones mínimas para su sobrevivencia. 

 

 Las especies de gran tamaño tardan períodos largos de tiempo en aparecer como parte de 

las comunidades microbianas. Lo que se debe a los hábitos alimentarios de estas especies, 

ya que muchos de los protozoos necesitan de un tipo variado de alimento para 

desarrollarse. Este es el caso de L. reticulata y Rhizamoeba  que podrían ser utilizadas como 

indicadores de la recuperación de las redes tróficas del suelo, pues por su gran tamaño 

(entre 150-400 µm) requieren mayor cantidad de presas de talla media a grande para 

multiplicarse en comparación con las amebas pequeñas. Las necesidades de las especies de 

Leptomyxa sp  y Rhizamoeba sp aumentan con el incremento de tamaño, pues requieren 

presas de mayor tamaño, como otros protozoos o inclusive organismos microscópicos 

multicelulares, como rotíferos y nemátodos (Mast & Root, 1916). Su presencia refleja que 

en el suelo existe una gran cantidad de recursos que permiten sostener las poblaciones de 

especies de amebas de gran tamaño.  

 

Efecto de tres factores de perturbación sobre la estructuración trófica de AVL 

 

Las diferentes perturbaciones promovieron el desarrollo de 3 comunidades diferentes de 

AVL. El cambio físico abrupto, como lo es la revoltura del suelo, generó una respuesta 

negativa muy similar a la ocurrida en la comunidad que fue expuesta al hexano. Sin 

embargo, el mayor registro de especies se obtuvo en el suelo contaminado con 

combustóleo. El hexano causó la mayor devastación en la comunidad de AVL. El suelo 

expuesto al hexano tuvo un efecto similar a una fumigación, afectando de manera 

sustancial la estructura por especies de la comunidad de este suelo.   

Después de la perturbación con el combustóleo se detectaron algunas familias comunes de 

AVL: Vahlkampfiidae, Acantamoebidae, Leptomyxidae, Paramoebidae, Flabellulidae, 
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Vexilliferidae, Echinamoebidae, Cerchomonidae, Hyalodiscidae, Trinematidae y 6 

especies cuya familia no se logró establecer, sin embargo 3 de estas especies pertenecen a 

la clase Heterolobosea y las restantes se determinaron como pertenecientes a la clase 

Lobosea.  

Las amebas del genero Vahlkampfia (Vahlkampfidae) son muy comunes en los suelos y se 

han encontrado desde suelos de zonas semidesérticas hasta en costras microbianas. 

Además, estas amebas tienen una gran plasticidad que les permite explotar una gran 

diversidad de microambientes.  

Las especies de la familia Acanthamoebidae, se conocen por su alto potencial patógeno 

oportunista (Ahmed, 2009). Su capacidad patogénica se debe a la resistencia de sus quistes 

a diversos factores ambientales, incluyendo al cloro (Lorenzo-Morales et al., 2005). Estas 

especies omnívoras tienen la ventaja de consumir desde una gran variedad de compuestos 

nutritivos en solución hasta presas que van desde bacterias, hongos, levaduras, hasta 

eucariontes unicelulares y pluricelulares (Daggett et al., 1982; Ahmed, 2009; Nero, 1964; 

Neff, 1958; Wrights, 1981).  

Las amebas de la familia Paramoebidae pertenecen a los grupos tróficos bacterívoras, 

alguívoras y algunas especies conforman el grupo de las que se alimentan de otros 

protozoos (Rodríguez-Zaragoza et al., 2005; Page, 1976; Pratt & Cairns, 1985; Bovee, 1961; 

Jeroen et al., 2010). Esta fue una de las familias con más representantes en los grupos 

tróficos y que fueron muy frecuentes en todos los tratamientos. Mayorella spatulla, por 

ejemplo, fue la especie bacterívora más frecuente en los microcosmos (Laybourn et al., 

1987; Bovee, 1960).  

En el suelo con combustóleo se registró la presencia de algunas especies de amebas 

testadas de las familias Trematidae y Arcellidae.  Estas especies se presentaron en todos 

los microcosmos teniendo una mayor presencia en los tratamientos con la planta. Algunas 

especies de amebas testadas son de hábitos depredadores, y generalmente buscan presas 

de gran tamaño (Gilbert et al., 2003; Yeates & Foissner; 1995). 
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Las especies que aparecen un día después de la contaminación con combustóleo, 

pertenecen a las estrategas “a” (Bamforth, 2014) que son especies de hábitos 

depredadores y un ciclo de vida corto que promueven la liberación y el reciclaje rápido del 

N en su forma orgánica (Bamfoth, 1995), lo que haría posible la reintroducción de los 

compuestos hidrocarbonados en la biomasa (Holubar et al., 2000). El efecto indirecto de la 

depredación podría acelerar este proceso.   

Las especies de AVL tolerantes a los hidrocarburos son claves en el reciclaje de compuestos 

hidrocarbonados ya que la mayoría de estas especies son depredadoras de bacterias. Cabe 

señalar que los procariontes son los principales degradadores de productos de origen 

petroquímico y que al ser depredados por los protozoos (Mattison et al., 2005), se 

mantienen en reproducción por lo que necesitan obtener más C mediante el consumo de 

los hidrocarburos.  

La estimulación del incremento poblacional de amebas bacterívoras 24 h después de la 

adición del combustóleo puede deberse al efecto en cascada relacionado con el crecimiento 

poblacional de bacterias hidrocarbonoclastas que se desarrollaron después de la adición de 

combustóleo. En ambientes marinos contaminados con petróleo se ha observado un 

crecimiento explosivo de las poblaciones hidrocarbonoclastas horas después del evento de 

contaminación. Por ello, estas bacterias pudieron contribuir al incremento de las especies 

de AVL tolerantes al combustóleo en todos los tratamientos. Cabe resaltar que el suelo 

rizosférico con combustóleo fue el que pudo albergar la mayor cantidad de estas especies, 

como se ha observado en otros estudios (Siciliano et al., 2003), incluyendo las que se 

alimentan de otros protozoos (P).  

Las comunidades de amebas que se alimentan de otros protozoos formaron tres 

agrupaciones. La similitud entre estas comunidades puede ser resultado de algunos factores 

indirectos relacionados con la exposición a los hidrocarburos. La riqueza de especies con 

este hábito alimenticio es relativamente menor en comparación con el grupo de los 

bacterívoros, y sus poblaciones deben encontrarse  distribuidas en función de la presencia 

de sus presas preferidas.   
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La comunidad de las AVL omnívoras del género Acanthamoeba se vieron favorecidas solo 

en el suelo desnudo contaminado con combustóleo. Sin embargo, existen subagrupaciones 

de este grupo trófico que se relacionan con la presencia de M. sativa, pues en el suelo de 

la zona de raíces contaminado con combustóleo y no contaminado mostraron una similitud 

significativa, mientras que el suelo con combustóleo después de 30 días presentó el menor 

número de omnívoras.  

El efecto de la raíz de la planta fue más evidente en algunos grupos tróficos, como fue el 

caso de las amebas de hábitos bacterívoros y las que se alimentaron de otros protozoos. La 

estructuración trófica que se presenta después de los tres factores de perturbación es 

mucho más compleja en el suelo rizosférico que aquella que se presentó en los suelos 

desnudos. El “efecto en cascada”  nos da indicios del incremento de la complejidad ya que 

la planta introduce una serie de compuestos que bioestimulan a toda la microbiota, 

comenzando por el grupo bacterívoro, lo que nos indica que la comunidad de bacterias 

incrementa, tanto en biomasa como en su RE proporcionando una mayor cantidad y 

variedad de recursos alimenticios para sus depredadores. Este incremento de biomasa 

microbiana es un fuerte incentivo para toda clase de depredadores que no son bacterívoros, 

sobre todo en aquellos que se alimentan de otros protozoos. Existen otro tipo de grupos 

tróficos que se benefician de forma indirecta por la alfalfa, tales como las alguívoras, las que 

se alimentan de levaduras y el grupo de amebas de las que no se tiene conocimiento de sus 

hábitos alimenticios (ND). Este último grupo presentó una tendencia a agruparse 

dependiendo del tipo de perturbación de la que fue objeto (Figura 7).  

 

Efecto de la perturbación sobre las redes tróficas  de ADVL del suelo 

 

Los diferentes factores de perturbación afectaron negativamente y de forma diferencial la 

dinámica de las redes tróficas que se encontraron en los microcosmos. La red trófica más 

afectada se encontró en el suelo expuesto al hexano. Durante las primeras veinticuatro 

horas encontramos la red trófica más simple, ya que sólo se observó al grupo bacterívoro y 
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al que se alimenta de otros protozoos (Figura 8). Posteriormente esta red trófica cambio 

drásticamente en la identidad e inclusión de las especies que conforman cada grupo trófico. 

Después de 30 días la red trófica encontrada en el suelo expuesto al hexano comenzó a 

incluir más especies, entre ellas al grupo de las amebas omnívoras (Figura 9). El suelo 

rizosférico con hexano mostró una mayor cantidad de grupos tróficos en ese mismo 

periodo, al incorporarse el grupo de amebas alguívoras y las que se alimentan de levaduras, 

además de una  recuperación mayor de las especies bacterívoras (Figura 10). En el segundo 

período la red trófica del suelo con hexano mostró casi la misma cantidad de grupos a 

excepción de las omnívoras (Figura 11), mientras que en el suelo rizosférico con hexano se 

integró el grupo de las amebas fungívoras (Figura 12).  

Aunque el GT de las amebas bacterívoras estuvo presente en todos los microcosmos, la 

cantidad e identidad de las especies es completamente diferente en el tiempo y  en el 

espacio. 

Después de 30 días las redes tróficas de los tratamientos con M. sativa del suelo 

contaminado con combustóleo y el suelo control se mantuvieron constantes en la 

composición de los grupos tróficos, con la diferencia de que en el suelo control 

encontramos al grupo fungívoro (Figura 10). La alfalfa permitió el desarrollo de otras 

especies aumentando la biomasa de los diferentes grupos tróficos. La planta funciona como 

soporte de las comunidades de protozoos, pues sus diferentes fases de desarrollo ofrecen 

microambientes menos extremos no sólo bajo su ramaje, sino también en la zona 

interrizosférica (Rodríguez-Zaragoza et al., 2005). Así, la planta proporciona sombra sobre 

el suelo atemperando la radiación; en el subsuelo, la raíz provee de diferentes exudados a 

los microorganismos que habitan en la rizósfera, los que a su vez sirven de presas 

potenciales para las AVL (Lynch et al., 2002; Zwart, et al., 1994). El grupo bacterívoro pudo 

mantener la función de liberación de compuestos orgánicos que se encuentran en la 

biomasa de las bacterias.  

El grupo omnívoro se presentó desde las primeras etapas de recuperación de las RTMS de 

todos los microcosmos, sin embargo su riqueza de especies es pobre en comparación con 
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otros grupos. La supervivencia de las ADVL omnívoras sugiere la capacidad de aprovechar 

la amplitud de su nicho. Este es el caso de las especies omnívoras (género Acanthamoeba), 

las que son consideradas como estrategas “r”, debido a que exhiben crecimiento 

poblacional rápido (Bamforth et al., 2005) y retienen muy poco tiempo los nutrientes. Lo 

cual posibilita que el suelo contaminado con combustóleo exporte nutrimentos 

biodisponibles. Al desaparecer ciertos grupos de depredadores de otros protozoos, se 

reduce la competencia por las presas potenciales, lo que permite la sobrevivencia del grupo 

omnívoro.  

 

 

Conclusión  

 

Las perturbaciones de gran intensidad y corta duración pueden tener efectos diversos sobre 

las redes tróficas de amebas del suelo. Las especies no poseen la misma resistencia ante los 

cambios drásticos. La abundancia de cada especie se ve afectada a niveles diferentes y en 

casos extremos lleva hasta la extinción de la población. La reducción de la diversidad de 

especies es un efecto negativo que ocurre al mismo tiempo que la reducción del 

funcionamiento del sistema. En caso de que no existan más especies que puedan llevar a 

cabo dicha función, el sistema puede llegar al colapso. Sin embargo, las interacciones 

rizosféricas posibilitan el mantenimiento de las funciones del sistema aún con una gran 

reducción de la riqueza de especies. Por lo tanto, la estabilidad en el funcionamiento del 

sistema depende de las especies (Hunt & Wall, 2012) con funciones redundantes y de la 

variación en las condiciones ambientales. 
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Figura 8. Redes tróficas de amebas de 
vida libre (AVL) de las comunidades 
después de someter al suelo de cultivo 
a 3 diferentes factores de 

perturbación. S, suelo con 
perturbación mecánica. C, suelo 
contaminado con combustóleo. H, 
suelo contaminado con hexano. 0, 
cero que simboliza un período de 24 
h después de la perturbación. En la 
parte posterior de la figura se 
encuentran los principales tipos de 
presas; A, algas; Ba, bacterias, BT, 
bacterias tolerantes al combustóleo; 
H, hongos; Le, levaduras (nivel 1). 
Grupos tróficos de ADVL; A, 
alguìvoras; B, bacterívoras; F, 
fungìvoras; L, amebas que se 
alimentan de levaduras (nivel 2). P, 
amebas que se alimentan de otros 
protozoos (nivel 3). O, omnívoras 
(sin nivel trófico).  

Figura 8(b). Frecuencias de las 
especies que estructuran los grupos 
tróficos de ADVL. 
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 Figura 9. Redes tróficas de amebas de 
vida libre (AVL) de las comunidades 30 
días después de someter al suelo de 
cultivo a 3 diferentes factores de 

perturbación. S, suelo con 
perturbación mecánica. C, suelo 
contaminado con combustóleo. H, 
suelo contaminado con hexano. 30, 
30 días después de la perturbación. 
En la parte posterior de la figura se 
encuentran los principales tipos de 
presas; A, algas; Ba, bacterias, BT, 
bacterias tolerantes al combustóleo; 
H, hongos; Le, levaduras (nivel 1). 
Grupos tróficos de ADVL; A, 
alguìvoras; B, bacterívoras; F, 
fungìvoras; L, amebas que se 
alimentan de levaduras (nivel 2). P, 
amebas que se alimentan de otros 
protozoos (nivel 3). O, omnívoras (sin 
nivel trófico).  

Figura 9(b). Frecuencias de las 
especies que estructuran los grupos 
tróficos de ADVL. 
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Figura 10. Redes tróficas de amebas 
de vida libre (AVL) de las 
comunidades 30 después de someter 
al suelo a 3 diferentes factores de 
perturbación y con  Medicago 

sativa.S, suelo con perturbación 
mecánica. C, suelo contaminado 
con combustóleo. H, suelo 
contaminado con hexano. P, 
Medicago sativa.  30, 30 días 
después de la perturbación. En la 
parte posterior de la figura se 
encuentran los principales tipos de 
presas; A, algas; Ba, bacterias, BT, 
bacterias tolerantes al 
combustóleo; H, hongos; Le, 
levaduras (nivel 1). Grupos tróficos 
de ADVL; A, alguìvoras; B, 
bacterívoras; F, fungìvoras; L, 
amebas que se alimentan de 
levaduras (nivel 2). P, amebas que 
se alimentan de otros protozoos 
(nivel 3). O, omnívoras (sin nivel 
trófico).  

Figura 10(b). Frecuencias de las 
especies que estructuran los 
grupos tróficos de ADVL. 
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Figura  11. Redes tróficas de amebas de 
vida libre (AVL) de las comunidades 60 
días después de someter al suelo de 
cultivo a 3 diferentes factores de 

perturbación. S, suelo con 
perturbación mecánica. C, suelo 
contaminado con combustóleo. H, 
suelo contaminado con hexano. 60, 
60 días después de la perturbación. 
En la parte posterior de la figura se 
encuentran los principales tipos de 
presas; A, algas; Ba, bacterias, BT, 
bacterias tolerantes al combustóleo; 
H, hongos; Le, levaduras (nivel 1). 
Grupos tróficos de ADVL; A, 
alguìvoras; B, bacterívoras; F, 
fungìvoras; L, amebas que se 
alimentan de levaduras (nivel 2). P, 
amebas que se alimentan de otros 
protozoos (nivel 3). O, omnívoras (sin 
nivel trófico).  

 

Figura 11(b). Frecuencias de las 
especies que estructuran los grupos 
tróficos de ADVL. 
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 Figura  12. Redes tróficas de 
amebas de vida libre (AVL) de las 
comunidades 60 días después de 
someter al suelo de cultivo a 3 
diferentes factores de perturbación, 

con Medicago sativa. S, suelo con 
perturbación mecánica. C, suelo 
contaminado con combustóleo. H, 
suelo contaminado con hexano. P, 
Medicago sativa.  60, 60 días 
después de la perturbación. En la 
parte posterior de la figura se 
encuentran los principales tipos de 
presas; A, algas; Ba, bacterias, BT, 
bacterias tolerantes al 
combustóleo; H, hongos; Le, 
levaduras (nivel 1). Grupos tróficos 
de ADVL; A, alguìvoras; B, 
bacterívoras; F, fungìvoras; L, 
amebas que se alimentan de 
levaduras (nivel 2). P, amebas que 
se alimentan de otros protozoos 
(nivel 3). O, omnívoras (sin nivel 
trófico).  

 

Figura 12(b). Frecuencias de las 
especies que estructuran los 
grupos tróficos de ADVL. 
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ANEXO 1. Trophic Structure of Amoeba Communities Near Roots of 

Medicago sativa After Contamination with Fuel Oil No. 6 
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Abstract Root exudation increases microbial activity, selecting 

bacterial and fungal communities that metabolize organic matter 

such as hydrocarbons. However, a strong contamination pulse of 

hydrocarbons around plant roots may reorganize the soil's 

microbial trophic structure toward amoebae feeding on bacteria. 

We conducted a microcosm experiment to elucidate the effect of 

Medicago sativa on the trophic structure of naked amoebae after 

a strong pulse of pollution (50,000 ppm of fuel oil no. 6, which is 

a mixture of long chains ranging from C10 to C28). Plants were 

seeded 24 h after contamination and species of amoebae in the 

microcosms were identified at 1, 30, and 60 days after pollution. 

Several species from three trophic groups of naked amoeba were 

still alive 24 h after the hydrocarbon pulse. Non-planted 

microcosms harbored three trophic groups after 60 days, while 

planted ones nourished four groups. The bacterivore group was the 

most diverse in all microcosms, followed by protist-eaters and 

omnivores. The quantity of amoebae was significantly higher 

(3.4×10
3
 organisms/g soil) in the planted pots than in the non-

planted ones (1.3×10
3
 organisms/g soil after 30 days of pollution 

(P ≤0.01). The shortest hydrocarbon chains (C10–C14) 

disappeared or diminished in all microcosms, and the longest ones 

increased in the planted ones. M. sativa thus exerted a positive 

effect on species richness, quantity, and the composition of 

amoebae trophic groups in contaminated soil. This indirect effect 

on bacterial predators is 
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another key factor underlying hydrocarbon assimilation by 

living organisms during phytoremediation. 
 
 

Introduction 

 
Microbial food webs in soil are species assemblages bearing a 

high degree of complexity [ 1] that is enhanced by mineral 

substrates and intimate plant–microbe relationships [ 2,  3]. The 

root zone is a hot spot where trophic relationships are 

augmented through the biostimulation of bacteria and fungi by 

root exudates. These exudates may select the species compo-

sition of bacteria and fungi communities that colonize the 

environment around the root [ 3,  4]. In a cascade effect, this 

colonization attracts microbial predators including protozoa, 

nematodes, and microarthropods. Microbial predators, like soil 

amoebae, are preyed upon by nematodes and mites, serving as 

a hub that connects the microflora to the soil's mesofauna, 

which in turn connects the flux of energy from bacteria to 

higher levels in the ecosystem [ 1,  5].  
Naked amoebae play a very important role as predators because 

they can move between soil particles in very narrow spaces that 

cannot be traversed by larger swimmers, such as ciliates and 

flagellates. In this way, amoebae may profit from the abundant 

bacterial resources inside small pores and aggregates [ 6]. 

However, each bacterium has its own strategies for challenging 

potential predators, from extra-thick cell walls (Actinobacteria) to 

the production of unpalatable pigments and toxins (Cyanobacteria) 

that may paralyze or even kill their predators [ 7]. On the other 

hand, predators implement their own strategies to overcome their 

prey's defenses, allowing them to feed on their preferred food 

source. Species of soil amoebae can be categorized by the kind of 

food they preferentially ingest to fulfill their life cycles. Although 

their feeding behaviors may be wider than the observed set of 

behaviors, 
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this analysis allows a gross estimation of amoeba 

participation in organic matter cycling.  
Previously, amoebae were thought to be bacterivores only. 

However, this grouping is too wide for today's standards, as the 

prokaryotes are divided into two domains of life encompassing 

several kingdoms; there are other eukaryotic microbial groups 

that amoebae may adapt to feed on. Feeding preferences are 

now determined by food sources, leading to categorization as 

bacterivores (B), fungivores (F), algivores (A), protozoan-

eaters (P), yeast-eaters (Y), cyanobacteria-eaters (C), 

omnivores (O), osmothrophs (OS), and species whose feeding 

preferences are not determined (ND). Amoebae may 

temporally feed on microorganisms that are not their preferred 

food when it is not available, but the amoebae cannot reproduce 

and eventually become encysted [ 8,  9].  
On the other hand, several predator species may exploit 

the same kind of resources, which is known as functional 

grouping. This redundancy strengthens the interspecies 

competition between predators and, at the same time, favors 

the continuity of the system's functioning in the face of 

many perturbations [ 10]. We used this idea to evaluate the 

effect of a strong, perturbing pulse of hydrocarbons 

(mimicking a fuel spill) on the functioning of the microbial 

food web in the root zone of the legume Medicago sativa.  
Legume plants are used to enhance soil remediation through 

biostimulation of hydrocarbon-degrading bacteria and fungi. 

However, the key biochemical and ecological steps during this 

process are still unknown. Even less is known about the plant–

microbe interactions that occur shortly after the pulse of 

contamination reaches the soil [ 11]. Bacteria and fungi (mainly 

yeasts) are the main groups of microorganisms that are able to 

mineralize hydrocarbons [ 12]; their efficiency of mineralizing 

organic molecules increases when microbial predators are 

present in the soil [ 13– 17]. This phenomenon is explained by 

the microbial loop paradox, in which the increasing number of 

species and interactions in the food web increases its efficiency 

of energy use during organic matter transformation [ 17], be-

cause the wastes produced by one species are used as substrates 

by another species. Thus, the predator–prey relationship 

increases the mineralization rate of organic matter if a reduced 

nitrogen source is present. 

 
M. sativa, a hydrocarbon-resistant plant, has been used in the 

phytoremediation of oil-contaminated soils because nitro-gen 

fixation takes place in its root environment. This plant– bacteria 

interaction may supply the reduced nitrogen needed to metabolize 

the recalcitrant organic molecules through soil microbial activity. 

It has been observed that M. sativa exerts a positive effect on 

bacterial populations feeding on oil-derived molecules [ 18– 21]. 

We therefore wished to evaluate the response of the trophic 

structure of naked amoebae around roots of M. sativa after an 

intense pulse of pollution with a mixture of heavy hydrocarbons 

(fuel oil no. 6). We aimed to determine 

 
the changes in structure and composition of these trophic 

groups through a microcosm study. 

Methods 

 
Fifteen microcosms were established by pouring 300 g (dry 

weight) of sandy soil (60 % sand, 30 % lime, 10 % silt) into 1, 

500-ml plastic containers. Approximately 30–40 ml of 

sterilized distilled water was added to each container to reach 

60 % of the soil's water-holding capacity. The 15 microcosms 

were maintained for 30 days under greenhouse conditions. 

Soil Pollution Protocol 

 
All microcosms received a pulse of hydrocarbon contamination 

following exposure to greenhouse conditions for 30 days. The 

viscosity of fuel oil no. 6 was diminished by dilution in hexane (15 

g of fuel oil no. 6 in 110 ml of hexane, final dilution 1:7). Then, 

we contaminated a composite soil sample with this mixture by 

adding and mixing fractions of 20 g of soil each time until 

completing 300 g for each container with a final concentration of 

50,000 ppm. This final hydrocarbon concentration was chosen to 

simulate soil conditions from an actual fuel oil spill in the field. 

Hexane was allowed to volatilize by keeping soil containers open 

for 24 h. Then, about 30–40 ml of sterilized distilled water was 

added to each container to reach 60 % of soil water holding 

capacity (WHC).  
Three contaminated microcosms (soil contaminated at time 

zero [SC0]) were processed for observation of amoeba com-

munities right after the contamination pulse, six contaminated 

microcosms were kept without plants (SC), and six microcosms 

were seeded with 20 seeds of M. sativa (SCP). Microcosms 

were weighed to monitor water loss; enough water was added 

every 3–4 days to keep them at 60 % water-holding capacity 

under greenhouse conditions. Three microcosms from the SC 

and SCP groups (SC30 and SCP30, respectively) were 

processed for amoeba determination at day 30, and the 

remaining microcosms were processed at day 60 (SC60 and 

SCP60, respectively). 

Determination of the Quantity and Species 

Richness of Naked Amoebae 

 
Identification of naked amoebae was accomplished after 

cultivation in soil extract agar. Soil extract was prepared by 

mixing 200 g of soil in 1,000 ml distilled water, heating the 

mixture at 60 °C in a water bath for 2 h, filtering it through 

Whatman #41 paper, autoclaving it for 15 min, and storing 

it at 4 °C until use. Soil extract agar was prepared by adding 

15 g non-nutritive agar in 1,000 ml of 1:5 soil extract, 

autoclaving for 15 min, and filling each plate with 15 ml soil 

extract agar [ 22].  
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Species–area curve was used to standardize the sample size 

for comparison of the amoeba communities between micro-

cosms. We processed ten samples of 1 g of soil to obtain 

measurements of the species frequency in our soil samples 

(data not shown). We then applied the species–area curve 

algorithm (PC-Ord© ver. 6 for Windows©), and set a 

sample size of 5 g for each microcosm.  
Five grams of soil was processed from each microcosm. 

Soil was homogenized in 10 ml of a diluted soil extract 

solution (1:10) via five pulses of 2-min vortexing. The tubes 

were left untouched for 30 min to allow the sand to 

precipitate, and the supernatant was seeded on the soil 

extract plates. These plates were left untouched for another 

90 min; excess water was removed to avoid the growth of 

ciliates and flagellates.  
Cultures were viewed daily for 21 days under an inverted 

microscope to detect amoebae. Amoebae were observed at 

high magnification (400× to 1,000×) using phase contrast 

microscopy for morphological identification. Videos of 

their movement were saved for later diagnosis 

corroboration. Identification was achieved following the 

keys of Page [ 23,  24], Page and Siemensma [ 25], Patterson 

[ 26], Walker et al. [ 27], Smirnov and Brown [ 28] and 

details found in  http://amoeba.  ifmo.ru/.  
Amoebae were counted via the most probable number 

(MPN) method, which we modified after Singh's method by 

homogenizing 1 g of soil in a 1:10 soil extract diluted in 

sterilized distilled water. Then, decimal dilutions of soil ex-

tract were set up in 24-well culture plates, and the plates were 

wrapped and left at room temperature for 15 days. After this 

time, the presence or absence of amoebae was registered in 

each well, and the MPN was calculated with the Thomas 

formula [ 22]. Once the species identification was accom-

plished amoebae trophic groups were determined according to 

their feeding habits reported in bibliography (for more detail 

about this reference, see Table  1). We grouped the naked 

amoebae into several categories: bacterivores (B), fungivores 

(F), algal-eaters (A), protozoa-eaters (P), omnivores (O), yeast-

eaters (Y), cyanobacterial-eaters (C), osmotrophic (OS) and 

non-determinate (ND) (Table  1). 
 
 
Statistical Analysis 

 
Amoeba communities were analyzed according to the number 
of taxa, amoeba abundance (MPN), Shannon's trophic diver-

sity index (H′; H ¼ e
H0 ¼ e

−∑p
i
lnPI

 [ 29], where pi is the 

proportion of the i th genera inside a trophic group of the 
amoebae community), and Simpson's diversity index (D ; D 

=1/λ =1/∑(n i /N )
2
 [ 30], where n i is the number of genera in 

trophic group (or family) i , and N is the known total number 

of all species in the community). The component n i /N is equal 

to P i in Shannon's index. The similitude index  

 
was calculated by Sørensen analysis using PC-Ord© ver. 6 

for Windows©. The total number of amoebae, species rich-

ness, and species frequencies were analyzed with the Chi-

square test [ 31]. 

Hydrocarbon Extraction from Soil Samples 

 
Hydrocarbon extraction was achieved by duplicate from soil 

samples that were frozen at the days of sampling, such as day 

0 and 60. After thermally equilibrated at room temperature, 2 

ml of hexane (HPLC degree) was added to 1 g soil sample, kept 

in continuous agitation for 30 min to separate the organic 

phase. This procedure was repeated three times; the hexane 

extract was dried with anhydrous NaSO4 and filtered. This 

fraction was evaporated under reduce pressure prior to inject 

into a gas chromatography. We used a gas chromatograph 

apparatus Agilent Technologies™, model 6890 N (Net Work 

GC system) equipped with a column DB-5, 5 % phenyl-methyl 

polysiloxane (Agilent Technologies), 60 m long, 0.25 mm 

internal diameter and 0.25 μm film thickness.  
The starting temperature was 50 °C, which was maintained 

for 5 min, and then the temperature was raised to 280 °C using 

a heating rate of 20 °C/min and kept on for 20 min. Helium gas 

was used as carrier at flow of 1 ml/min, injector temperature 

was 250 °C, split injection with a 15:1 split ratio. The peak 

identification was performed by mass spectrometry using the 

mass spectrometer Agilent Technologies™ model 5975 inert 

XL.  
Mass spectra for each compound were obtained by electron 

impact ionization at 70 eV. The identification of mass spectra 

was obtained by comparison with a standard database (05 HP 

Chemstation-NIST Mass Spectral search program, version 

2.0d). Additionally we corroborate by comparing with a second 

standard (Saturated Alkanes, C7-C3, no. catalog, 49451-U 

Sigma-Aldrich) under the same conditions, which we used as 

external standard to quantify hydrocarbons. 

Results 

 
The numbers of amoebae in the contaminated soil varied from 

4.3×10
3
/g soil at day 30 to 8.0×10

3
/g soil (dry weight) at day 

60; the numbers in the contaminated soil with plants rose from 

6.0×10
3
/g soil at day 30 to 9.4×10

3
/g soil at day 60 (Fig.  1). 

The differences between non-planted soil and planted soil after 

30 days (SC30 vs. SCP30) and after 60 days (SC60 vs. SCP60) 

were statistically significant (P <0.01). However, the SC30 

sample had a significant decrease in amoeba number after 30 

days (P <0.01). We observed more individual amoebae in 

polluted soil with plants than in polluted soil without plants 

(Fig.  1).  
In total, we identified 88 species in the microcosms. These 

species were grouped into 41 genera and 26 families (Table  1). 
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Table 1 Total frequencies of soil free-living amoebae species and trophic groups (TG) in planted and non-planted contaminated microcosms 
          

 TG SC0 SC30 SC60 SCP30 SCP60 Reference 
          

Vahlkampfia aberdonica B 5 1  5 1 [ 23,  49,  51]   

V. avara B  1  1  [ 23,  49,  51,  52]  
V. enterica B    1 1 [ 23,  49,  51]   

V. erythaenusa B    1  [ 23,  49,  51]   

V. froschi B 1 1  1 2 [ 23,  49,  51]   

V. inornata B 1   1  [ 23,  49,  51,  52]  
V. jugosa B 3 1    [ 23,  51,  52]   

V. magna B    1  [ 23,  51]   

V. ovis B 5 2 1 5 3 [ 23,  51]   

V. russelli B 1 1 1 2  [ 23,  51]   

V. ustiana B 1 1 1 1 1 [ 23,  51]   

Naegleria gruberi B 2  1   [ 51,  53]   

Tetramitus ovis B   1   [ 54]   

T. rostratus B   1 1 2 [ 49]   

Saccamoeba stagnicola B, A  1    [ 49]   

S. limax B   1 1  [ 49]   

Willaertia magna B   2 2 5 [ 55]   

Adelphamoeba galeacystis B     1 [ 23]   

Adelphamoeba sp B   1  3 Present study 
Stachyamoeba lipophora B   1 1 1 [ 56]   

Hartmannella vermiformis B    1 2 [ 49,  52,  57– 59] 
Acanthamoeba griffini B 1   1 1 [ 25]   

A. mauritaniensis B 3 1    [ 60,  http://www.atcc.org/] 
A. tubiashi B 1    1 [ 61]   

Filamoeba nolandi B    1  [ 49,  52]   

Echinamoeba exundans B 3  1   [ 25,  49,  56]   

E. silvestris B 1 1 2   [ 25,  49,  56]   

Mastigamoeba constants B, OS  5 4 5 2 [ 33]   

M. invertans B, OS   1 1 1 [ 33]   

M. psammobia B, OS  1 2 4 3 [ 33]   

M. punctachora B, OS   4 2 5 [ 62]   

M. simplex B, OS  6 4 4 2 [ 33]   

Paraflabellula kudoi B 2 2 2   [ 25]   

P. reniformis B 1     [ 63,  64]   

Mayorella cultura B  1  2 4 [ 23,  49,  51,  65]  
M. limacis B 1    1 [ 23,  51]   

M. microeruca B   1 1 3 [ 49]   

M. spatula B  3 3 6 6 [ 23,  51]   

Oscillosignum dakotaensis B    2  Present study 
O. proboscidium B    1  Present study 
Vexillifera sp B 1 1  1  Present study 
V. bacillipedes B     1 [ 25,  66]   

V. minutissima B  1    [ 64]   

Platyamoeba stenopodia B     1 [ 49,  67]   

Vannella caledonica B     1 [ 67]   

V. cirrifera B     2 [ 49,  67]   

V. platypodia B  1  1  [ 49,  67,  68]   

Breviata anathema B  3  1  [ 69]   

Cercomona simplex B    2  [ 70]   

           



 

 
84 

 

Author's personal copy 
 
434       S.C. Pérez et al. 
         

Table 1 (continued)         
         

 TG SC0 SC30 SC60 SCP30 SCP60 Reference 
         

Phreatamoeba balamuthi B  2  1 2 [ 71]  

Flamella citrensis P 2 1 1   [ 72]  

Gephyramoeba delicatula P, B 1 1  2  [ 25,  73]  

Rhizamoeba australiensis P 3 1 1   [ 49]  

R. flabellata P, B 2 1 2 5 4 [ 25]  

Leptomyxa reticulata P, B   1  1 [ 25,  73,  74]  

Dactylamoeba bulla P, B, A   1   [ 25,  75]  

D. stella P, B, A     2 [ 25,  75]  

Biomyxa vagans P, A  2 1 1  [ 25,  76,  77]  

Acanthamoeba castellanii O 1 2    [ 49,  78,  79]  

A. lenticulata O   1   [ 49]  

A. triangularis O 4 3 1 1 1 [ 49,  60,  80]  

A. palestinensis O 1 1  1  [ 49]  

A. polyphaga O    2  [ 49,  60]  

A. rhysodes O     1 [ 60,  80]  

Arachnulla impatiens O   3 4 3 [ 81,  82]  

Deuteramoeba mycophaga F    1  [ 24,  83]  

Dermamoeba minor F    1  [ 49,  84]  

Vampyrella vagans A     1 [ 85]  

Dinamoeba mirabilis A  2    [ 23]  

Cochliopodium bilimbosum Y  1    [ 49]  

Paradermamoeba valamo ND    2    

Trichamoeba cloaca ND  1  1    

Arcella sp1 ND    1    

Acrasidae ND     1   

Dactylamoeba sp. ND  2   1   

Glaeseria sp. ND    1 5   

Hyperamoeba sp. ND  5 4 2 2   

Mastigella sp. ND    2 2   

Mayorella sp. ND     2   

Rhizamoeba sp1 ND 6 2 3 7 2   

Rhizamoeba sp2 ND 1   1    

Rosculus sp. ND     1   

Trinema sp1 ND 1    1   

Trinema sp2 ND    1 2   

Vahlkampfia sp. ND    3 4   

Dsp3 ND  4  4 2   

Sp2 transp ND  4  2 2   
         

 
SC0, contaminated soil at day 0; SC30 and SC60, soil after 30 and 60 days of contamination, respectively; SCP30 and SCP60, planted 

microcosms after 30 and 60 days of contamination, respectively. Trophic groups: B bacterivores, O omnivores, A algivores, P protozoa-eaters, Y 
yeast-eaters, F fungivores, C cyanobacteria-eaters, ND not determined 

 
At 24 h after pollution (SC0), we found 27 species that belonged 

to 11 genera and nine families. The non-planted soil after 30 days 

(SC30) harbored 35 species from 21 genera and 14 families, with 

six species remaining incertae sedis. At day 60 (SC60), the 

richness decreased to 31 species belonging to 19 genera and 11 

families, and one species with incertae sedis status (Fig.  2). In 

contrast, the planted soil after 30 days  

 
(SCP30) displayed 53 species belonging to 27 genera and 17 

families, with five species incertae sedis. Species richness 

decreased (P ≤0.1) to 47 at day 60 (SCP60). These species 

belonged to 25 genera and 14 families, with four species 

incertae sedis (Fig.  2). We detected a significant increase in 

species richness in planted microcosms compared to non-

planted ones at both the 30th and 60th days (P ≤0.1; Fig.  2). 
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Fig. 1 MPN of amoebae in soil samples from each microcosm. SC0 non-

planted microcosm 24 h after contamination pulse, SC30 non-planted 

microcosm 30 days after contamination pulse, SC60 non-planted micro-

cosm 60 days after contamination pulse, SCP30 microcosms planted with 

Medicago sativa 30 days after contamination pulse, SCP60 planted 

microcosms 60 days after contamination pulse 
Mastigamoebidae, Vahlkampfiidae, and Paramoebidae 

were the only families presented in all planted and non-

planted microcosms throughout the study period.  
M. sativa were detected the presence of 12 species that 

were not observed in the non-planted microcosms 30 days 

after contamination. However, these species were not ob-

served in the planted microcosms at day 60; rather, we ob-

served 12 different species that were unique to the planted 

microcosms at the 60th day (Table  1).  
Sørensen analysis revealed three groups of amoeba com-

munities (less than 50 % similitude); planted soils at 30 and 60 

days shared 100 % likeliness, while non-planted soils (SC60) 

shared 70 % likeliness (Fig.  3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 Species richness of communities of amoebae in planted and non-planted 

microcosms. SC0 non-planted microcosm 24 h after contamina-tion pulse, 

SC30 non-planted microcosm 30 days after contamination pulse, SC60 non-

planted microcosm 60 days after contamination pulse, SCP30 microcosms 

planted with Medicago sativa 30 days after contam-ination pulse, SCP60 

planted microcosms 60 days after contamination 

 
Amoeba communities from SC0 and SC30 were not pooled 

with any other community, and were very different from each 

other.We identified six trophic groups (Table  1) throughout 

this study. Bacterivores (B) were present in all microcosms 

and had the highest species richness, followed by the protist-

eaters (P). There were only three trophic groups (B, P, and 

O) present immediately after contamination that exhibited 

the same dynamics regarding overall species richness; there 

was a larger variety of trophic groups at day 30 than at day 

60 (Fig.  4) in both planted and non-planted soils, and 

bacterivores had the highest proportions in planted and non-

planted microcosms (Fig.  4).  
Trophic diversity (H′ and D) was similar in all microcosms 

(Table  2). Only the omnivore group was composed of several 

species from the genera Acanthamoeba and Arachnulla , 

while group B was the most diverse, with up to 50 species from 

21 genera (Table  1). The bacterivores species appeared most 

frequently in the amoeba communities at day 30 (repre-sented 

mostly by Mastigamoeba and Hyperamoeba, followed by 

protist-eating species from the genera Biomyxa , 

Gephyramoeba, and Rhizamoeba, and one omnivore species of 

Acanthamoeba (Table  2).The number of individuals (P <0.025) 

and the frequency of bacterivores species (P <0.1) were 

significantly differed be-tween planted and non-planted 

microcosms (Fig.  1). However, the identities of the species 

changed along the time course of the study. Twenty-four hours 

after the contamination pulse, the dominant species belonged to the 

genera Rhizamoeba and Vahlkampfia. In contrast, the most 

common species in the non-planted soil after 60 days belonged to 

the genus Mastigamoeba , while the genera Rhizamoeba, 

Mayorella, and Willaertia encompassed the most common species 

in the soil planted with M. sativa (Table  1).The clustering pattern 

obtained for trophic groups was different from the one obtained 

when analyzing the general species richness (Fig.  5). 

Bacterivores amoebae from planted microcosms practically 

did not change; they resembled each other 90 % from the 

30th day to the 60th day (Fig.  5). The non-planted 

microcosms resembled each other 80 % during the same 

period.Protozoa-eating amoebae were essentially the same in 

the non-planted microcosms from the 30th day to the 60th day 

(94 % likeliness) and the planted microcosms showed a similar 

pattern (85 % similitude). Fungivores and yeast-eaters occurred 

only in planted soil and non-planted microcosms, respectively, 

after 30 days. Algae-eaters were present in non-planted 

microcosms at day 30 and in planted ones at day 60; however, 

the species assemblages changed (Fig.  5).Trophic diversity 

indices (H ′ and D) exhibited non-significant statistical 

differences between control microcosms and treatments. In 

general, non-planted polluted soils had lower trophic 

diversity indices than the planted  
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Fig. 3 Cluster analysis of free-living amoebae community in contami-nated soil. Distance was estimated by Bray–Curtis and the group linkage was set up 

by centroid method. SC0 non-planted microcosm 24 h after contamination pulse, SC30 non-planted microcosm 30 days aftercontamination pulse, SC60 

non-planted microcosm 60 days after con-tamination pulse, SCP30 microcosms planted with Medicago sativa 30 days after contamination 

pulse, SCP60 planted microcosms 60 days after contamination 
 
 
 
ones, except for the non-planted polluted soil at 30 days. 

The non-planted polluted soil at day 60 displayed the lowest 

trophic diversity of all of the microcosms (Table  2). 
 

The HPLC analysis of the fuel oil no. 6 identified the 

following ten compounds: decane (C10), dodecane (C12), 

tetradecane (14), hexadecane (C16), octadecane (C18), 

eicosane (20), docosane (22), tetracosane (C24), 

hexacosane (C26) and octacosane (C28). The compounds 

present in all three microcosms (SC0, SC60 and SCP60) are 

graphically summarized in Fig.  6. These results showed a 

signifi-cant decreasing concentrations in decane, dodecane, 

hexadecane, eicosane, docosane, tetracosane and 

octacosane after 60 days in the bare soil (P =0.05). Decane 

and dodecane were not present planted soil after 60 days; 

while the concen-tration of other hydrocarbon compounds 

were not statistically significant after 60 days in microcosms 

with M. sativa (P = 0.05; Fig.  6). 

 

Discussion 

 
Reductions in species richness and the abundance of 

surviving species are the first consequences of a strong pulse 

of pollu-tion [ 32]. However, the amoeba communities in 

our investi-gation showed a decrease in the MPN after 30 

days (Fig.  1), and a recovery of species richness (Fig.  2) 

and trophic groups thereafter (Fig.  4).  
The trophozoites present 24 h after pollution (SC0) includ-

ed several species of bacterivores amoebae: Naegleria gruberi 

, Vahlkampfia jugosa , Paraflabellula kudoi , and 

Echinamoeba exudans . Rhizamoeba australiensis and  
Flamella citrensis were the only protozoan-eating species that 

occurred in this soil. These species were also detected in non-

planted soil after 60 days, with the sole exception of V. jugosa, 

which was not observed again. The fact that these species may also 

be encountered in anaerobic or fermentative habitats [ 33] may 

indicate that soil conditions after hydrocarbon 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4 Species richness of trophic groups of amoebae in planted and non-planted microcosms. SC0 non-planted microcosm 24 h after 

contamination pulse, SC30 non-planted microcosm 30 days after contamination pulse, SC60 non-planted microcosm 60 days after 

contamination pulse, SCP30 microcosms planted with Medicago sativa 30 days after contamination pulse, SCP60 planted 

microcosms 60 days after contam-ination, SR species richness. Trophic groups: B bacterivores, O omni-vores, A algivores, P 

protozoa-eaters, Y yeast-eaters, F fungivores, C cyanobacteria-eaters, ND not determined 
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Table 2 Trophic diversity of amoebae per gram of soil (dry weight) 

from planted and non-planted microcosms contaminated with 50,000 
ppm fuel oil no. 6 
 
 SC0 SC30 SC60 SCP30 SCP60 
      

H′ 2.3 2.6 2.1 2.1 1.9 
D 1.9 1.9 1.7 1.6 1.5 
      

 
SC0 non-planted microcosm 24 h after contamination pulse, SC30 
non-planted microcosm 30 days after contamination pulse, SC60 non-

planted microcosm 60 days after contamination pulse, SCP30 

microcosms planted with Medicago sativa 30 days after 

contamination pulse, SCP60 planted microcosms 60 days after 

contamination pulse, H′ Shan-non index, D Simpson index 
 
contamination induce the dominance of fermentative bacteria, 

allowing the presence of these bacterivores amoebae.  
The abundance of soil amoebae was significantly higher in the 

planted microcosms than in the non-planted ones, and there were 

significant differences in the numbers of soil amoebae in 

contaminated non-planted microcosms and contaminated planted 

microcosms (Fig.  1). These observations indicate that ecosystems 

may respond to strong pollution pulses by increasing the number 

of individuals that are not sensitive to the contaminants, plus the 

species that may be favored by the pollutant and tend to keep the 

quantity of organisms consistent with the available resources. 

Several species of amoebae may be negatively affected by 

hydrocarbons, while 

 
others may be favored, allowing them to increase their 

populations and to replace dead individuals, especially for 

the sensitive species. Although encystation enables most 

species of amoebae to overcome direct exposure to 

hydrocarbons [ 34], mainly individuals that encyst rapidly 

overcome these adverse conditions [ 35,  36].  
M. sativa produced an increase in the number of amoeba 

species in the contaminated soil, since there were 24 species 

after 60 days (12 new species every 30 days) compared with 

non-planted soil (Table  1). Plants indirectly stimulate the 

population increase of several amoeba species [ 37,  38] that 

were considered "rare" because their numbers were low in our 

non-planted microcosms. For example, the bacterivorous 

amoeba Rhizamoeba flabellata was present throughout the 

study in both kinds of microcosms, although it was common in 

the leguminous root zone and remained rare in bare soil. This 

genus was later observed as trophozoites that increased their 

frequency during the study, especially in the planted 

microcosms; a similar increment was reported by Zarda et al. 

(1998).  
Root exudes may indirectly influence amoebae as they 

stimulate bacterial and fungal production, which in turn can be 

consumed by these protozoa. At the hydrocarbon concentration 

used in this investigation, only bacteria seemed to be stimulated 

in the contaminated microcosms; the bacterivorous amoebae 

were more numerous and more diverse. This 

Fig. 5 Cluster analysis of the trophic groups in the amoebae communi-ties from contaminated microcosms. Distance was estimated by Bray– Curtis, and 

the group linkage was set up by centroid method. SC0 non-planted microcosm 24 h after contamination pulse, SC30 non-planted microcosm 30 days after 

contamination pulse, SC60 non-planted microcosm 60 days after contamination pulse, SCP30 microcosms planted with Medicago sativa 30 days after 

contamination pulse, SCP60 planted microcosms 60 days after contamination. Trophic groups:B bacterivores, O omnivores, A algivores, P protozoa-eaters, Y 

yeast-eaters, F fungivores, C cyanobacteria-eaters, ND not determined 
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Fig. 6 Hydrocarbon 

concentrations from 

microcosms after 24 h and 60 

days. Three microcosms from 

each treatment were analyzed 

individually and averaged. 

Standard deviation lines are 

shown at the top of the bars 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
phenomenon exerts a cascade effect on the trophic web be-

cause protozoans can quickly detect small changes in the 

population densities of their prey [ 39].  
Although amoebae are an important group of bacterivores in 

soil, not all of them exclusively consume bacteria. The smallest 

amoeba species complement their nutrition by osmotrophy, 

taking in dissolved organic molecules from the soil solution. 

Many amoebae complement their nutrition by predation on a 

wide variety of prey from the soil environment. For example, 

Dactylamoeba stella, D. bulla, Biomyxa vagans, and 

Saccamoeba stagnicola can be grown in the laboratory 

while feeding on bacteria, algae, and small proto-zoa 

suspended in a medium rich in soluble nutrients. The increase 

in the numbers of bacterivores species in soil pro-duces an 

increase in the number of protist-eaters, which allow the 

persistence of the omnivorous ones. Such an increase in the 

numbers of bacterivores and yeast-feeding species may 

indicate a more diverse availability of microorganisms,  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
representing more chances for fuel oil no. 6 to be degraded 

by bacteria and yeasts [ 34,  40].  
The bacterivores most frequently found in all treatments were 

species from the genera Mastigamoeba and Vahlkampfia. 

Mastigamoeba species have the capacity to feed on both bacteria 

and dissolved organic matter. These amoebae and Rosculus sp. 

(which eat bacteria) are active in temporarily anaerobic soils rich 

in dissolved organic matter. These proto-zoa are osmotrophic, and 

some species can grow axenically or when supplemented with 

bacteria [ 33]. This feeding behavior allows them to efficiently 

exploit varied resources, including the N and P already fixed in 

their prey's biomass [ 41], which in turn has a positive feedback on 

plant nutrition [ 42].  
Omnivorous amoebae were only represented by the genera 

Acanthamoeba and Arachnula; however, the species compo-

sition of this group varied during the study (Table  1). 

Acanthamoeba may be dominant in human-impacted envi-

ronments where competition with other protozoa is strongly 
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diminished, such as in bathtubs and swimming pools [ 43]. 

Cysts of these amoebae are very resistant to disinfectants 

commonly used in water-cooling towers and other water 

reservoirs for human use [ 44]. Acanthamoeba is also very 

abundant and even dominant in organically polluted waters and 

soils [ 45]. Many species of this genus are r-selected or S-

selected [ 46], meaning that they may leave the cyst stage right 

after the pulse of resources reaches the soil.  
Other species of amoebae were evident later in the com-

munity succession, such as Mayorella spatula (Table  1). 

This amoeba was observed after 30 days and was the most 

common in planted-soil microcosms. Most environments 

have a small number of abundant species fluctuating in 

response to biotic and abiotic changes, and a larger number 

of rare species that may or may not be registered depending 

on the sampling methodology. This kind of species 

distribution was more evident in the planted soil.  
Several amoeba species like Gephyramoeba  sp.,  

Filamoeba nolandi, and Acanthamoeba castellani [ 47] seem 

to be adapted to hydrocarbon pollution, as they may withstand 

exposure to hydrocarbons and feed on bacteria and yeasts that are 

able to degrade long organic chains. The apparent lack of 

Acanthamoeba species in polluted soil was not expected (Table  

1), since these species are considered to be very resis-tant to strong 

stress in soils. It is relevant to note that this exclusion of 

Acanthamoeba was more evident in the planted microcosms, 

where plant exudates enhance specific species of bacteria and 

fungi. Omnivorous amoebae are essentially non-specialist, and 

consequently are less efficient at resource appropriation than the 

specialist genera such as Nuclearia [ 48] and Vampyrellidium, 

which are very effective predators of algae. This scenario could 

explain why Acanthamoeba did not survive in the polluted 

habitat in this investigation, since their food requirements [ 49] 

were probably deficient in the contaminated soil. Acanthamoeba 

was rarely detected in our microcosms; only 9/18 morphological 

species were observed, and there were more species immediately 

after the pulse of contamination than at the 60th day (Table  1). 

These observations may provide evidence that omnivorous 

amoebae can take advantage of the missing competing species, but 

can be outcompeted after the amoeba community recovers from 

the initial disturbance. On the other hand, the richness of protozoa-

eating species remained almost constant during the study, as the 

species thriving around the root zone did not change from the 30th 

to the 60th day (Table  1). Fuel oil no. 6 thus exerted little or no 

effect on this trophic grouping as long as the plant was present. 

 
Trophic diversity indices did not display statistically sig-

nificant differences between microcosms. However, the pol-

luted soil at day 30 (SC30) had the highest trophic diversity 

index, as calculated by both Shannon's (H′) and Simpson's (D) 

formulas (Table  2). This finding allows us to infer that 

modification of the amoeba community structure takes time 

 
after the pulse of contamination. Changes in the amoeba 

community may require more than 30 days, or this period of 

time may be critical, as the species richness increased from 35 

to 53 during this time in the planted microcosms and the 

quantity of amoebae dropped from 10,000 to nearly 8,000 

individuals/g in the planted one (while it drops from 10,000 to 

4,000 in the non-planted microcosms; Fig.  1). M. sativa 

exerted a positive effect on the structure of the amoeba com-

munity, allowing permanence of the rare species and 

diminishing the importance of the common and dominant ones, 

as reflected by a decrease in the Simpson index.  
Recovery of the amoeba community after the pulse of 

contamination depends on the various strategies and resis-

tance mechanisms of each species in the face of the 

incoming pollutant. However, the effect of each kind of 

hydrocarbon depends on its concentration in the mixture, 

where the low molecular weight ones are much more toxic 

for amoeba than the higher ones [ 50]. Such contaminants 

may be inferred as one of the forces shaping the amoeba 

community. This may explain the arising of different 

communities in the non-planted soil after 60 days and those 

of the planted soil during the same period.  
Thus, several species of amoebae may temporarily resist the 

new conditions (more than 30 days), but ultimately they may 

be eliminated and replaced by truly tolerant species. Although 

the trophic groups recovered from pollution after 30 days in 

both non-planted and planted microcosms (Fig.  4), they 

declined in non-planted microcosms at day 60, but remained 

constant in the planted microcosms.  
Taken together, we interpret our results as the successive 

recovery of the community following exposure to 

hydrocarbons, and we propose that important changes in 

amoeba community assemblage occur during the first 30 

days after pollution. Community changes are expected to 

occur more slowly thereafter, as the heavier hydrocarbons 

take longer to be degraded by yeasts and bacteria. All of 

these plant–microbe–soil interactions are very important for 

understanding the metabolic processes of microbial 

hydrocarbon degradation; understanding these processes 

will enable the development of management strategies for 

improving the efficiency of bioremediation technologies. 
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ANEXO 2 Análisis estadísticos 
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Tablas con los valores de χ2 de la comparación entre las frecuencias de las especies de los 
diferentes grupos tróficos de las comunidades de los microcosmos con suelo desnudo en 
3 diferentes períodos. Un grado de libertad P = 0.05, χ2 tab = 3.8941). Abreviaturas; S, 
suelo; C, contaminación por combustóleo; H, contaminación con hexano. B; bacterívoras; 
P amebas que se alimentan de otros protozoos; O, omnívoros; F, fungívoros; A, 
alguívoros; Lprotozoos que se alimentan de levaduras; ND, amebas sin grupo trófico 
definido. Período de tiempo; 0, 24 h después de la perturbación; 30, treinta días después 
de la perturbación; 60, sesenta días después de la perturbación. FT, Frecuencia total. 

 S0 SC0 χ2 S0 SH0 χ2 SC0 SH0 χ2 

B 6 33 18.69 6 4 0.40 33 4 22.73 

P 1 8 5.44 1 4 1.80 8 4 1.33 

O 2 6 2.00 2 0 2.00 6 0 6.00 

F 0 0 0.00 0 0 0.00 0 0 0.00 

A 2 0 2.00 2 0 2.00 0 0 0.00 

L 0 0 0.00 0 0 0.00 0 0 0.00 

ND 4 8 1.33 4 5 0.11 8 5 0.69 

FT 15 55 22.86 15 13 0.14 55 13 25.94 

 

 S30 SC30 χ2 S30 SH30 χ2 SC30 SH30 χ2 

B 34 37 0.13 34 18 4.92 37 18 6.56 

P 13 6 2.58 13 4 4.76 6 4 0.40 

O 5 6 0.09 5 3 0.50 6 3 1.00 

F 1 0 0.00 1 0 0.00 0 0 0.00 

A 8 2 3.60 8 0 8.00 2 0 2.00 

L 4 1 0.00 4 0 0.00 1 0 0.00 

ND 16 18 0.12 16 6 4.55 18 6 6.00 

FT 81 70 0.80 81 31 22.32 70 31 15.06 

 

 S60 SC60 χ2 S60 SH60 χ2 SC60 SH60 χ2 

B 24 35 2.05 24 22 0.09 35 22 2.96 

P 6 7 0.08 6 1 3.57 7 1 4.50 

O 0 5 5.00 0 0 0.00 5 0 5.00 

F 2 0 0.00 2 0 0.00 0 0 0.00 

A 0 0 0.00 0 2 2.00 0 2 2.00 

L 1 0 0.00 1 2 0.00 0 2 0.00 

ND 5 7 0.33 5 15 5.00 7 15 2.91 

FT 38 54 2.78 38 42 0.20 54 42 1.50 
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Tablas con los valores de χ2 de la comparación entre las frecuencias de las especies de los 
diferentes grupos tróficos de las comunidades de los microcosmos con M. sativa. Un 
grado de libertad P = 0.05, χ2 tab = 3.8941). Abreviaturas; S, suelo; C, contaminación por 
combustóleo; H, contaminación con hexano; P, Medicago sativa. B; bacterívoras; P, 
amebas que se alimentan de otros protozoos; O, omnívoros; F, fungívoros; A, alguívoros; 
L, protozoos que se alimentan de levaduras; ND, amebas sin grupo trófico definido. 
Período de tiempo; 30, treinta días después de la perturbación; 60, sesenta días después 
de la perturbación. FT, Frecuencia total. 

 

 SP30 SCP30 χ2 SP30 SHP30 χ2 SCP30 SHP30 χ2 

B 78 61 2.08 78 40 12.24 61 40 4.37 

P 14 8 1.64 14 1 11.27 8 1 5.44 

O 2 8 3.60 2 3 0.20 8 3 2.27 

F 7 2 0.00 7 0 0.00 2 0 0.00 

A 8 0 8.00 8 4 1.33 0 4 4.00 

L 1  0.00 1 3 0.00  3 0.00 

ND 20 27 1.04 20 11 2.61 27 11 6.74 

FT 130 106 2.44 130 62 24.08 106 62 11.52 

 

 

 SP60 SCP60 χ2 SP60 SHP60 χ2 SCP60 SHP60 χ2 

B 78 58 2.94 78 43 10.12 58 43 2.23 

P 29 7 13.44 29 8 11.92 7 8 0.07 

O 4 5 0.11 4 3 0.14 5 3 0.50 

F 6 0 0.00 6 2 0.00 0 2 0.00 

A 5 1 2.67 5 2 1.29 1 2 0.33 

L 0 0 0.00 0 2 0.00  2 0.00 

ND 34 27 0.80 34 19 4.25 27 19 1.39 

FT 156 98 13.24 156 79 25.23 98 79 2.04 
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Tablas con los de χ2 de la comparación entre la riqueza de especies de los diferentes 
grupos tróficos de las comunidades de los microcosmos con suelo desnudo. Un grado de 
libertad P = 0.05, χ2 tab = 3.8941). Abreviaturas; S, suelo; C, contaminación por 
combustóleo; H, contaminación con hexano. B; bacterívoras; P amebas que se alimentan 
de otros protozoos; O, omnívoros; F, fungívoros; A, alguívoros; L, protozoos que se 
alimentan de levaduras; ND, amebas sin grupo trófico definido. Período de tiempo; 0, 24 
h después de la perturbación; 30, treinta días después de la perturbación; 60, sesenta días 
después de la perturbación. RT, Riqueza de especies total. 

 S0 SC0 χ2 S0 SH0 χ2 SC0 SH0 χ2 

B 4 20 10.67 4 2 0.67 20 4 10.67 

P 1 5 2.67 1 1 0.00 5 4 0.11 

O 2 0 2.00 2 0 2.00 0 0 0.00 

F 1 3 0.00 1 0 0.00 3 0 0.00 

A 0 0 0.00 0 0 0.00 0 0 0.00 

L 0 0 0.00 0 0 0.00 0 0 0.00 

ND 2 9 4.45 2 4 0.67 9 5 1.14 

RT 10 37 15.51 10 7 0.53 37 13 11.52 

 

 S30 SC30 χ2 S30 SH30 χ2 SC30 SH30 χ2 

B 17 20 0.24 17 11 1.29 20 11 2.61 

P 8 5 0.69 8 2 3.60 5 2 1.29 

O 4 2 0.67 4 0 4.00 2 0 2.00 

F 4 3 0.00 4 3 0.00 3 3 0.00 

A 1 0 1.00 1 0 1.00 0 0 0.00 

L 2 1 0.00 2 0 0.00 1 0 0.00 

ND 11 10 0.05 11 5 2.25 10 5 1.67 

RT 47 41 0.41 47 21 9.94 41 21 6.45 

 

 S60 SC60 χ2 S60 SH60 χ2 SC60 SH60 χ2 

B 17 22 0.64 17 11 1.29 22 11 3.67 

P 5 5 0.00 5 1 2.67 5 1 2.67 

O 0 1 1.00 0 2 2.00 1 2 0.33 

F 0 2 0.00 0 0 0.00 2 0 0.00 

A 2 1 0.33 2 0 2.00 1 0 1.00 

L 1 0 0.00 1 2 0.00 0 2 0.00 

ND 4 7 0.82 4 11 3.27 7 11 0.89 

RT 29 38 1.21 29 27 0.07 38 27 1.86 
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Tablas con los valores de χ2 de la comparación entre la riqueza de especies de los 

diferentes grupos tróficos de las comunidades de todos los microcosmos con M. sativa. 

Un grado de libertad P = 0.05, χ2 tab = 3.8941). Abreviaturas; S, suelo; C, contaminación 

por combustóleo; H, contaminación con hexano; P, M. sativa. B; bacterívoras; P amebas 

que se alimentan de otros protozoos; O, omnívoros; F, fungívoros; A, alguívoros; L, 

protozoos que se alimentan de levaduras; ND, amebas sin grupo trófico definido. Período 

de tiempo; 0, 24 h después de la perturbación; 30, treinta días después de la perturbación; 

60, sesenta días después de la perturbación. RT, Riqueza de especies total. 

 

 

 SP30 SCP30 χ2 SP30 SHP30 χ2 SCP30 SHP30 χ2 

B 32 35 0.13 32 19 3.31 35 19 4.74 

P 7 3 1.60 7 1 4.50 3 1 1.00 

O 6 1 3.57 6 2 2.00 1 2 0.33 

F 1 3 0.00 1 2 0.00 3 2 0.00 

A 4 3 0.14 4 0 4.00 3 0 3.00 

L 1 0 0.00 1 2 0.00 0 2 0.00 

ND 10 19 2.79 10 8 0.22 19 8 4.48 

RT 61 64 0.07 61 34 7.67 64 34 9.18 

 

 

 SP60 SCP60 χ2 SP60 SHP60 χ2 SCP60 SHP60 χ2 

B 27 28 0.02 27 17 2.27 28 17 2.69 

P 8 6 0.29 8 4 1.33 6 4 0.40 

O 3 2 0.20 3 2 0.20 2 2 0.00 

F 2 2 0.00 2 1 0.00 2 1 0.00 

A 2 1 0.33 2 1 0.33 1 1 0.00 

L 0 0 0.00 0 2 0.00 0 2 0.00 

ND 18 22 0.40 18 9 3.00 22 9 5.45 

RT 60 61 0.01 60 36 6.00 61 36 6.44 
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Tablas con los valores de χ2 de la comparación entre la frecuencia de especies de los 
diferentes grupos tróficos de las comunidades de los microcosmos de los tres períodos de 
tiempo. Un grado de libertad P = 0.05 χ2 tab = 3.8941). Abreviaturas; S, suelo; C, 
contaminación por combustóleo; H, contaminación con hexano, P, M. sativa. B; 
bacterívoras; P amebas que se alimentan de otros protozoos; O, omnívoros; F, fungívoros; 
A, alguívoros; L, protozoos que se alimentan de levaduras; ND, amebas sin grupo trófico 
definido. Período de tiempo; 0, 24 h después de la perturbación; 30, treinta días después 
de la perturbación; 60, sesenta días después de la perturbación. FT, frecuencia total. 

 S0 S30 χ2 S0 S60 χ2 S0 SP30 χ2 S0 SP60 χ2 

B 6 34 19.60 6 24 10.80 6 78 61.71 6 78 61.71 

P 1 13 10.29 1 6 3.57 1 14 11.27 1 29 26.13 

O 2 5 1.29 2 0 2.00 2 2 0.00 2 4 0.67 

F 0 1 0.00 0 2 0.00 0 7 0.00 0 6 0.00 

A 2 8 3.60 2 0 2.00 2 8 3.60 2 5 1.29 

L 0 4 0.00 0 1 0.00 0 1 0.00 0 0 0.00 

ND 4 16 7.20 4 5 0.11 4 20 10.67 4 34 23.68 

FT 15 81 45.38 15 38 9.98 15 130 91.21 15 156 116.26 

 

 SC0 SC30 χ2 SC0 SC60 χ2 SC0 SCP30 χ2 SC0 SCP60 χ2 

B 33 37 0.23 33 35 0.06 33 61 8.34 33 58 6.87 

P 8 6 0.29 8 7 0.07 8 8 0.00 8 7 0.07 

O 6 6 0.00 6 5 0.09 6 8 0.29 6 5 0.09 

F 0 0 0.00 0 0 0.00 0 2 0.00 0 0 0.00 

A 0 2 2.00 0 0 0.00 0 0 0.00 0 1 1.00 

L 0 1 1.00 0 0 0.00 0 0 0.00 0 0 0.00 

ND 8 18 3.85 8 7 0.07 8 27 10.31 8 27 10.31 

FT 55 70 1.80 55 54 0.01 55 106 16.16 55 98 12.08 

 

 
 

SH0 SH30 χ2 SH0 SH60 χ2 SH0 SHP30 χ2 SH0 SHP60 χ2 

B 4 18 8.91 4 22 12.46 4 40 29.45 4 43 32.36 

P 4 4 0.00 4 1 1.80 4 1 1.80 4 8 1.33 

O 0 3 3.00 0 0 0.00 0 3 3.00 0 3 3.00 

F 0 0 0.00 0 0 0.00 0 0 0.00 0 2 2.00 

A 0 0 0.00 0 2 2.00 0 4 4.00 0 2 2.00 

L 0 0 0.00 0 2 2.00 0 3 3.00 0 2 2.00 

ND 5 6 0.09 5 15 5.00 5 11 2.25 5 19 8.17 

FT 13 31 7.36 13 42 15.29 13 62 32.01 13 79 47.35 
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Tablas con los valores de χ2 de la comparación entre la riqueza de especies de los 
diferentes grupos tróficos de las comunidades de los microcosmos de los tres períodos de 
tiempo. Un grado de libertad P = 0.05 χ2 tab = 3.8941). Abreviaturas; S, suelo; C, 
contaminación por combustóleo; H, contaminación con hexano, P, M. sativa. B; 
bacterívoras; P amebas que se alimentan de otros protozoos; O, omnívoros; F, fungívoros; 
A, alguívoros; L, protozoos que se alimentan de levaduras; ND, amebas sin grupo trófico 
definido. Período de tiempo; 0, 24 h después de la perturbación; 30, treinta días después 
de la perturbación; 60, sesenta días después de la perturbación. RT, Riqueza de especies 
total. 

 S0 S30 χ2 S0 S60 χ2 S0 SP30 χ2 S0 SP60 χ2 

B 4 17 8.05 4 17 8.05 4 32 21.78 4 27 17.06 

P 1 8 5.44 1 5 2.67 1 7 4.50 1 8 5.44 

O 2 4 0.67 2 0 2.00 2 6 2.00 2 3 0.20 

F 1 4 1.80 1 0 1.00 1 1 0.00 1 2 0.33 

A 0 1 1.00 0 2 2.00 0 4 4.00 0 2 2.00 

L 0 2 2.00 0 1 1.00 0 1 1.00 0 0 0.00 

ND 2 11 6.23 2 4 0.67 2 10 5.33 2 18 12.80 

RT 10 47 24.02 10 29 9.26 10 61 36.63 10 60 35.71 

 

 SC0 SC30 χ2 SC0 SC60 χ2 SC0 SCP30 χ2 SC0 SCP60 χ2 

B 20 20 0.00 20 22 0.10 20 35 4.09 20 28 1.33 

P 5 5 0.00 5 5 0.00 5 3 0.50 5 6 0.09 

O 0 2 2.00 0 1 1.00 0 1 1.00 0 2 2.00 

F 3 3 0.00 3 2 0.20 3 3 0.00 3 2 0.20 

A 0 0 0.00 0 1 1.00 0 3 3.00 0 1 1.00 

L 0 1 1.00 0 0 0.00 0 0 0.00 0 0 0.00 

ND 9 10 0.05 9 7 0.25 9 19 3.57 9 22 5.45 

RT 37 41 0.21 37 38 0.01 37 64 7.22 37 61 5.88 

 

 SH0 SH30 χ2 SH0 SH60 χ2 SH0 SHP30 χ2 SH0 SHP60 χ2 

B 2 11 6.23 2 11 6.23 2 19 13.76 2 17 11.84 

P 1 2 0.33 1 1 0.00 1 1 0.00 1 4 1.80 

O 0 0 0.00 0 2 2.00 0 2 2.00 0 2 2.00 

F 0 3 3.00 0 0 0.00 0 2 2.00 0 1 1.00 

A 0 0 0.00 0 0 0.00 0 0 0.00 0 1 1.00 

L 0 0 0.00 0 2 2.00 0 2 2.00 0 2 2.00 

ND 4 5 0.11 4 11 3.27 4 8 1.33 4 9 1.92 

RT 7 21 7.00 7 27 11.76 7 34 17.78 7 36 19.56 
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Tablas de χ2 resultantes de la comparación del índice de diversidad trófica de Shannon 

(H’) entre las diferentes comunidades del suelo desnudo durante los 3 diferentes períodos 

de tiempo, así como la comparación entre los índices de diversidad trófica de Simpson 

(D’) calculado para cada comunidad de los mismos microcosmos. Un grado de libertad P 

= 0.05, χ2 tab = 3.8941). Abreviaturas; S, suelo; C, contaminación por combustóleo; H, 

contaminación con hexano. 0, 24 h después de la perturbación; 30, treinta días después 

de la perturbación; 60, sesenta días después de la perturbación. 

 S0 SC0 χ2   S30 SC30 χ2   S60 SC60 χ2 

H’ 1.83 2.3 0.05  H’ 2.61 2.6 0.00  H’ 1.79 2.1 0.02 

D’ 0.66 0.46 0.04  D’ 0.71 0.47 0.05  D’ 0.49 0.41 0.01 

              

 S0 SH0 χ2   S30 SH30 χ2   S60 SH60 χ2 

H’ 1.83 1.89 0.00  H’ 2.61 2.3 0.02  H’ 1.79 1.54 0.02 

D’ 0.66 0.44 0.04  D’ 0.71 0.48 0.04  D’ 0.49 0.49 0.00 

              

 SC0 SH0 χ2   SC30 SH30 χ2   SC60 SH60 χ2 

H’ 2.3 1.89 0.04  H’ 2.6 2.3 0.02  H’ 2.1 1.54 0.09 

D’ 0.46 0.44 0.00  D’ 0.47 0.48 0.00  D’ 0.41 0.49 0.01 
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Tablas con los valores χ2 resultantes de la comparación entre el índice de diversidad trófica 

de Shannon (H’) de las comunidades del suelo con M. sativa de 3 diferentes períodos de 

tiempo, esto mismo se realizó para comparar el índice de diversidad trófica de Simpson 

(D’). Un grado de libertad P = 0.05, χ2 tab = 3.8941). Abreviaturas; S, suelo; C, 

contaminación por combustóleo; H, contaminación con hexano. 0, 24 h después de la 

perturbación; 30, treinta días después de la perturbación; 60, sesenta días después de la 

perturbación. 

 

 

 

 SP30 SCP30 χ2   SP60 SCP60 χ2 

H’ 2.44 2.1 0.03  H’ 2.43 1.9 0.06 

D’ 0.57 1.6 0.49  D’ 0.54 0.32 0.06 

         

 SP30 SHP30 χ2   SP60 SHP60 χ2 

H’ 2.44 2.12 0.02  H’ 2.43 2.27 0.01 

D’ 0.57 0.45 0.01  D’ 0.54 0.57 0.00 

         

 SCP30 SHP30 χ2   SHP60 SCP60 χ2 

H’ 2.1 2.12 0.00  H’ 2.27 1.9 0.03 

D’ 1.6 0.45 0.65  D’ 0.57 0.32 0.07 
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Tablas de χ2 de la comparación entre el índice de diversidad trófica de Shannon (H’) de las 

comunidades del suelo desnudo y con M. sativa de 3 diferentes períodos de tiempo, así 

como el índice de diversidad trófica de Simpson (D’). Un grado de libertad P = 0.05, χ2 tab 

= 3.8941). Abreviaturas; S, suelo; C, contaminación por combustóleo; H, contaminación 

con hexano. 0, 24 h después de la perturbación; 30, treinta días después de la 

perturbación; 60, sesenta días después de la perturbación. 

 

 

 S0 S30 χ2   SC0 SC30 χ2   SH0 SH30 χ2 

H’ 1.83 2.61 0.14  H’ 2.3 2.6 0.018  H’ 1.89 2.3 0.040 

D’ 0.66 0.71 0.00  D’ 0.46 0.47 0.000  D’ 0.44 0.48 0.002 

              

 S0 S60 χ2   SC0 SC60 χ2   SH0 SH60 χ2 

H’ 1.83 1.79 0.00  H’ 2.3 2.1 0.009  H’ 1.89 1.54 0.036 

D’ 0.66 0.49 0.03  D’ 0.46 0.41 0.003  D’ 0.44 0.49 0.003 

              

 S0 SP30 χ2   SC0 SCP30 χ2   SH0 SHP30 χ2 

H’ 1.83 2.44 0.09  H’ 2.3 2.1 0.009  H’ 1.89 2.12 0.013 

D’ 0.66 0.57 0.01  D’ 0.46 0.38 0.007  D’ 0.44 0.45 0.000 

              

 S0 SP60 χ2   SC0 SCP60 χ2   SH0 SHP60 χ2 

H’ 1.83 2.43 0.08  H’ 2.3 1.9 0.038  H’ 1.89 2.27 0.035 

D’ 0.66 0.54 0.01  D’ 0.46 0.32 0.027  D’ 0.44 0.57 0.017 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
103 

 

Tablas de χ2 de la comparación entre el número de amebas (NMP) de las comunidades del 

suelo desnudo y con M. sativa durante los 3 diferentes períodos de tiempo, así como el 

índice de diversidad trófica de Simpson (D’). Un grado de libertad P = 0.05, χ2 tab = 3.8941). 

Abreviaturas; S, suelo; C, contaminación por combustóleo; H, contaminación con hexano. 

0, 24 h después de la perturbación; 30, treinta días después de la perturbación; 60, 

sesenta días después de la perturbación. 

S0 SH0 χ2 

351049.31 567.98 349349.04 

   

S0 SC0  

351049.31 10754.37 320064.86 

SH0 SC0  

567.98 10754.37 9164.40 

S30 SH30  

874506.19 1648.19 869574.02 

S30 SC30  

874506.19 5374.06 858515.30 

SH30 SC30  

1648.19 5374.06 1976.88 

S60 SH60  

687569.74 4178.95 675133.87 

S60 SC60  

687569.74 10040.39 658026.59 

   

SC60 SH60  

10040.39 4178.95 2416.18 

SP30 SHP30  

2872882.02 4088.83 2860638.78 

SP30 SCP30  

2872882.02 7565.96 2850263.65 

SHP30 SCP30  

4088.83 7565.96 1037.38 

SP60 SHP60  

1737832.45 4410.54 1724645.48 

SP60 SCP60  

1737832.45 11748.95 1702901.18 

SHP60 SCP60  

4410.54 11748.95 3332.55 
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Tablas de χ2 de la comparación entre el número de amebas (NMP) de las comunidades del 

suelo desnudo y con M. sativa. La comparación se realizó entre los microcosmos del 

mismo tratamiento pero a diferente tiempo. Lo mismo se realizó con el índice de 

diversidad trófica de Simpson (D’). Un grado de libertad P = 0.05, χ2 tab = 3.8941). 

Abreviaturas; S, suelo; C, contaminación por combustóleo; H, contaminación con hexano. 

0, 24 h después de la perturbación; 30, treinta días después de la perturbación; 60, 

sesenta días después de la perturbación. 

 

S0 S30 χ2 

351049.31 874506.19 223577.88 

   

S30 SP30  

874506.19 2872882.02 1065677.14 

   

S60 SP60  

687569.74 1737832.45 454791.28 

 

SH0 SH30 χ2 

567.98 1648.19 526.52 

   

SH30 SHP30  

1648.19 4088.83 1038.29 

   

SH60 SHP60  

4178.95 4410.54 6.24 

 

SC0 SC30 χ2 

10754.37 5374.06 1794.83 

   

SC30 SCP30  

5374.06 7565.96 371.28 

   

SC60 SCP60  

10040.39 11748.95 133.97 
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ANEXO 4  FOTOGRAFÍAS DE AMEBAS DESNUDAS DE VIDA LIBRE OBSERVADAS 

EN LOS MICROCOSMOS 
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          AMEBAS DEL SUELO PERTURBADO MECANICAMENTE 
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Trofozoitos encontrados 60 días después de la perturbación mecánica (microcosmos S60); a-d) 

Dactylamoeba bulla (Korotnevella bulla); e-f) Dermamoeba granifera; g-h) Mayorella godasae; i) 

Biomyxa merdaria; j) Dermamoeba minor. (Microscopia de contraste de fases, 40X) 

a) b) c) 

e) f) 

g) h) 

i) j) 

d) 

20 µ 
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Trofozoito observado a 10X de Biomyxa vagans, encontrado en el suelo 60 días después de la 

perturbación mecánica en los microcosmos S60. (Microscopia de contraste de fases, 40X) 

100 µ 
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Trofozoitos de Biomyxa vagans encontrados en el suelo S60 (60 días después de la perturbación 

mecánica). (Microscopia de contraste de fases, 10X)  

100 µ 
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Trofozoitos de protozoos encontrados en el suelo 60 días después de la perturbación mecánica 

(microcosmos S30); a-d) Breviata anathema; e-j) Korotnevella stella. (Microscopia de contraste de 

fases, 40X) 

a) b) c) 

e) f) g) 

h) i) j) 

d) 

20 µ 
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Amebas encontradas en el suelo con Medicago sativa 30 días después de la perturbación 

mecánica (microcosmos SP30); a-d) Vampyrella sp.; e-f) Hartmanella vermiformis; g) Oscillosignum 

proboscidium; h-i) Paradermamoeba sp.; j y n) Hyperamoeba sp.; k) Dermamoeba minor; l-m) 

Paradermamoeba valamo; o-p) Paragocevia sp. (Microscopia de contraste de fases, 40X) 

 

a) b) c) 

e) f) 

n) 

g) 

h) i) j) 

d) 

p) o) 

m) K) l) 

r) q) 

a) b) c) 

e) f) 

j) 

a) b) c) 

e) f) 

n) 

g) 

h) i) j) 

d) 

p) o) 

m) K) l) 

20 µ 
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Amebas encontradas en el suelo perturbado mecánicamente 30 días después de sembrar con 

Medicago sativa; a-b) quistes de Acanthamoeba mauritanensis; c) Vampyrellidium sp y a su lado 

quistes de Cochliopodium sp. d-e) Amoeba diminutiva; f-h) Biomyxa merdaria; i-j) Gephyramoeba 

delicatula. (Microscopia de contraste de fases, 40X) 

a) b) c) 

e) 

f) 

g) 

h) i) j) 

d) 

20 µ 
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Amebas encontradas en el suelo perturbado mecánicamente 30 días después de sembrar con 

Medicago sativa; a-b) Hartmannella cantabrigiensis; c-f) Pessonella marginata; g) Mayorella 

godasae. (Microscopia de contraste de fases, 40X) 

 

 

a) b) 

c) 

e) f) g) 

d) 

20 µ 
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          AMEBAS DEL SUELO CONTAMINADO CON COMBUSTÓLEO 
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a) b) c) 

e) f) 

n) 

g) 

h) i) j) 

d) 

p) o) 

m) K) l) 

r) q) 

s) t) u) 

20 µ 
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Amebas encontradas en el suelo 24 h después de contaminar con combustóleo: a y b) Quistes de 

Acanthamoeba, c) Quiste de Leptomyxa, d)Korotnevella sp (Dactylamoeba bulla), e) Echinamoeba 

exudans,  f) Vahlkampfia sp, g y j) Rhizamoeba australiensis, h e i) Rhizamoeba sp1, K, l,m y n) 

Rhizamoeba sp2, o, p, q y r) Flamella citrensis, s, t y s) Paraflabellula kudoi. (Microscopia de 

contraste de fases, 40X) 
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a) b) c) 

e) f) 

n) 

g) h) i) j) 

d) 

o) 

m) K) l) 

20 µ 
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Amebas encontradas en el suelo desnudo 30 días después de la contminación con combustóleo. 

a, b, c, d y e) Dinamoeba (?) sp., f) Cochliopodium bilimbosum, g y h) Paraflabellula kudoi, i y j) 

Mastigamoeba sp., k) Mastigamoeba simplex, l)  Pelomyxa carolinensis, m) Rhizamoeba sp3, n y o) 

Vahlkampfia avara. (Microscopia de contraste de fases, 40X) 
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a) b) c) 

e) f) 

n) 

g) 
h) i) j) 

d) 

p) 
o) 

m) 

K) l) 

r) 

q) 

s) t) u) 

20 µ 
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ebas encontradas en el suelo de la zona de raíces 30 después de la contaminación por 

combustóleo: a) Hyperamoeba sp, b) Quiste de Pelomyxa, c) Vahlkampfia aberdonica, d, e y f) 

Arachnula impatiens, g, h, i y k) Mastigamoeba constans, l y m) Mastigamoeba punctachora, n y o) 

Mastigamoeba invertans, p, q y r) Mayorella cultura; s, t y u) Mayorella spatula, w, x e y) 

Vexillifera sp.   (Microscopia de contraste de fases, 40X) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

x) y) w) 

20 µ 
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Quistes encontrados en el suelo SCP60 (suelo contaminado 60 días despues de cultivar M. sativa; 

a y b) Acanthamoeba rhisodes; c) Acanthamoeba triangularis; d) Acanthamoeba griffini; e) 

Acanthamoeba tubiashi; f) g) Rhizamoeba sp.; h) Stachynamoeba lipophora; i) Willartia magna; j y 

k) Quistes d Rhizamoeba flabellata. (Microscopia de contraste de fases, 40X) 

 

 

 

 

20 µ 

a) b) c) e) 

f) g) h) 

i) j) 

d) 

K) 
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20 µ 

a) b) c) 

e) f) 

g) h) i) j) 

d) 

K) 

n) 

m) 

l) 



 

 
128 

 

Amebas encontradas en el suelo SCP60 (suelo contaminado 60 días despues de cultivar M. 

sativa); a – e) Mastigella sp.; f) Hyperamoeba sp.; g y h) Mastigamoeba simplex; i, j y k) 

Mastigamoeba psammobia; l, m y n) Mastigamoeba punctachora. (Microscopia de contraste de 

fases, 40X) 
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Amebas encontradas en el suelo SCP60 (suelo contaminado 60 días despues de cultivar M. 

sativa); a) Amebade la familia Acrasidae; b) Hartmanella vermiformis; c) Mayorella cultura; d-i) 

Vexillifera bacillipides; j) Nuclearia leuckarti; k) Willaertia magna; l) Adelphamoeba sp.; m-o) 

Aracnula sp.; p-q) Vampyrellidium sp.;  r) Trinema sp. (Microscopia de contraste de fases, 40X) 

 

 

20 µ 

a) b) c) 

e) f) 

n) 

g) h) i) j) 

d) 

p) 

o) 

m) K) l) 

r) 
q) 
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          AMEBAS DEL SUELO CONTAMINADO CON HEXANO 
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Trofozoitos y quistes de amebas encontrados en el suelo 24 h después del contacto  con hexano. 

a) quistes de Hartmanella vermiformis; b) quiste de Vahlkampfia aberdonica; c) quiste de 

Adelphamoeba sp.; d) Vampyrella sp.; e) Biomyxa vagans; f) Hartmanella vermiformis; g-j) 

Paraflabellula reiniformis. (Microscopia de contraste de fases, 40X) 

 

 

a) b) c) 

e) f) 

g) h) i) j) 

d) 

20 µ 

a) b) c) 

e) f) 

g) h) i) j) 

d) 
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Trofozoitos de Paraflabellula kudoi encontrados en el suelo 24 h después de la exposición al 

hexano.  (Microscopia de contraste de fases, 40X) 

 

 

 

 

20 µ 
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 Breviata anathema trofozoitos encontrados 24 h después del contacto con el hexano 

(microcosmos SH0). (Microscopia de contraste de fases, 40X) 

 

 

20 µ 
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Trofozoitos de Amebas localizados en el suelo de los microcosmos SHP30: a) Biomyxa merdaria; 

b) Hartmanella vermiformis; c-i) Mayorella cultura; j-k) Mayorella spatula; l-o) Cochliopodium 

actinophorum; p-q) Nuclearia simplex; r-u) Cochliopodium minus. (Microscopia de contraste de 

fases, 40X) 

a) b) 

c) e) f) 

n) 

g) h) i) j) 

d) 

p) o) 

m) 

K) 

l) 

r) 

q) 

s) t) u) 

20 µ 
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Quistes y trofozoitos encontrados en el suelo 60 días después del contacto con el hexano de los 

microcosmos SHP60: a) Comandonia operculata; b-c) quistes de Acantthamoeba griffini; d-e) 

quistes de Vahlkampfia ovis; f-g) Oscillosignum proboscidium; h-n) Vampyrelidium perforans. 

(Microscopia de contraste de fases, 40X) 

a) b) 

c) 

e) 

f) 

n) 

g) 

h) 

i) 

j) 

d) 

m) 

K) l) 

20 µ 
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