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Resumen 

 
 
Las chinampas se han utilizado para la agricultura en el valle de México desde la 

época prehispánica. Actualmente se utilizan grandes cantidades de pesticidas para 

controlar las plagas, entre ellos el metil paratión, del cual se utilizan  

aproximadamente 0.5 kg ha-1 por ciclo de cultivo. Los efectos de este químico en 

los procesos del suelo son, sin embargo, desconocidos. La desnitrificación es un 

proceso respiratorio, en el cual los compuestos del nitrógeno se oxidan y son 

usados aceptores alternativos de nitrógeno para la producción de energía bajo 

condiciones de anaerobiosis. Consiste en la reducción del nitrato (NO3
-) a 

dinitrógeno (N2) mediante la liberación de gases de óxido nítrico (NO) y óxido 

nitroso (N2O), los cuales son productos intermediarios que tienen un enorme 

impacto sobre la contaminación atmosférica. El primer paso de reducción de NO3
- 

a nitrito (NO2
-) es catalizado por la nitrato reductasa, el de NO2

- a NO por la nitrito 

reductasa, el NO pasa a N2O mediante la óxido nítrico reductasa y finalmente el 

N2O pasa a N2 por la acción de la óxido nitroso reductasa.  

 

Para entender cómo el metil paratión afecta al proceso de desnitrificación en las 

chinampas se prepararon microcosmos de suelo con y sin metil paratión (se 

adicionó la cantidad utilizada en campo), a los cuales se les añadió NO3
- para 

iniciar la ruta de desnitrificación. Posteriormente se definieron diferentes 

tratamientos: el control (al cual sólo se le añadió agua), con  cloranfenicol (para 

inhibir la síntesis de novo de las enzimas), con acetileno (para inhibir la reducción 

del N2O a N2) y con cloranfenicol + acetileno. Para cada uno de estos tratamientos 

se hicieron extracciones de ADN que posteriormente se amplificaron con 

oligonucleótidos específicos para el 16S rADN y el gen nosZ. 

 

Los resultados mostraron que el suelo adicionado con metil paratión presentó un 

aumento significativo en la concentración de NO2
-, la eliminación de NO3

- y las 

emisiones de N2O y N2. Los análisis de los genes 16S rDNA y nosZ mostraron que 

los filotipos que pertenecen al grupo de las γ-Proteobacteria son constantes y 

predominantes en todos los tiempos y tratamientos y, por lo tanto, deben ser los 

responsables directos de las dinámicas del N observadas en el presente estudio.  

 

En cuanto a la cinética anaeróbica de desnitrificación, se observó que la 

concentración de NO2
- fue mayor cuando el suelo tenía menos de 7 días de 
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incubación aeróbica; sin embargo, no se observó efecto en la eliminación del NO3
-. 

En suelos con metil paratión, el acetileno y cloranfenicol no tuvieron efecto 

significativo en la eliminación de NO3
- y en la concentración de NO2

-; no obstante, 

en suelos sin plaguicida sí se incrementó la concentración de NO2
- con acetileno + 

cloranfenicol, en comparación con los otros tratamientos. El acetileno aumentó las 

emisiones de N2O independientemente de la aplicación de metil paratión y/o 

cloranfenicol. 

 

Los resultados del análisis de diversidad del 16S rDNA no mostraron diferencias 

significativas entre las comunidades bacterianas en suelos con y sin metil paratión. 

Sin embargo, el análisis con el gen funcional nosZ sí reveló variaciones en la 

estructura bacteriana.  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 xv 

Abstract 
 

 

The Chinampas are raised garden beds used for agriculture in the southeastern 

part of the valley of Mexico since pre-Hispanic times. In modern times, large 

amounts of pesticides such as methylparathion, have been used with an unknown 

effect on soil processes, such as denitrification. Denitrification is a respiratory 

anaerobic process where nitrogen compounds are oxidized into alternative energy 

through the use of alternative nitrogen acceptors. This process consists in the 

reduction of nitrate (NO3
-) to dinitrogen (N2) by releasing nitric oxide gas (NO) 

and nitrous oxide (N2O), which are intermediate products that have a huge impact 

on air pollution. The first step in reducing NO3
- to nitrite (NO2

-) is catalyzed by a 

nitrate reductase, NO2
- is converted into NO by a nitrite reductase, NO is modified 

into nitric oxide through the action of a N2O reductase and finally N2O is 

converted into N2  by a nitrous oxide reductase. 

 

To understand how the methylparathion affects the process of denitrification in the 

soil microcosmos of a chinampa several treatments with and without methyl 

parathion (at field concentrations) were assayed, using NO3
- to start the 

denitrification pathway. The treatments investigated were:  negative control 

(where only water was added), added chloramphenicol (to inhibit de novo synthesis 

of enzymes), added acetylene (to inhibit N2O reduction to N2) and an added 

chloramphenicol + acetylene mixture. DNA was extracted from each of these 

treatments and the 16S rDNA and nosZ (codifying the nitrous oxide reductase 

enzyme) genes were amplified. These amplifications were run in a denaturing 

gradient electrophoresis and then sequenced. 

 

These experiments revealed that the soil with methyl parathion showed a 

significant increase in the concentration of NO2
-, while NO3

- N2O and N2 emissions 

decreased. Also, the analysis of the 16S rDNA and nosZ genes showed that the γ-

Proteobacteria phylotypes were constant and predominant across all times and 

treatments investigated, suggesting that this bacterial group is directly responsible 

for the N dynamics observed in this study.  

 

Regard to the kinetics of the anaerobic denitrification process, the observed NO2
- 

concentration was greater when the soil analyzed had less than 7 days of aerobic 

incubation, while there was no effect on the elimination of NO3
-. In soils with 
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methyl parathion, the acetylene and chloramphenicol treatments had no significant 

effect on the removal of NO3
- and NO2

-concentration, however, in soils without 

this pesticide the concentration of NO2
- did increase in the acetylene + 

chloramphenicol assay in comparison with other treatments. The use of Acetylene 

increased N2O emissions regardless of the application of methyl parathion and / 

or chloramphenicol. 

 

The results of the analysis of the 16S rDNA diversity showed no significant 

differences between bacterial communities in soils with and without methyl 

parathion. However, the functional gene analysis nosZ did reveal variations in 

bacterial structure. 
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I. NTRODUCCIÓN 

MARCO TEÓRICO  
 

 

1.1 La zona de Xochimilco  

 

1.1.1 Historia de Xochimilco y sus chinampas 

 

El origen geológico de la cuenca de Xochimilco es de formación local y regional, 

corresponde a las cuencas endorreicas del Terciario y Cuaternario en el Eje 

Neovolcánico Transmexicano (Ramos-Bello et al., 2001). La actividad volcánica de 

este sitio, hace aproximadamente 700,000 años, obstruyó el drenaje de la cuenca de 

México y favoreció la formación de varios lagos (Fig. 1), de los cuales en la 

actualidad sólo quedan restos de lo que fuera el Lago de Xochimilco, el cual se 

localiza en la zona que aún conserva el nombre (Zlonik, 2003). La palabra 

Xochimilco tiene origen náhuatl y significa “terreno cultivado de flores”, viene del 

figurativo xóchitl que es flor, repetido sobre el simbólico milli que es campo 

cultivado (Séjourné, 1990).  

 

 

 
 

FIGURA 1. Mural de L. Covarrubias 

Recreación de la gran Tenochtitlan, antes de la llegada de los conquistadores españoles en 1519.  
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Los primeros habitantes alrededor del lago de Xochimilco formaban parte del 

grupo de los chichimecas, los cuales fueron pueblos cazadores y recolectores. 

Posteriormente llegó y se estableció una tribu nahuatlaca denominada “los 

xochimilcas” (Zlonik, 2003). Este grupo indígena tuvo con el tiempo un aumento 

en su crecimiento poblacional, lo que provocó una mayor demanda en su 

producción agrícola. Este hecho los enfrentó a una fuerte presión geográfica, ya 

que al encontrarse rodeados por una gran superficie cubierta por agua su terreno 

agrícola no era suficiente. Esta problemática causó que surgiera como estrategia un 

sistema que permitiera la extensión de suelo de producción agrícola dentro de un 

ambiente lacustre (Espinosa y Mazari-Hiriart, 2006). La situación antes descrita dio 

origen a lo que actualmente llamamos chinampas (Fig. 2). Este nombre viene del 

náhuatl chinamitl que significa seto o cerca de cañas.  

 

 
 

FIGURA 2. Representación de los orígenes de las chinampas. 

 

Las chinampas son  parcelas que fueron constituidas por elementos disponibles en 

el ambiente, como lodo y plantas acuáticas. Para definir sus bordes se utilizaron 

cañas entretejidas y ahuejotes (nombre científico Salix bonpladiana, miembro de la 

familia Salicaceae). Estos últimos son un tipo de sauce, cuyas raíces se afianzaron a 

la estructura primaria de las cañas, entrelazándose entre sí en el fondo de los 
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canales y formaron una “estructura” uniforme que impidió que los bordes se 

desmoronaran fácilmente (Stephan-Otto y Zlotnik, 2001).  

 

El origen antropogénico causó que los suelos fueran profundos y discontinuos, 

algunos autores los han clasificado como antrosoles (INECOL, 2002). Sobre este 

tipo de suelo, los indígenas desarrollaron un sistema de agricultura que se ha 

mantenido hasta nuestros días. Este consiste básicamente en realizar los cultivos en 

sedimentos que los chinamperos toman del fondo de los  canales, posteriormente 

se aplican sobre las chinampas y los cultivos se mantienen con riego constante  

(Stephan-Otto y Zlotnik, 2001). 

 

Este tipo de sistema de cultivo se originó desde el siglo X y tuvo su auge en los 

siglos XIV y XV, contribuyendo al desarrollo de la gran Tenochtitlán en el valle de 

de México (Rojas, 1995). Posterior a la conquista española (1519-1521), la zona 

chinampera se vio progresivamente reducida. Sin embargo, logró sobrevivir 

gracias a que los españoles apreciaron que era un sistema eficiente para satisfacer 

al mercado urbano existente, inclusive se convirtió en la principal fuente 

abastecedora de vegetales y flores de la capital del Virreinato. Otros factores que 

permitieron mantener el sistema chinampero fue que los españoles nunca lograron 

intervenir completamente en la zona de concentración al sur de la ciudad (Gibson, 

1964; Cordero, 2007).  

 

1.1.2 Las chinampas de Xochimilco y su situación actual 

 

Actualmente, Xochimilco conforma una de las 16 delegaciones del Distrito Federal. 

El clima es templado, con variaciones de humedad. La precipitación es de 970 mm 

anuales, concentrada de junio a octubre, y la temperatura media anual es de 16°C, 

con extremos de 9°C y 33°C (Ramos-Bello et al., 2001). Esta delegación tiene una 

superficie total de 12, 517 ha y el 80% (10,012 ha) es área ecológica compuesta por 

aproximadamente 189 km de extensión de canales acuáticos (Gaceta Oficial del 

Distrito Federal, 2005). La zona ecológica está ubicada al nor-poniente de la 

delegación Xochimilco y se caracteriza por la presencia de las chinampas, las 

cuales se han mantenido hasta nuestros días como un arreglo particular de islotes 

de cultivo rodeados por el canal de Xochimilco. El sistema chinampero ha 

permitido la conservación de especies endémicas: se han descrito 139 especies de 

vertebrados, 69 plantas vasculares, más de 200 especies de algas y 212 especies de 

aves acuáticas y terrestres (Espinosa, 2008).  
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Además de su importancia agrícola y ecológica, las chinampas son consideradas 

zona turística, debido a que tradicionalmente los canales han sido navegables y 

permiten la observación de la producción hidroagrícola (Gaceta Oficial del D. F., 

2005). El 11 de diciembre de 1987, la UNESCO las declaró Patrimonio de la 

Humanidad y posteriormente, el 7 de mayo de 1992, se estableció como zona 

prioritaria de preservación y conservación del equilibrio ecológico, siendo 

declarada como Área Natural Protegida bajo la categoría de zona sujeta a 

conservación ecológica, la superficie que comprende esta declaratoria son los 

Ejidos de Xochimilco y de San Gregorio (Diario Oficial de la Federación, 1992). La 

zona chinampera está catalogada dentro de los 112 humedales del país (RAMSAR, 

2002).  

 

La producción agrícola en las chinampas ha variado a través de los siglos, sin 

embargo los cultivos nativos mesoamericanos que se han mantenido son: alegría, 

amaranto, chayote, chía, chiles, chilacayote, ejote, flor de muerto (o cempasúchil), 

frijol, hierbas de olor, maíz (aunque está casi extinto) y quelites. Existen otros 

cultivos, como las hortalizas y hierbas de olor, que fueron introducidos al sistema 

chinampero por los españoles durante la colonia. De estos, actualmente se 

producen: acelga, ajo, alcachofa, albahaca, apio, betabel, brócoli, cebolla, coliflor, 

cilantro, col, col de Bruselas, espinaca, hierbabuena, lechuga, manzanilla, nabo, 

pepino, perejil, poro, rábano, romero, ruda, verdolaga y zanahoria. Las chinampas 

siempre se han caracterizado por la presencia de una gran cantidad de flores y en 

la actualidad en estas se pueden encontrar especies nativas e introducidas como 

son: alhelí, alcatraz, aretillo, cempasúchil, crisantemo chícharo, dalia, espuela de 

caballero, imperial, nube, nardo, pensamiento, pincel, violeta, etc. (Rojas, 1982; 

Ramos-Bello et al., 2001). Estos productos se comercializan principalmente en los 

mercados locales y en la Central de Abastos de la Ciudad de México. Sin embargo, 

algunas hortalizas se venden en Yucatán y Quintana Roo (SAGARPA-DF, 2003). 

 

Las chinampas de Xochimilco tienen una gran importancia en diferentes ámbitos, 

pero presentan un gran deterioro ambiental (UNESCO, 2008) provocado por: 1) la 

introducción de especies exóticas (como el lirio), que han afectado la diversidad 

endémica, 2) la sobreexplotación de recursos faunísticos y florísticos, 3) el agua que 

abastece a las chinampas es alimentada por plantas de tratamiento de agua 

residual localizadas en el Cerro de la Estrella (Sandoval, 2003), 4) los asentamientos 

irregulares que carecen de sistema de drenaje han propiciado la descarga de aguas 

crudas directamente a los canales, 5) los tiraderos a cielo abierto localizados 

principalmente en cañadas y cauces de arroyos, depósitos clandestinos que 

http://es.wikipedia.org/wiki/Patrimonio_de_la_Humanidad
http://es.wikipedia.org/wiki/Patrimonio_de_la_Humanidad
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provocan la formación de lixiviados tóxicos que permanecen en el subsuelo y que, 

eventualmente, son arrastrados por las precipitaciones hasta las planicies de las 

chinampas (Gaceta Oficial del Distrito Federal, 2005). Estas problemáticas han 

repercutido de manera directa en el sistema chinampero y han provocado que el 

agua esté contaminada por metales pesados, formas químicas de nitrógeno (N) y 

fósforo (P), agentes biológicos como virus, bacterias patógenas y parásitos, 

rebasando los límites establecidos por las Normas Oficiales Mexicanas 

correspondientes (Espinosa y Mazari-Hiriart, 2006).  

 

Las chinampas de Xochimilco tienen un alto contenido de materia orgánica 

(Ramos-Bello et al., 2001; Blanco-Jarvio et al., 2011), lo cual supondría que no es 

requerida la aplicación suplementaria de fertilizantes. Sin embargo, los 

productores han hecho uso de fertilizantes y plaguicidas en sus cultivos, con el 

objetivo de un mayor rendimiento en los mismos (Espinosa y Mazari-Hiriart, 

2006). 
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1.2 Plaguicidas 

 

1.2.1 Generalidades  

 

Los plaguicidas son compuestos químicos desarrollados con el propósito de 

eliminar, controlar o detener el crecimiento de cualquier tipo de plaga. En la 

agricultura se utilizan herbicidas, insecticidas, fungicidas, nematocidas y 

rodenticidas (Ongley, 1997). Los plaguicidas se utilizan ampliamente a nivel 

mundial. Se prevé que el uso de estos químicos aumente globalmente 2.7 veces 

durante los próximos 50 años, lo que  equivaldrá  a 10.1x106 toneladas métricas 

anuales (Kinney et al., 2005). 

 

La fumigación con plaguicidas en la agricultura es una práctica en la cual se usan 

varias combinaciones químicas para reducir la amenaza de los insectos, malas 

hierbas y enfermedades de plantas y, por lo tanto, mejorar en términos de 

producción las cosechas. Existen diversas familias químicas, entre ellas, están los 

organofosforados que son compuestos de baja persistencia en el ambiente, pero, 

presentan una toxicidad muy alta (Kanekar 2004; Sánchez et al., 2004; 

CICOPLAFEST, 2008). En las chinampas de Xochimilco y otros lugares de México 

los más utilizados son: paratión, malatión, metil paratión, clorpirifos y diazinón, 

los cuales pertenecen a la familia de los organosfosforados. Este tipo de 

plaguicidas tienen alrededor del 38% del mercado mundial (Digrak y Kazanici, 

1999; Kanekar, 2004; CICOPLAFEST 2006; Yang et al., 2007).  

 

Se ha planteado que para el funcionamiento óptimo de un plaguicida éste debería 

atacar su especie blanco y rápidamente convertirse en compuestos no dañinos, 

tales como carbono y agua (Johnsen et al., 2001). Sin embargo, esto no sucede y su 

acumulación en el suelo y dispersión en el ambiente depende en gran medida de 

las propiedades físicas, químicas y biológicas del agroecosistema (Sánchez et al., 

2004). Si bien el uso de plaguicidas es una actividad antropogénica inevitable, ya 

que proveen protección a los agricultores en la inversión de semillas, fertilizantes, 

irrigación y mano de obra contra las plagas, su utilización ha causado efectos 

biológicos adversos a corto y largo plazo (Kanekar, 2004). Los plaguicidas tienen 

diferentes tipos de repercusión y efectos ecológicos, dependiendo de su fórmula 

química, concentración y sitio de aplicación: en los organismos vivos, en la 
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superficie terrestre y en el agua (Ongley, 1997). Por ello, están incluidos entre los 

microcontaminantes orgánicos. 

 

Los efectos de los plaguicidas sobre las comunidades microbianas del suelo y en la 

actividad de éstas han sido poco estudiados. Sin embargo, se ha observado que en 

suelos de zonas templadas y perturbados químicamente la diversidad microbiana 

disminuye (Girvan et al., 2005). También existe evidencia de degradación del 

plaguicida, después de un uso repetido en el suelo (Spokas et al., 2006).  

 

 

   1.2.2 Metil paratión 

 

El metil paratión u O,O-dimethyl O-4 nitrophenil phosphoratioato es un pesticida 

organofosforado de contacto e ingestión, con un enlace P=S y se clasifica como 

extremadamente tóxico para vertebrados, principalmente para mamíferos y aves, 

con una dosis letal media (DL50) de 6 a 24 mg/kg en roedores (Isbister et al., 2007). 

En México se utiliza para más de 70 tipos de cultivos, incluyendo vegetales, 

frutales y cereales. Debido a su baja persistencia en el ambiente es muy utilizado 

en la agricultura (CICOPLAFEST, 2006).  

 

El uso de plaguicidas como el metil paratión puede proporcionar sustratos de 

carbono (C) y nitrógeno (N) a los microorganismos del suelo, debido a que al ser 

compuestos químicos sintéticos (xenobióticos) pueden ser susceptibles a ataques 

microbianos (Madigan et al., 2004). No obstante, cuando la degradación de la 

molécula es sólo parcial, el subproducto microbiano puede ser, en algunas 

ocasiones, aún más tóxico que el compuesto químico original (Bollag, 1980; 

Madigan et al., 2004).  

 

Algunos microorganismos pueden degradar el metil paratión mediante tres 

diferentes procesos aeróbicos: hidrólisis, oxidación y reducción, este último 

también se puede realizar en ambientes anóxicos (Singh y Walker, 2006; Yang et al. 

2007).  

 

La hidrólisis o/y oxidación del metilparatión da origen al p-nitrofenol y al 

dialquiltiofosfato. El primero se reduce hasta ácido 3-oxoadípico, el cual se puede 

degradar hasta CO2 mediante su incorporación al ciclo de Krebs (Singh y Walker, 

2006). Este proceso de degradación del plaguicida se ha sido reportado en 
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Pseudomonas, Serratia y Flavobacterium, las cuales utilizan el p-nitrofenol como 

fuente de carbono y de fósforo (Pakala et al., 2007).  

 

Cuando existen niveles muy bajos de oxígeno, el grupo nitro del metil paratión se 

reduce a un grupo amino por una nitroreductasa, formando una molécula 

denominada aminoparatión, el cual se puede ser hidrolizar a p-aminofenol y 

después a p-benzoquinona (Singh y Walker, 2006). En la actualidad se sabe que 

bacterias del género Bacillus pueden realizar este proceso en condiciones de 

anaerobiosis (Yang et al., 2007).  

 

Otros microorganismos menos estudiados pero reportados en la degradación del 

metil paratión son bacterias desnitrificantes como Pseudamnibacter, Achromobacter, 

Brucella, Ochrobactrum y Serratia. (Kanekar et al., 2004; Zhang et al., 2005). Aunque 

la biodegradación de plaguicidas organofosforados en el suelo se ha reportado 

ampliamente, no lo ha sido tanto los efectos de éstos sobre los microorganismos 

del suelo (Digrak y Kazanici, 2001), como por ejemplo sobre las poblaciones 

desnitrificantes. 
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1.3  Desnitrificación 

 

1.3.1 Generalidades del ciclo del N 

 

Los ecosistemas tienen flujos de reciclaje conjuntos entre los diferentes ciclos 

biogeoquímicos. Sin embargo, los flujos de entrada y salida son independientes 

(Asner et al., 1997; Baisden y Amundson, 2003). El ciclo del N se desarrolla en 

diferentes estratos de la tierra; su mayor reservorio es en la atmósfera, donde se 

localiza alrededor del 80% (Holland et al., 1999; Madigan et al., 2004). A pesar de su 

abundancia en la atmósfera este elemento puede ser “escaso” en algunos 

ecosistemas.  

La fijación del N requiere de una gran cantidad de energía para romper su triple 

enlace, por lo que sólo un número de organismos relativamente reducido pueden 

hacerlo. En muchos ambientes, la productividad está limitada por el pequeño 

aporte de compuestos de nitrógeno combinado, lo que hace muy ventajosa la 

fijación biológica. Es importante resaltar que aunque ésta no es la única forma de 

fijación (ya que también existen la lumínica, por combustión, volcánica y 

antropogénica) sí es de las más importantes en términos de abundancia (Madigan 

et al., 2004). Durante su ciclo, el N se recicla, en su mayoría en formas más 

fácilmente disponibles, como amoníaco y nitrato. El ciclo del N consiste en  una 

serie de reacciones redox en las que está involucrado el metabolismo energético de 

una gran cantidad de microorganismos. Muchas de estas reacciones se llevan a 

cabo por enzimas específicas, lo cual ha permitido el estudio de procesos 

microbianos como la asimilación de nitrato, la reducción disimilatoria de nitrato y 

la fijación de N (Zehr y Ward, 2002).  

 

 

1.3.2 Proceso de desnitrificación  

 

 

La desnitrificación constituye uno de las principales proceso del ciclo global del N. 

Es un proceso respiratorio en el cual los compuestos del N se oxidan y son usados 

aceptores alternativos de N para la producción de energía, bajo condiciones 

limitadas de oxígeno. Este proceso es el principal mecanismo por el cual el N del 

suelo y agua regresa a la atmósfera en su forma molecular (N2), completando el 
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ciclo (Rice, C.W. y Tiedje J. M. (1989); Zumft, 1997). La desnitrificación es un paso 

de reducción de nitrato (NO3
-) a dinitrógeno (N2) mediante la liberación de gases 

de óxido nítrico (NO) y óxido nitroso (N2O) (Conrad, 1996). El óxido nítrico y el 

óxido nitroso, productos intermediarios de la desnitrificación, tienen un enorme 

impacto sobre la contaminación atmosférica (Bange, 2000). 

 

Estudios genéticos y bioquímicos han identificado siete enzimas capaces de 

catalizar los cuatro pasos de la vía de desnitrificación (Fig. 3).  

 

 
FIGURA 3. Ruta de desnitrificación 

Esquema que representa, en la parte superior, los compuestos que se forman a partir de la 
reducción del NO3

- , mediante la acción de diversas enzimas, representadas en las cajas azules. En 
los círculos inferiores se muestran los genes que codifican para la subunidad catalítica de las 
enzimas en cuestión.  

 
Nitrato reductasa. La reducción en procariotas de NO3

- a NO2
- puede ser llevada a 

cabo con tres propósitos y por tres distintas nitrato reductasas (Warnecke-Eberz y 

Friedrich, 1992).  

 

La enzima nitrato reductasa citoplasmática asimilatoria (Nas) tiene una función, 

como su nombre lo indica, de asimilación y se localiza en el citoplasma. Las 

bacterias utilizan el NO3
- para su crecimiento vía la reducción asimilatoria a NO2

-, 

el cual posteriormente se reduce a amonio (NH4
+) para la formación de 

aminoácidos y proteínas. Se pueden identificar dos tipos de Nas, uno dependiente 

del NADH y constituido por dos subunidades codificadas por los genes nasA y 

nasC; el segundo depende de la ferredoxina o la flavodoxina y está constituido por 
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una única subunidad. En ambos casos contienen un cofactor de molibdeno (MGD) 

y un N-terminal de hierro-sulfuro (Moreno-Vivián et al., 1999).  

 

La nitrato reductasa de membrana (Nar) actúa en la respiración anaeróbica de 

nitrato, la conforman tres subunidades, la subunidad α catalítica (NarG) con un 

cofactor MGD, la subunidad soluble β (NarH) y la subunidad γ (Nar I). Las 

subunidades α y β se asocian en el citoplasma y se unen a la subunidad γ mediante 

un dominio transmembranal presente en su región C-terminal (Blasco et al., 1989; 

Moreno-Vivián et al., 1999). Los genes narG, narH y narI codifican las distintas 

subunidades; además de éstos también participa el gen narJ, que codifica una 

chaperona necesaria implicada en el proceso de maduración de la enzima (Blasco 

et al., 1989 y 1998).  

 

La nitrato reductasa respiratoria periplasmática (Nap), a diferencia de Nar, puede 

expresarse en presencia de oxígeno. La enzima Nap son heterodímeros formados 

por una subunidad catalítica (NapA) y un citocromo c con dos grupos hemo 

(NapB), codificadas por los genes napA y napB, respectivamente. En las 

subunidades estructurales, se ha identificado a la proteína NapC, que es otro 

citocromo c, con cuatro grupos hemo, unido a la membrana. La proteína NapC es 

la encargada de transferir electrones a la subunidad NapB (Moreno-Vivián et al., 

1999).  

 

Nitrito reductasa. La generación del NO a partir de la reducción del NO2
- es 

catalizada por dos tipos de nitrito reductasas periplasmáticas, que se 

encuentran en bacterias desnitrificantes (sin embargo, no en la misma célula). Estas 

enzimas no tienen ninguna relación estructural ni evolutiva (Zumft, 1997). Un tipo 

es la enzima NirS tipo cd1, que es un homodímero soluble; cada subunidad 

presenta un dominio de unión a un grupo hemo c y a un hemo d1, por lo que la 

proteína dimérica nativa lleva cuatro átomos de metal en su centro (Moura y 

Moura, 2001). El otro tipo es la enzima homotrimérica NirK tipo cobre, que ha sido 

subdividida en las categorías verde y azul, dependiendo de sus propiedades de 

absorbencia. Además, estas proteínas contienen dos tipos de centro de cobre, que 

están involucrados en la transferencia de electrones y catálisis. Cada monómero se 

compone de dos dominios (I y II) que se conectan, de forma que cada dominio I 

interacciona con el dominio II adyacente (Moura y Moura, 2001). De acuerdo con 

esto, la enzima contiene tres centros de cobre tipo I, los cuales están implicados en 

la transferencia de electrones desde un donador al sitio activo de la enzima y tres 

centros de cobre tipo II, que forman el sitio activo (Zumft, 1997; Bueno, 2008). Los 
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genes nirK y nirS codifican respectivamente para estos dos tipos de nitrito 

reductasas (Zumft, 1997).  

 

Oxido nítrico reductasa. El NO pasa a N2O mediante la óxido nítrico reductasa 

(Nor). Esta enzima se encuentra unida a la membrana y contiene dos subunidades, 

una pequeña de citocromo c y otra más grande de citocromo b (Moura y Moura, 

2001). Existen dos tipos de Nor, las que reciben electrones de citocromo c se 

denominan cNor y las que reciben electrones de una quinona son qNor (Suzuki et 

al., 2006). 

 

Oxido nitroso reductasa. El último paso de reducción es catalizado por la óxido 

nitroso reductasa (Nos) que es codificada por el gen nosZ (Hochstein y Tomlinson, 

1988; Zumft, 1997; Philippot y Hallin, 2006). Esta enzima es un homodímero, 

compuesto por dos subunidades que contiene cobre en su centro activo y está 

localizada en el periplasma (Moura y Moura, 2001). 

  

 

1.3.3 Diversidad natural desnitrificante 

 

La capacidad de los organismos para la desnitrificación ha sido observada en 

diversos géneros de bacterias, arqueobacterias y hongos, distribuidos en una gran 

cantidad de hábitats (ver tablas 1 y 2) (Noredal et al., 2004). La bioquímica de la 

reducción desasimiladora de nitratos se ha estudiado en detalle en diversos 

microorganismos, entre ellos Escherichia coli, donde no se lleva el proceso completo 

y el nitrato es reducido sólo a nitrito (Zumft, 1997; Madigan et al., 2004). No se 

tienen aún tantos estudios en  hongos, pero actualmente se sabe que Fusarium, 

Giberella, Trichoderma, Cylindrocarpon, Chaetomium, Penicillium, Aspergillus y 

Hansenula contienen especies desnitrificantes (Zumft, 1997).  

 

Tabla 1. Arqueobacterias desnitrificantes 

 

Phylum Género Descripción Hábitat 
 

Euryarchaeota 

Halobacterium 

Haloferax 

Natronobacterium 

 

 

Organótrofas y 

halófilas 

 

Aguas hipersalinas 

 

Crenarchaeota Pyrobaculum Hipertermófilos Manantiales y zonas profundas 

submarinas 
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Tabla 2. Bacterias desnitrificantesa 

Phylum Subdivisiónb Género Habitat 
Gram positivas  Bacillus Suelos 
Proteobacteria α Agrobacterium Suelos  
Proteobacteria α Alcaligenes Suelos y aguas 
Proteobacteria α Azospirillum Suelos 
Proteobacteria α Blastobacter Aguas 
Proteobacteria α Bradyrhizovium Suelos 
Proteobacteria α Hyphomicrobium Suelos 
Proteobacteria α Nitrobacter Suelos, agua dulce y mar 
Proteobacteria α Ochrobactrum Suelos, raíces 
Proteobacteria α Paracoccus Suelos y aguas 
Proteobacteria α Rhodobacter Suelos 
Proteobacteria α Rhodopseudomonas Suelos 
Proteobacteria α Rhodoplanes Suelos 
Proteobacteria α Sinorhizobium Suelos 
Proteobacteria β Achromobacter Aguas 
Proteobacteria β Aquaspirillum Suelos y aguas encharcada 
Proteobacteria β Azoarcus Suelos 
Proteobacteria β Chromobacterium Suelos, aguas y alimentos 
Proteobacteria β Eikenella Infecciosac  
Proteobacteria β Huphomicrobium Suelos 
Proteobacteria β Kingella Infecciosac 
Proteobacteria β Neisseria Infecciosac 
Proteobacteria β Nitrosomonas Suelos, agua dulce y 

residual 
Proteobacteria β Ralstonia Suelos 
Proteobacteria β Thermothrix Aguas 
Proteobacteria γ Alteromonas  
Proteobacteria γ Beggiatoa Crecen en medios 

orgánicos 
Proteobacteria γ Escherichia coli Agua encharcada 
Proteobacteria γ Halomonas Aguas profundas  
Proteobacteria γ Moraxella  
Proteobacteria γ Morococcus  
Proteobacteria γ Pseudomonas Suelos 
Proteobacteria γ Oligella  
Proteobacteria γ Thiobacillus Crecen en medios 

orgánicos 
Proteobacteria γ Thioploca Crecen en medios 

orgánicos 
Proteobacteria ε Campylobacter  
Flavobacterium  Flavobacterium Suelos y agua 
Flavobacterium  Empedobacter Suelos y agua 
Sphingobacteria  Cytophaga Suelos y agua 
Sphnigobacteria  Flexibacter Suelos y agua 
Sphingobacteria  Sphingobacterium Aguas 

Aquifex  Aquifex Volcanes 
a Madigan et al., 2004 
b Se refiere a grupo filogenético para el phylum Proteobacteria 
c Bacterias patógenas que pueden afectar a los animales 
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Las reacciones de desnitrificación son llevadas a cabo por una heterogénea 

variedad filogenética de microorganismos. Se ha observado que bacterias 

filogenéticamente cercanas no necesariamente comparten la característica de 

desnitrificar; y cuando lo hacen, sus vías desnitrificantes pueden ser diferente 

(Tiedje, 1989; Jones et al., 2008). Sin embargo, capacidades similares se pueden 

encontrar en bacterias no relacionadas filogenéticamente, por lo que las bacterias 

desnitrificantes son metabólica y filogenéticamente diversas (Delorme et al., 2003; 

Madigan et al., 2004). Lo anterior sugiere que los genes de desnitrificación se han 

sido perdido y heredado durante la evolución, indicando que la capacidad de 

desnitrificar ha sido consecuencia en muchos organismos de una transferencia 

horizontal (Jones et al., 2008).   

 

 

1.3.4 Factores determinantes de los procesos de 
desnitrificación en suelos. 
 

En el caso de la desnitrificación por actividad bacteriana en suelos, los procesos 

están fuertemente influenciados por las condiciones climáticas y las características 

físico-químicas prevalecientes (Coyne et al., 2000; Wallestein et al., 2006; Sahrawat, 

2008). Las chinampas de Xochimilco constituyen un “suelo” agrícola, cuyos 

factores determinantes en los procesos antes mencionados interactúan como un 

sistema abierto, dinámico y complejo que se debe tomar en cuenta en su conjunto 

(Fig. 4).  

 

Agregación y humedad. La agregación del suelo es fundamental ya que es la 

responsable de la fijación de agentes y distribución del C y N (Six et al., 2000; 

Bronick y Lal, 2004; Wei et al., 2006). Los suelos están formados a partir de la 

combinación de partículas minerales con substancias orgánicas e inorgánicas (Wei 

et al., 2006), que crean una compleja dinámica de agregación que provoca una 

diferencia entre la disponibilidad o accesibilidad al sustrato (en este caso NO3
- para 

la desnitrificación); esto es crucial para las bacterias (Sahrawat, 2008). La 

agregación del suelo influencia las variaciones en la concentración de oxígeno y 

humedad, debido a que ambas pueden ocupar espacios en los poros del suelo 

afectando de manera puntual el funcionamiento de los microorganismos, debido al 

requerimiento de ambientes aerobios y/o anaerobios para desarrollarse (Hansen, 

2000; Six et al., 2000; Bronick y Lal, 2004; Wei et al., 2006). Las chinampas de 

Xochimilco son sitios donde los cultivos son mantenidos, casi en su totalidad, con 
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riego constante, lo cual podría favorecer de manera global los procesos 

anaeróbicos. 

 

 
FIGURA 4. Factores determinantes en el proceso de desnitrificación 

En este esquema se representan con círculos de color verde los factores determinantes para el inicio de la 
desnitrificación. Este proceso se lleva a cabo por diversos microorganismos, que a su vez están influenciados 
por diversos factores (indicados en los óvalos rojos), M.O. se refiere a materia orgánica. En la caja de color 
verde se indican las condiciones del suelo que influyen en la disponibilidad de oxígeno (anaerobiosis). 

 
 

Textura. Es la proporción de los tamaños de los grupos de partículas que lo 

constituyen. Esta propiedad ayuda a determinar la facilidad de abastecimiento de 

los nutrientes, agua y aire (Six et al., 2000). 

 

Temperatura. Es un factor ambiental que puede afectar los procesos de los 

microorganismos. Diversos estudios han demostrado que los niveles de 

desnitrificación pueden variar en función de la temperatura asociada directamente 

con el clima. Un ejemplo de esto son los suelos tropicales, donde los procesos de 

desnitrificación son más altos en comparación con regiones templadas con rango 

de temperatura menor. La temperatura óptima en cultivos puros de bacterias 

desnitrificantes ha sido reportada dentro de la condición mesófila, con un intervalo 

de 25° a 35°C (Saad y Conrad, 1993; Pfenning y McMahon, 1997; Sahrawat, 2008),  



  1.  INTRODUCCIÓN
 

 
16 

Interacciones entre especies. Otros factores que afectan la diversidad y 

distribución de los microorganismos a diferentes escalas son interacciones de tipo 

selectivo u obligado, por ejemplo, la relación e interacción trófica entre las especies 

(como mutualismo y depredación), mediadas por los microorganismo  claves o 

dominantes, lo que puede llevar a cambios sustanciales en la diversidad de la 

microbiota (Anderson, 1975; Hooper et al., 2000, Coleman y Whitman, 2005). 

 

Materia orgánica. La acumulación de materia orgánica en el suelo es la principal 

fuente de energía para los microorganismos, debido a que es el principal aporte de 

nutrientes (Six et al., 2000; Bronick y Lal, 2004; Wei et al., 2006). La disponibilidad 

de los electrones de los compuestos con C es uno de los principales factores que 

controlan la actividad de los organismos heterótrofos, que comprenden la mayoría 

de los microorganismos desnitrificantes (Knowles, 1982), mientras que para la 

nitrificación existen pocos heterótrofos reportados que la lleven a cabo (Sahrawat, 

2008).  

 

Oxígeno. La desnitrificación es activada con una concentración cero de oxígeno 

disuelto, y en este proceso el nitrato es usado como aceptor para las reacciones de 

desnitrificación (Knowles, 1982; Pochana y Keller, 1999). Se han hecho estudios que 

indican que en algunos sistemas la actividad del proceso de desnitrificación 

disminuye cuando la concentración de oxígeno disuelta es más alta de 0.2 mg O2/L 

(Pochana y Keller, 1999). Sin embargo, existen bacterias que pueden realizar 

desnitrificación bajo condiciones aerobias: Paracoccus denitrificans reduce NO3
- aún 

en presencia de una concentración saturada de oxígeno. También Pseudomonas sp. 

y Microvirgula aerodenitrificans pueden realizar desnitrificación en condiciones 

aerobias  (Baumann et al., 1996; Patureau et al., 1998; Takaya et al., 2003). 

 

pH. Diversos experimentos han coincidido en que el pH óptimo para el proceso de 

desnitrificación se encuentra entre 7 y 8 (Simek et al., 2002). Las variaciones del pH 

pueden afectar a la composición de las comunidades desnitrificantes en suelos 

(Deiglmayr et al., 2004). Es complicado que se tenga el pH óptimo para los procesos 

de desnitrificación, ya que éste varía en función de los diferentes tipos de suelo. Sin 

embargo, las poblaciones desnitrificantes pueden tener un amortiguamiento y 

adaptarse y prevalecer sobre el pH óptimo  (Shammas, 1986; Simek et al., 2002).  

 

Fertilizante y plaguicidas: en la actualidad, las actividades antropogénicas (como 

el uso de fertilizantes) han aumentado las emisiones de oxido nitroso a la 

atmósfera, debido a que proporcionan e incrementan la disponibilidad de 
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substratos de N y C, favoreciendo de esta manera las vías metabólicas de las 

comunidades bacterianas como la desnitrificación, que contribuyen con cerca del 

70% de la emisión anual del N2O a nivel mundial (Bremner y Blackmer, 1978;; 

Wolsing y Prieme, 2004; Enwall, 2005, Kinney et al., 2005). Es importante resaltar 

que para el caso de plaguicidas los efectos no siempre afectan a la desnitrificación 

de manera positiva, ya que algunos tipos y/o concentraciones lo hacen de manera 

negativa, como ya se explico anteriormente (sección 1.2.2).  

 

 

 

1.4 Gases de efecto invernadero 

 

 
1.4.1 Problemática de la emisión de gases de efecto 

invernadero a la atmósfera 

 

 

La Tierra es un sistema dinámico, en el que los cambios ambientales 

globales han sido parte de su evolución. Existen dos tipos principales de cambios 

globales, 1) los que alteran el equilibrio de las cubiertas de la tierra (atmósfera y 

océanos) y se experimentan globalmente y 2) aquellos que ocurren en sitios 

discretos, pero que se expanden hasta constituir un cambio global (Vitousek, 1992). 

Ejemplos del primer tipo incluyen: cambios en la composición de la atmósfera, 

cambio climático, disminución en la concentración de ozono e incremento en la 

radiación ultravioleta. Mientras, el segundo tipo es ejemplificado por cambios en el 

uso de la tierra, pérdida de diversidad biológica, invasiones biológicas y cambios 

en la química de la atmósfera. 

 

El N2O, es un gas de efecto invernadero y un catalizador natural de la 

degradación de la estratosfera (Henry et al., 2004; Henry et al., 2006; Jones et al., 

2008).El N2O tiene un potencial de calentamiento global de aproximadamente 300 

veces más que el dióxido de carbono (CO2) (Singh et al., 1999). Además, es un 

catalizador natural destructivo del ozono (O3), mediante la generación de oxido 

nítrico (NO) que adelgaza la capa de ozono. Esas dos características hacen que este 

importante gas de efecto invernadero contribuya en un 6% al calentamiento global. 

La producción de N2O en la atmósfera proviene de dos fuentes: suelos y océanos, 
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tanto en forma natural como por el resultado de las actividades humanas (Bange, 

2000).  

 

La concentración atmosférica del N2O se ha incrementado a través de las últimas 

décadas a una tasa anual del 0.2-0.3%, encontrándose actualmente una 

concentración de 330 ppb, aproximadamente (Conrad, 1996). Los suelos agrícolas 

contribuyen con el 80% del N2O total en la atmósfera, siendo por lo tanto la fuente 

antropogénica más importante en la emisión de dicho gas (Koponen et al.,, 2004).  
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ANTECEDENTES  
 

Las chinampas de Xochimilco presentan una seria problemática ambiental, como 

por ejemplo en el uso de suelo, el cual durante los últimos años ha sido sometido a 

una intensiva fumigación química. Los pesticidas son importantes componentes en 

la agricultura moderna (CICOPLAFEST, 2008), aunque en la actualidad existe poca 

información sobre la afectación que causan estos compuestos a los procesos 

bioquímicos del suelo. Sí se sabe que la aplicación de plaguicidas puede generar 

efectos negativos no sólo a los organismos blanco sino también a la actividad y 

diversidad microbiana total del suelo (Johnsen et al, 2001; Locke y Zablotowicz, 

2004; IPCC, 2007).  

 

Algunos estudios de degradación de plaguicidas en suelo después de la 

fumigación indican que la modificación de la microbiota altera potencialmente la 

dinámica de su funcionalidad, esto se puede observar, por ejemplo, en la 

capacidad de las bacterias para la fijación del N (Locke y Zablotowicz, 2004) y/o en 

la producción de gases de efecto invernadero (N2O). El nivel de estas alteraciones 

depende del tipo de plaguicida, concentración, agroecosistema y biota, entre otros 

(Bartha et al., 1967; Tu, 1969; Yeomans, 1985; Snigh, 1999; Kinney et al., 2005).  

 

Aún cuando algunos microorganismos pueden degradar el metil paratión, no 

siempre los sustratos obtenidos son fuentes de energía, y en ocasiones pueden ser 

tóxicos para la microbiota (Errampalli et al., 1999) o inhibidores del crecimiento de 

bacterias desnitrificantes. Se ha reportado que la emisión de N2O por las bacterias 

Xantobacter autotrophicus CECT 7064 y Paracoccus denitrificans ATCC 19367 fueron 

fuertemente inhibidas por varios plaguicidas, entre ellos el metil paratión y aldrin 

(Takaya et al., 2003; Sáez et al., 2005). Por lo tanto, la diversidad y estructura de las 

comunidades microbianas en suelos contaminados puede ser alterada con la 

aplicación de metil paratión (Zhang et al., 2005) causando variaciones en las 

emisiones de N2O a la atmósfera (Spokas y Wang, 2003; Spokas et al., 2003 y 2006).  

La evidencia experimental indica, pues, que existe una alteración en la microbiota 

desnitrificante cuando se adiciona metil paratión. Sin embargo, aún existe poca 

información acerca de cómo estos pesticidas afectan al proceso completo de la 

desnitrificación. 

 

 El proceso microbiano respiratorio de la desnitrificación es fundamental, como ya 

se explicó, y está controlado por diversos factores ambientales, tales como 

contenido de agua, pH, difusión de O2, la concentración de NO3
- y el contenido 
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de materia orgánica del suelo, entre otros. Lo anterior se debe considerar al 

momento de hacer estudios en campo y, por lo tanto, se debe estandarizar en la 

medida de lo posible la metodología (Firestone et al., 1980). La utilización de 

microcosmos permite que al estudiar el efecto del metil paratión en el proceso 

de desnitrificación las condiciones sean controladas. Además se debe considerar 

que los rangos de desnitrificación y las proporciones relativas de los productos 

gaseosos han sido estudiados en el presente trabajo con experimentos en 

condiciones controladas en el laboratorio, utilizando inhibidores específicos. De 

esta manera, se puede determinar la persistencia de las enzimas nitrato, nitrito y 

oxido nitroso reductasas mediante el análisis de las dinámicas de los compuestos 

nitrogenados (Smith y Tiedje, 1979; Deendoven et al., 1994; Murray y Knowles 

1999). Este tipo de estudios proveen un mecanismo en el entendimiento de los 

controles sobre la producción del N2O (Smith y Tiedje, 1979; Murray y Knowles 

1999; Deendoven et al., 1994). Estos inhibidores son el  cloranfenicol y el acetileno 

(C2H2) , el primero es utilizado para evaluar la capacidad de desnitrificación del 

suelo en condiciones anaerobias ya que este inhibe la síntesis de novo de reductasas 

 implicadas en el proceso (Smith y Tiedje, 1979), el segundo compuesto inhibe la 

actividad de la oxido nitroso reductasa, al hacerlo se puede determinar la relación 

de N2O a N2  (Balderstone et al., 1976). El uso combinado de cloranfenicol y C2H2  

en concentraciones específicas permite estudiar la capacidad de desnitrificación del 

suelo en el muestreo (Knowles, 1982; Pell et al., 1996).   

 

En el suelo se encuentra una gran cantidad de microorganismos que son 

fundamentales, sin embargo su estudio es complicado ya que muchos de ellos no 

pueden ser cultivados en el laboratorio. El desarrollo de técnicas moleculares 

basadas principalmente en el análisis del gen 16S rDNA, ha sido la primera 

herramienta en proporcionar una guía para la exploración de la composición y 

estructura de las comunidades bacterianas en diversos ambientes (Noredal et al., 

2004; Philippot y Hallin, 2005).  

 

Actualmente se han realizado diversos estudios de biología molecular que 

reportan el uso de genes desnitrificantes como marcadores moleculares de estos 

microorganismos (Braker et al., 2000). Para realizar estos estudios moleculares en 

primer lugar se realiza una extracción de los ácidos nucléicos (DNA), que 

posteriormente se amplifica mediante la técnica de reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR). Esta técnica es la base para análisis posteriores, como bibliotecas 

y huellas genéticas, las cuales permiten una aproximación importante para los 
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estudios de diversidad y densidad de las comunidades microbianas (Braker et al., 

1998; Hallin y Lindgren, 1999; Philippot y Hallin 2005). 

 

Las técnicas de “huella”, basadas por ejemplo en PCR combinadas con la 

electroforesis en geles de acrilamida con gradiente de temperatura (TGGE) y/o 

desnaturalizantes (DGGE), dan una excelente resolución, ya que los gradientes 

permiten detectar en fragmentos del mismo tamaño las variaciones puntuales en 

las secuencias del DNA (Noredal et al., 2004). Los avances en el conocimiento de la 

estructura de las comunidades bacterianas que ha significado el uso de la biología 

molecular son evidentes pero, sin embargo, es imprescindible ligar con ellos los 

estudios físico-químicos de dinámicas enzimáticas, para tener una integración del 

conocimiento generado en ambas áreas que permita estudiar a las comunidades 

bacterianas desde una perspectiva más completa, integrando la funcionalidad y 

diversidad en dimensiones de espacio-tiempo.  
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JUSTIFICACIÓN  

 

Las chinampas de Xochimilco presentan una problemática ambiental severa. Un 

aspecto que ha recibido menos atención, pero no por eso es menos importante, es 

el uso del suelo, el cual durante los últimos años ha sido sometido a una intensiva 

fumigación con plaguicidas como el metil paratión. Como se mencionó, la 

desnitrificación es el principal proceso responsable de la producción de emisiones 

del N2O, el cual es un importante gas de efecto invernadero y un catalizador 

natural de la destrucción del ozono en la estratosfera. Por lo tanto, es necesario 

realizar estudios relacionados con la producción de N2O como producto del uso de 

plaguicidas, para tratar de mitigar el impacto de este compuesto en el 

calentamiento global de nuestro planeta (el cual está considerado dentro de los 

planes de desarrollo de la Ciudad de México, la cual se ha comprometido a 

alcanzar acuerdos en materia de Cambio Climático). Para ello se considerarán los 

efectos de los plaguicidas en las comunidades microbianas desnitrificantes del 

suelo y en la actividad de éstas, algo poco estudiado hasta la fecha.  

 

Este proyecto plantea una parte de la problemática existente en las chinampas de 

Xochimilco, que es fundamental para integrarla a otros estudios y así plantear 

propuestas tangibles y reales para los habitantes de la región.  

 

Por otro lado, y con el fin de salvaguardar nuestro patrimonio cultural y ambiental, 

se vuelve urgente realizar estudios enfocados a conocer la diversidad de 

microorganismos de los suelos de las chinampas de Xochimilco y como el uso de 

plaguicidas puede tener un efecto sobre ésta.  
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II. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar el efecto del plaguicida organofosforado metil paratión sobre la 

diversidad y actividad de las comunidades microbianas en suelos de las 

chinampas de San Gregorio Atlapulco, en la delegación de Xochimilco, México 

D.F. 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 Determinar las características físico-químicas del sitio de estudio en las 

chinampas de San Gregorio Atlapulco, Xochimilco. 

 

 Evaluar la actividad enzimática mediante la realización de microcosmos con 

y sin metil paratión en una cinética con inhibidores específicos 

(cloranfenicol y C2H2).  

 

 Evaluar las dinámicas de NO3
-, NO2

- , N2O y N2 durante la cinética 

experimental 

 

 Identificar la diversidad microbiana desnitrificante del sitio de estudio 

mediante análisis del gen 16S rDNA y el gen nosZ. 

 

 Determinar la microbiota desnitrificante en diferentes tiempos y 

tratamientos del sitio de estudio mediante técnicas de biología molecular 

(DGGE, secuenciación).  
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III. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

3.1 Área de estudio y muestreo  

 

La chinampa usada como área de estudio pertenece al ejido de San Gregorio 

Atlapulco y mide 150 m de largo por 30 m de ancho. Se localizada a los 19° 15’ 11’ 

de latitud N y 99° 07’ 08’’ de longitud W, y tiene una altitud de 2237 msnm. Su 

siembra anual consiste en algunas variedades de lechuga. En el presente estudio se 

realizaron muestreos compuestos, para lo cual la chinampa se dividió en 3 zonas 

de 50 m × 30 m, las cuales se consideraron réplicas y se nombraron como S1, S2 y 

S3. Posteriormente, cada réplica se subdividió en 9 cuadrantes de 16.5 m × 10 m y 

en cada uno de estos cuadrantes se tomó una muestra de suelo. Las muestras 

tomadas de cada cuadrante fueron mezcladas entre si hasta obtener una muestra 

compuesta para cada réplica S1, S2 y S3 (Fig. 5). Posteriormente se llevaron al 

laboratorio. 

 

 
FIGURA 5. Muestreo compuesto 

Con los colores rojo, azul y amarillo se representan cada una de las réplicas, los óvalos muestran los 9 
cuadrantes de donde se tomaron las muestras.  
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 En el laboratorio, cada una de las muestras compuestas (aproximadamente 12 kg 

por sitio) se dejó al aire libre durante siete días y se tamizó con malla No. 10 (2 

mm). Posteriormente, se realizó la caracterización físico-química por triplicado 

para cada sitio (Tabla 3).  

 

El pH del suelo se midió con un electrodo de vidrio sensible al ion hidrógeno, en 

una suspensión 1:2.5 de suelo-H2O (Thomas, 1996). La conductividad eléctrica 

(CE) se determinó en el extracto de una solución saturada, en la forma descrita 

por Rhoades et al. (1989). Para determinar el CRA, el suelo se saturó de agua y se 

dejó reposar durante la noche permitiendo así que se escurriera el exceso de agua. 

El TOC del suelo se midió con un analizador de carbono orgánico total TOC-

VCSH® de Shimadzu (Canby, Oregon E.U.A). Las concentraciones de NO2
- y NO3

- 

se determinaron de los extractos con K2SO4, mediante un método colorimétrico en 

un analizador automático San Plus System - Skalar®.  

 
 

Tabla 3. Métodos utilizados en la caracterización fisicoquímica del suelo 

 

Análisis Método 

Densidad real Picnómetroa 

Densidad aparente Volumétricoa 

Textura Bouyoucos 

pH Potenciométricoa 

CRA1 Gravimétricoa 

TOC2 Combustión secab 

Nitratos colorimétrico con K2SO4c 

Nitritos colorimétrico con K2SO4 c 

Nitrógeno amoniacal colorimétrico con K2SO4 c 

Nitrógeno total Mediante la técnica Kjeldhald 
1 Capacidad de retención de agua 
2 Carbono Orgánico Total  
a Según la NOM-021-RECNAT-2000 
b Con un analizador Shimadzu® según procedimiento de Nelson y Sommers, 1996 
c Cuantificado en un analizador automático San Plus System-SKALAR® 
d Con concentrados de ácido sulfúrico (H2SO4), sulfato de potasio (K2SO4) y cobre (CuSO4) para 
digerir la muestra. 
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3.2 Incubación aeróbica  

 

Se montaron microcosmos de la siguiente manera: se pesaron 10 g de suelo que 

fueron colocados en botellas serológicas de 60 ml y se ajustó el CRA al 40% (Fig. 6). 

Se obtuvieron 384 microcosmos, que fueron divididos en dos, a la primera mitad 

(192) se le añadió agua destilada (SMP) y al resto (192) agua destilada con metil 

paratión (CMP), con la misma concentración utilizada en el campo (1 ml x lL).  

 

 
 

FIGURA 6. Microcosmos 
Los microcosmos fueron montados y forrados con aluminio para dejarlos en condiciones de osscuridad.  

 
 

Cada microcosmos se colocó en un frasco de 945 ml que contenía un recipiente con 

20 ml de NaOH 1 M, que funcionó para atrapar el CO2 emitido y así evitar una 

excesiva concentración en la atmósfera y en el agua destilada del fondo del frasco. 

Los microcosmos fueron sellados e incubados en oscuridad en condiciones 

aerobias a 22 ± 2°C durante 28 días. En los días 0, 7, 14 y 28 se tomaron de manera 

aleatoria 16 microcosmos de cada sitio (S1, S2 y S3) hasta obtener 48 microcosmos 

CMP y 48 microcosmos SMP, los cuales posteriormente se acondicionaron según 

cuatro tratamientos (se especifican en la parte de incubación anaerobia de la 

metodología). Estos tratamientos permitieron analizar el efecto del metil paratión 

en el proceso de desnitrificación a través del tiempo. 
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3.3 Incubación anaeróbica  

 

El diseño experimental fue complejo y se encuentra esquematizado en la figura 7. 

A 48 sub-muestras de cada condición (24 CMP y 24 SMP) se les añadió una 

solución de NaNO3 3.4 mM, a las 48 sub-muestras restantes (24 CMP y 24 SMP) se 

les añadió una solución de NaNO3 3.4 mM y cloranfenicol 0.22 mM. La 

concentración final fue de 71.4 mgNO3
- N kg-1 y de 100 mg de cloranfenicol kg-1, la 

cual es suficiente para inhibir la síntesis de proteínas, pero no la actividad de las 

enzimas existentes (Murray y Knowles, 1999). Las muestras fueron ajustadas a un 

CRA de 100%, mezcladas homogéneamente para reducir la influencia de la 

difusión del NO3
- a través de la matriz del suelo, y los recipientes fueron cerrados 

con un tapón de goma y, finalmente, sellados herméticamente.  

 

 
 

   
FIGURA 7. Esquema del protocolo experimental 
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Para crear un ambiente anaeróbico, la atmósfera de los microcosmos se desplazó 

con un flujo constante de N2 durante 10 minutos (Dendooven et al., 1994). Una vez 

purgado el aire, se tomaron (de cada condición CMP y SMP) 12 microcosmos con 

el tratamiento de NaNO3 y 12 con NaNO3 + cloranfenicol, a los cuales se les 

extrajeron 10 ml de la atmósfera y se reemplazaron con 10 ml de C2H2 (10% v/v). 

Finalmente se obtuvieron cuatro tratamientos en los microcosmos acondicionados 

de la siguiente manera:  

 

1) 71.4 mg NO3
- N kg-1, denominado CON  

2) 71.4 mg NO3
- N kg-1 + 100 mg de cloranfenicol kg-1, denominado CH  

3) 71.4 mg NO3
- N kg-1 + 10% v/v C2H2, denominado ACE  

4) 71.4 mg NO3
- N kg-1 + 100 mg de cloranfenicol kg-1 + 10% v/v C2H2, 

denominado CHA 

 

En los análisis de las dinámicas de N se tomaron de manera aleatoria tres sub-

muestras de cada tratamiento (CON, CH, ACE y CHA), que contemplaban los tres 

sitios de muestreo, a las 0, 6, 24 y 48 h (Fig. 8). Para determinar la emisión de N2O 

se tomó 1 ml de la atmósfera de cada microcosmos y se midió en un cromatógrafo 

de captura de electrones (ECD). Las concentraciones de N2O obtenidas se 

corrigieron para considerar el gas disuelto en el agua (Moraghan y Buresh, 1977).  

 

Para determinar las concentraciones de NO2
- y NO3

-, éstos se extrajeron 

mediante la adición de 100 ml de K2SO4 0.5 M a cada microcosmos, posteriormente 

se colocaron en un agitador orbital a 180 rpm durante 30 minutos y se filtraron a 

través de papel filtro Whatman® N º 42. Los extractos fueron almacenados a -20 °C 

hasta su análisis. (Dendooven et al., 1994). 

 

 



3. MATERIALES Y MÉTODOS
 

 
29 

 
FIGURA 8. Esquema del muestreo por día 

En el cuadro café se representa el día (n=4), los cuadros verdes son los muestreos cada 0, 6, 24 y 48 h, en 
color morado los tratamientos y finalmente los cuadros azules las réplicas de suelo por cada tratamiento. Son 
48 sub-muestras por cada día de muestreo, que multiplicado por los cuatro días hacen un total de 192 CMP y 
192 S MP muestras sacrificadas.  

Día 0 

 Hora 0 

CON 
S1 
S2 
S3 

CH 
S1 
S2 
S3 

ACE 
S1 
S2 
S3 

CHA 
S1 
S2 
S3 

Hora 6 

CON 
S1 
S2 
S3 

CH 
S1 
S2 
S3 

ACE 
S1 
S2 
S3 

CHA 
S1 
S2 
S3 

Hora 24 

CON 
S1 
S2 
S3 

CH 
S1 
S2 
S3 

ACE 
S1 
S2 
S3 

CHA 
S1 
S2 
S3 

Hora 48 

CON 
S1 
S2 
S3 

CH 
S1 
S2 
S3 

ACE 
S1 
S2 
S3 

CHA 
S1 
S2 
S3 
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 3.4  Análisis químicos 

 

La cantidad de emisión de N2O se determinó con un cromatógrafo de gases 

Agilent 4890D® (Agilent Technologies, Palo Alto, California, E.U.A.) equipado con 

un detector de captura electrónica. Una columna SG-Q (diámetro interior de 

520 micras y 30 m de longitud, Agilent Technologies, Palo Alto, California, E.U.A.) 

fue utilizada para separar el N2O procedente de los otros gases, con una velocidad 

de flujo del gas portador (N2) de 5 ml min-1. Las temperaturas de inyección, 

detección y el horno de la columna se fijaron en 100 °C, 225 ºC y 35 ºC, 

respectivamente. Para el procedimiento se inyectó en el cromatógrafo, con una 

jeringa de vidrio Hamilton® (Reno, Nevada, E.U.A.), una alícuota de 1 ml. 

Posteriormente, para determinar la concentración de N2O se tomó el cálculo que 

integró el equipo del área de los picos de cada inyección comparado con los picos 

de una curva estándar preparada a partir de concentraciones conocidas,  10 y 

100 ppm, de N2O y N2.  

 

 

3.5 Análisis estadístico 

 

Las tasas de emisión de N2O y las tasas de producción de NO2
- y NO3

- se 

calcularon de la siguiente manera. Las emisiones de N2O se iniciaron desde el 

tiempo 0 hasta el total del tiempo transcurrido mediante un modelo de 

regresión lineal que se vio obligado a pasar por el origen, aunque permitiendo 

diferentes pendientes (las tasas de producción)  para cada tratamiento. Este 

enfoque se apoya en consideraciones teóricas, ya que no se produjo N2O en el 

momento cero y el microcosmos tampoco lo contenía debido a que se lavó la 

atmósfera con N2. La medición de producción de NO2
- y NO3

- se consideró en el 

inicio de la cinética mediante un modelo lineal que no se vio obligado a pasar por 

el origen y permitió diferentes pendientes (las tasas de producción) para cada 

tratamiento.  La emisión de N2 se calculó de la siguiente manera. 

 

   
       

 
 

 

Donde A es la emisión de N2O en el suelo modificado con C2H2 y B es la emisión 

de N2O en el control, se multiplicó por 4 y se dividió entre 5, ya que se consideró el 

hecho de que se requiere  un electrón más para reducir el N2O a N2 (Dendooven y 

Anderson, 1995). 
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Las concentraciones de NO3
-, NO2

- y N2O se sometieron a un análisis 

unidireccional de varianza (ANOVA), utilizando PROC GLM (SAS Institute, 1989), 

para probar las diferencias significativas entre los tratamientos con una prueba 

post-hoc de Tukey. Las diferencias significativas entre los tratamientos de NO3
- y 

las tasas de producción de N2O se determinaron utilizando PROC GLM (SAS 

Institute, 1989). Cada punto en las cifras indica el promedio de nueve 

mediciones, es decir, datos de tres parcelas por triplicado (n = 3). 

 

 3.6  Análisis moleculares 

 

De cada réplica de los microcosmos se tomó 1 g de suelo y se hizo una mezcla por 

cada tratamiento y tiempo. De esta muestra compuesta se tomaron 0.25 g de suelo 

y se utilizó el kit de extracción de DNA Ultra Clean Soil DNA isolation kit® 

(MoBio, IECSA, México). Posteriormente, estas extracciones se corrieron en geles 

de agarosa al 1% y el resultado capturado con el Software Quantity One® de Bio-

Rad (Laboratorios Bio-Rad, Inc.). El DNA fue cuantificado en un biofotómetro a 

260 nm (Eppendorf®), para después hacer amplificaciones con oligonucleótidos 

específicos (Tabla 4) de los genes nosZ y 16S rDNA mediante la técnica de PCR. 

Ésta fue realizada en un termociclador Mastercycler®, marca Eppendorf.  

 

Tabla 4. Oligonucleótidos utilizados para amplificar los genes nosZ y 16S rDNA 
 

Gen Primer Posición Secuencia (5’-3’) d 

 nosZ-F a 1169-1188 CGYTGTTCMTCGACAGCCAG 

nosZ nosZ-R a 1849-1869 CATGTGCAGNGCRTGGCAGAA 

 nosZ-R GCb 1849-1869 CGGCGCGCCGCCCGCCCCGCCCCCGTCG
CCCATGTGCAGNGCRTGGCAGAA 

    

 1070Fc 1070-1085 ATGGCTGTCGTCAGC 

16S rDNA 1392Rc 1392-1378 ACGGGCGGTGTGTA 

 1392R-GCb 1392-1378 ACGGGCGGTGTGTAGCCCGCCGCGCCCC
GCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCC 

a La posición de los oligonucleótidos en el gen nosZ se expresa con referencia a la secuencia de 

Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 (número e acceso X65277), basado en Throbäck et al., 2004 
b Oligonucleótidos con grapa    
c  Oligonucleótidos basados en Ferris et al., 1996                                                   

d Secuencias de acuerdo con la nomenclatura de la IUPAC, V=A+C+G, N=A+C+G+T, D=A+T+G, 
B=T+C+G, H=A+T+C, W=A+T, S=C+G, K=T+G, M=A+C, Y=C+T, R=A+G  
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Las condiciones del PCR fueron determinadas tomando en consideración los 

tiempos de desnaturalización, alineamiento y extensión escritos en la Tabla 5. Cada 

reacción contuvo 1 X de amortiguador (Green go Taq buffer®), 3 mM MgCl2, 0.2 

mM dNTPs, 100 pmol de cada oligonucleótido (nosZ-F y nosZ-R), 200 ng de DNA y 

2 U de polimerasa (Go Taq Flexi DNA polymerase ® Cat. M8295). Con las 

condiciones descritas y después de obtener las amplificaciones,estas mismas 

reacciones se utilizaron como molde y se hicieron amplificaciones anidadas con un 

primer reverso que tiene en el extremo 5’ una grapa G-C (Tabla 4), que le permitirá 

mantener unidas la doble cadena de ADN durante el DGGE.  

 

Tabla 5. Programas utilizados para amplificar al gen nosZ y 16S rDNA 

  

 Temperatura Ciclos Tiempo 

 94 °C 1 5 min 
 94 °C 30 1 min 

nosZ 58 °C 
72 °C 
72 °C 

30 
30 
1 

45 s 
1 min 
5 min 

 94 °C 1 5 min 
 94 °C 30 40 s 

16S rDNA 54 °C 
72 °C 
72 °C 

30 
30 
1 

40 s 
30 s 

5 min 

 

Para los análisis de DGGE, las amplificaciones con grapa de cada gen fueron 

aplicadas en geles de acrilamida; para nosZ se utilizó un gradiente 45% - 60% con 

6% de acrilamida: bis-acrilamida (37.5:1) durante 22 horas a 67 volts. Para 16S 

rDNA el gradiente fue de 60 % - 80 % con 6% de acrilamida: bis-acrilamida (37.5:1), 

durante 16 horas a 67 volts. Posterior a la electroforesis, los geles fueron revelados 

en un baño de SYBR-Gold® con una concentración 1:1000 v/v durante 1 hora. Las 

imágenes digitales fueron analizadas en el software Quantity One® de Bio-Rad. 

Posteriormente se cortaron las bandas visibles, se resuspendieron en 20 µl de agua 

destilada, se incubaron durante 24 h a 4°C y finalmente se realizaron 

amplificaciones con los oligonucleótidos específicos de nosZ y 16S rDNA. Los 

productos de PCR se purificaron con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up 

System, bajo las indicaciones del fabricante, y los amplificados posteriormente se 

secuenciaron por el método Dideoxy chain-termination, en un secuenciador 

modelo ABI 373A (Applied Biosystems, Perkin-Elmer). 
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 3.7  Análisis de datos moleculares 

 

Una vez que fueron obtenidas las secuencias de nosZ y 16S rDNA, estas fueron 

estudiadas en un programa que determina la posible existencia de quimeras 

(http://greengenes.lbl.gov/cgi-bin/nph-bel3_interface.cgi), descartándose esa 

posibilidad en estas secuencias. A continuación fueron comparadas mediante 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) con las secuencias contenidas en la 

base de datos GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Las secuencias 

de aminoácidos utilizadas para nosZ fueron obtenidas traduciendo la secuencia 

nucleotídica. Se hicieron análisis BLAST específicos a nivel de aminoácido para las 

secuencias parciales del gen nosZ y a nivel de nucleótido para el 16S rDNA. En 

ambos casos se eligieron  secuencias ambientales, de las cuales se eligieron aquellas 

con un porcentaje de identidad igual o mayor al 90%. Para la construcción de los 

dendrogramas, las secuencias (proteínicas y nucleotídicas) fueron alineadas con el 

programa Seaview y posteriormente se eligió el modelo evolutivo más apropiado 

empleando el criterio de información de Akaike (AIC), utilizando para nosZ el 

programa ProTest versión 2.4 (Abascal et al., 2007) y el programa jModelTest 0.1 

(Posada et al., 2008) para las secuencias de 16S rDNA.  

 

Los alineamientos se analizaron por Máxima verosimilitud, empleando el modelo 

de sustitución WAG (Whelan y Goldman, 2001) para nosZ y el modelo GTR 

(General Time Reversible) para 16S rDNA con el programa en línea PhyML 3.0 

(Guindon et al. 2010). Los árboles filogenéticos fueron trazados con el programa 

Tree View (Page, 1996). 

 

Para determinar las relaciones en los patrones de bandeo derivados de la técnica 

de DGGE, se realizaron matrices binarias 0-1 (0 ausencia, 1 presencia), que fueron 

analizadas con el programa SpitsTree (Huson et al., 2006), bajo un método NJ 

(Neighbor-joining).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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RESULTADOS   

 

 

4.1 Determinación físico-química del sitio de estudio 

 

Las muestras tomadas de las chinampas de Xochimilco mantuvieron altas 

concentraciones de NO3
- y carbono orgánico (Tabla 6) y un pH neutro, las cuales 

son condiciones determinantes de los procesos de desnitrificación. Sin embargo, se 

debe considerar que los ciclos biogeoquímicos son procesos dinámicos que actúan 

en un sistema abierto y complejo.  

 

Tabla 6. Caracterización del sitio de estudio en chinampas de Xochimilco  

Densidad    
Real Aparente Temperatura      CEa             pH    Textura clasificación 

 (g/cm3)  (en el día)  (dS m
-1

)  
Migajón arenoso 0.76 2.25 25°C     1.33              7.3 

 

 
 

N Total NH3
+ NO3

- NO2
- TOCb CRAc 

 (mg kg-1 suelo seco) % 

6390 4.41 74.69 0.26 16.41 123.21 
a  CE: Conductividad eléctrica 
b TOC : Carbono orgánico total 

c CRA : Capacidad de retención de agua 

 

 

 

4.2 Concentración de NO2- y NO3-  

 

Las cinéticas de desnitrificación, con y sin plaguicida, realizadas en suelo agrícola 

de las chinampas mostraron una disminución del NO3
- en todos los tratamientos a 

lo largo del tiempo de estudio (Fig. 9). Sin embargo en el suelo sin metil paratión 

(SMP), la disminución de la concentración de NO3
- fue similar en todos los 

tratamientos, sin diferencias significativas entre ellos (Tabla 7). En el caso del suelo 

con metil paratión (CMP), la disminución de la concentración de NO3
- fue más 

lenta en el suelo acondicionado aeróbicamente durante 7 días y más rápida en el 
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suelo que se incubó durante 28 días. En el caso de los tratamientos control (CON), 

con acetileno (ACE), con cloranfenicol (CH) y con cloranfenicol + acetileno (CHA) 

no se observa ningún efecto significativo sobre la concentración de NO3
- en el suelo 

(Tabla 7). 

 

Durante las incubaciones anaeróbicas, en algunos tratamientos se observó un 

aumento del NO2
- p a lo largo del tiempo de estudio. Sin embargo, estos 

incrementos no siguen un patrón claro (Fig. 10). Al hacer las observaciones de 

manera general, durante la incubación aeróbica se pudo determinar que la 

concentración de NO2
-
 en el suelo SMP fue significativamente mayor en los días 0 y 

7 que en los días 14 y 28 (Tabla 7). En el suelo CMP, por su parte, la concentración 

media de NO2
- fue significativamente mayor en el día 7 que en los días 14 y 28, 

pero significativamente menor que en el inicio del experimento (p<0.05). En el 

suelo SMP, la concentración media de NO2
- fue mayor cuando éste contenía 

acetileno más cloranfenicol (para el mismo tratamiento, la concentración fue más 

baja en el suelo SMP que en el suelo CMP). En el suelo CMP, la concentración 

de NO2
- aumentó significativamente cuando se utilizó cloranfenicol. De manera 

global, se observó que la concentración de NO2
- fue significativamente mayor en el 

suelo CMP que en el suelo SMP (p <0.05) (Tabla 8). 

 

 

4.3 Emisión de N2O y N2  

 

La emisión de N2O aumentó con el tiempo, comportándose como una cinética de 

orden cero (Fig. 11). En las gráficas se observó que la concentración de N2O 

aumentó después de 24 h en el suelo CMP tratado con acetileno. En el suelo SMP, 

la tasa de emisión de N2O fue significativamente mayor en el inicio del 

experimento (Día 0) que en los tiempos posteriores de las incubaciones aeróbicas, 

días 7, 14 y 28 (Tabla 7). En el suelo CMP, la mayor tasa de emisión de N2O se 

encontró a los 7 días de incubación aeróbica. La emisión de N2O fue 

significativamente mayor en el suelo CMP que en el suelo SMP (p <0.05) (Tabla 8). 

 

La producción de N2 aumentó con el tiempo, pareciéndose también a una cinética 

de orden cero (Fig. 10). Sin embargo, en el suelo CMP en el día 7, se observó una 

emisión mayor de N2 a las 24 h. La emisión de N2 también fue significativamente 

mayor en el suelo CMP que en el suelo SMP (p <0.05) (Tabla 8). 
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FIGURA 9. Gráfica de NO3
-
 

Concentración de NO3- (mg N kg-1 suelo) en suelo incubado anaeróbicamente por 48 h. Las líneas punteadas representan el suelo CMP y las 
continuas el suelo SMP, los tratamientos se simbolizan como: CON (),  ACE (), CH () y CHA (). Error estándar ± 1 con p <0.05  y n = 3. 
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FIGURA 10. Gráfica de NO2
-
 

Concentración de NO2- (mg N kg-1 suelo) en suelo incubado anaeróbicamente por 48 h. Las líneas punteadas representan el suelo CMP y las 
continuas el suelo SMP, los tratamientos se simbolizan como: CON (),  ACE (), CH () y CHA (). Error estándar ± 1 con p <0.05  y n = 3. 
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FIGURA 11. Gráfica de N2O 

Concentración de N2O (mg N kg-1 suelo) en suelo incubado anaeróbicamente por 48 h. Las líneas punteadas representan el suelo CMP y las 
continuas el suelo SMP, los tratamientos se simbolizan como: CON (),  ACE (), CH () y CHA (). Error estándar ± 1 con p <0.05  y n = 3. 
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FIGURA 12. Gráfica de N2 

Concentración de N2 (mg N kg-1 suelo) en suelo incubado anaeróbicamente por 48 h. Las líneas punteadas representan el suelo CMP y las continuas 
el suelo SMP, los tratamientos se simbolizan como: CON () y  CH (). Error estándar ± 1 con p <0.05  y n = 3. 
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Tabla 7. Efecto del tiempo de acondicionamiento aeróbico (cada 0, 7, 14 y 28 días) y el 
tratamiento (control, acetileno, cloranfenicol y cloranfenicol + acetileno), sobre la media de 
las concentraciones de NO2- y NO3- (mg N kg1 de suelo) y las tasas de producción 
de N2O (mg N kg1 de suelo h1) en suelos con y sin metil paratión. Incubaciones 
anaeróbicas de 48 h con temperatura constante de 25°C. 

 

  

Concentración NO2
- 

 

Concentración NO3
- 

 

Emisión de N2O 

 SMP CMP  SMP CMP SMP CMP 

Muestreo --mg N kg-1 suelo--  ----------------mg N kg-1 suelo------------------ 

 

Día 0 8.3 A c 18.8 A  -0.39 A -0.60 BC 0.014 A 0.032 B 

Día 7 9.1 A   9.4 B  -0.27 A -0.10 A 0.011 B 0.043 A 

Día 14 6.4 B   6.7 B  -0.26 A -0.25 AB 0.009 B 0.022 C 

Día 28 5.9 B   7.2 B  -0.42 A -0.83 C 0.010 B 0.016 C 

 

MSD 
d 1.6   3.0 SEEe 0.19 0.20 0.001 0.003 

 

Tratamiento      

 

CON 6.1 B   8.5 A  -0.23 A -0.33 A 0.007 B 0.020 B 

CH 7.2 B   9.4 A  -0.25 A -0.50 A 0.014 A 0.038 A 

ACE 6.8 B 11.9 A  -0.39 A -0.53 A 0.008 B 0.018 B 

CHA 9.6 A 12.3 A  -0.42 A -0.59 A 0.014 A 0.034 A 

 

MSD  1.6   3.9 SEE 0.19 0.21 0.001 0.003 

 

 

a SMP: sin metil paratión, 
b CMP: con metil paratión, 
c Valores con la letra mayúscula igual no presentan diferencia significativa entre 

columnas p < 0.05 
d MSD: Mínima diferencia significativa (p < 0.05), 

e SEE: Error estándar de las estimaciones (p < 0.05) 
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Tabla 8. Efecto del metil paratión sobre las medias de las concentraciones de NO2- y NO3- 

(mg N kg-1 suelo) y los rangos de producción de N2O y N2 (mg N kg-1 suelo h-1) en 
muestreos cada 0, 7, 14 y 28 días y con diferentes tratamientos control, cloranfenicol, 
acetileno y cloranfenicol + acetileno. Incubaciones anaeróbicas de 48 h con temperatura 
constante de 25°C. 

 

  

Concentración 
 

Emisión 

 NO2
-  NO3

- N2O N2 N2 + CHLa 

mg N kg-1 suelo ----------------------mg N kg-1 suelo día-1----------------------- 
 

SMP     7.4 B b  -0.21 A 0.011 B 0.009 B 0.005 B 

CMP 10.5 A  -0.58 B 0.028 A 0.015 A 0.012 A 

  

MSD c  1.2 SEE d 0.10 0.001 0.002 0.001 

 

a Cloranfenicol 
b Valores con la letra mayúscula igual no presentan diferencia significativa entre 
columnas p < 0.05 
c MSD: Mínima diferencia significativa (p < 0.05) 

d SEE: Error estándar de las estimaciones (p < 0.05) 
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4.4 Análisis de los patrones de bandeo de los DGGE’s  

 

A las muestras de suelo con y sin plaguicida se les extrajo el DNA microbiano total 

(Fig. 13) en cada uno de los tiempos (0, 6, 24 y 48 horas para cada uno de los días 0, 

6, 24 y 48) y tratamientos (CON, CH, ACE y CHA) de la cinética de 

desnitrificación.  

 
FIGURA 13. Extracciones de DNA en gel de agarosa al 1%. 

Electroforesis representativa del día 0 en suelo sin plaguicida. En la parte superior se indican las 
muestras.  

 

De las extracciones de DNA se hicieron las amplificaciones específicas para los 
genes 16S rDNA y nosZ (Fig. 14), los amplicones obtenidos fueron utilizados como 

molde para un segundo ciclo de amplificación (Figuras 15, 16, 17 y 18).  

 
FIGURA 14. PCR de nosZ y 16S. 

 
Representación de las amplificaciones realizadas, analizadas en geles de agarosa al 1%. El gen 

detectado está indicado en la parte superior, al lado izquierdo se localiza el marcador de peso 
molecular.  
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FIGURA 15. DGGE parael gen nosZ en muestras sin plaguicida 

Gradiente de desnaturalización 45%-60%; a) días 0 y 6 y b) días 24 y 48. Fotos sobre-expuestas.  
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FIGURA 16. DGGE para el gen nosZ en muestras con plaguicida 
Gradiente de desnaturalización 45%-60%; a) días 0 y 6 y b) días 24 y 48. Fotos sobre-expuestas. 
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FIGURA 17. DGGE para el gen 16S rDNA en muestras sin plaguicida 

Gradiente de desnaturalización 60%-80%; a) días 0 y 6 y b) días 24 y 48. Fotos sobre-expuestas  

 



4. RESULTADOS
 

 
46 

 
 

 
 

FIGURA 18. DGGE para el gen 16S rDNA en muestras con plaguicida 

Gradiente de desnaturalización 60%-80%; a) días 0 y 6 y b) días 24 y 48. Fotos sobre-expuestas. 
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 Debido a los diferentes patrones de bandeo observados para el gen nosZ, se 

utilizaron en cada uno de los DGGE tres controles como referencia, los cuales 

corresponden al tratamiento control, con cloranfenicol y con acetileno sin 

plaguicida del día 0 a las 48 hrs (Figura 19a). Dado que el patrón de bandeo fue 

igual para el rDNA 16S, sólo se utilizó como referencia la muestra control sin 

plaguicida del día 24 a las 0 hrs (Fig. 19b). Las bandas indicadas con color en la 

figura 19 son aquellas de las que se obtuvo su secuencia de nucleótidos y las únicas 

que se consideraron para los análisis de patrones de bandeo de los geles. 

 

 
FIGURA 19. Muestras utilizadas como referencia en los DGGE del gen  nosZ y el  16S rDNA   

Las bandas indicadas con los diferentes colores son las que se cortaron y analizaron; a) bandas 
cortadas del gen nosZ y b) bandas cortadas del gen 16S rDNA. 

 

 

En los análisis de las bandas de los DGGE para el gen nosZ se pudo observar la 

agrupación de aquellas muestras que comparten un patrón, con base a la presencia 

o ausencia de bandas (Fig. 20a y 21). En todos los geles con y sin plaguicida se 

encontraron las bandas nosZ_2, nosZ_4 y nosZ_5. La figura 20b esquematiza como 

se da este cambio, desde la condición mínima en todos los tratamientos de las 

muestras sin plaguicida iniciales y en los tratamientos ACE y CHA del cuarto día 

de muestreo a las 0 h hasta la condición de presencia en todas las bandas, 

representada por la muestra CH del primer día a las 48 hrs.  
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FIGURA 20. Relación de bandas de los DGGE del gen nosZ en muestras sin metil paratión (a) y con 

metil paratión (b) 

En esta figura se representan con dos tipos de árboles las bandas encontradas. Los días de muestreo 
0, 6, 24 y 48 están indicados como 1, 2, 3 y 4, respectivamente.  
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FIGURA 21. Relación de bandas de los DGGE del gen nosZ  en muestras con y sin metil paratión 

Los días de muestreo 0, 6, 24 y 48 están indicados como 1, 2, 3 y 4, respectivamente. En rojo se 
ubican las muestras con plaguicida y en negro las muestras sin plaguicida.  
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Los análisis de los patrones de bandeo de los geles de DGGE fueron representados 
en dendogramas independientes para muestras sin metil paratión (Fig. 20a) y con 
metil paratión (Fig. 20b). Además se contruyó un dendograma para analizar juntas 
las muestras con y sin plaguicida (Fig. 21). En estos análisis se observó que las 
bandas no mostraron un patrón de agrupamento que se correlacionara con el 
tratamiento y/o tiempo.  
 

Se construyeron dendrogramas para muestras con y sin plaguicida (Fig. 22a y b) 

tomando como base la frecuencia de las bandas a lo largo del tiempo y tratamiento 

de la cinética de desnitrificación, en las muestras sin metil paratión (Fig. 22a) se 

encontró que se separaban tres grupos; el primero representado por las bandas 

nosZ_2, nosZ_4 y nosZ_5, el segundo por las muestras nosZ_18, nosZ_24 y 

nosZ_41 y finalmente el que contiene a las bandas nosZ_16, nosZ_17, nosZ_20, 

nosZ_21, nosZ_22, nosZ_23, nosZ_26, nosZ_27, nosZ_42 y nosZ_44. 

 

El dendrograma que tiene representadas a las bandas con metil paratión (Fig. 22b) 

presenta dos grupos, en el primero están contenidas las muestras nosZ_2, nosZ_4 y 

nosZ_5 y en el segundo se encuentras las bandas nosZ_16, nosZ_17, nosZ_18, 

nosZ_20, nosZ_21, nosZ_22, nosZ_23, nosZ_24, nosZ_26, nosZ_27, nosZ_42 y 

nosZ_44. 
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FIGURA 22. Relación de bandas en función del tiempo de los DGGE del gen nosZ en muestras 
sin metil paratión (a) y con metil paratión (b) 

 



4. RESULTADOS
 

 
52 

 

Los DGGE para el gen 16S rDNA en muestras con y sin metil paratión mostraron 

un patrón de bandeo igual para todos los tratamientos y tiempos, por lo tanto los 

dendrogramas sólo presentaron una agrupación donde estan contenidas todas las 

bandas (Fig. 23). 

 

 
FIGURA 23. Relación de bandas de los DGGE del 16S rDNA en muestras sin metil paratión 

Los días de muestreo 0, 6, 24 y 48 están indicados como 1, 2, 3 y 4, respectivamente.  
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4.5  Identificación de las bandas obtenidas por DGGE 

 

Se realizaron amplificaciones para las bandas obtenidas mediante DGGE de los 

genes 16S rDNA y nosZ. Posteriormente, se purificaron y secuenciaron. Sin 

embargo, no todas las bandas pudieron ser amplificadas.  

 

Se obtuvieron 16 secuencias parciales para el gen nosZ con un tamaño de 267 pb 

(unos 79 aminoácidos, uan vez procesada la secuencia). Estas secuencias fueron 

analizadas individualmente mediante BLAST, para obtener secuencias con los 

mayores niveles de similitud (Tabla 6) que permitieran la construcción de un 

dendrograma (Fig. 24). Para el análisis se utilizaron secuencias ambientales y de 

proteínas (NosZ) ya identificadas, además de grupos bacterianos diversos para dar 

soporte. La topología del dendrograma mostró tres grandes grupos con un alto 

soporte: α-, β- y Proteobacteria. 

 

Dentro del clado de las Proteobacteria se localizaron las secuencias del presente 

estudio, las muestras nosZ_42 y nosZ_ 44 se relacionaron con una clona de 

sedimento marino costero (ACJ02321), que a su vez se relaciona con la clona de un 

biorreactor (ACH69021). Este subclado está relacionado con las muestras nosZ_18, 

nosZ_16, nosZ_22 y nosZ_20, las referencias más cercanas están ubicadas en el clado 

superior con Pseudomonas sp. (ABD23995) y Pseudomonas migulae (ABD23996), 

quienes comparativamente tienen mayor relación con nosZ_23, nosZ_21 y nosZ_17. 

 

Las muestras nosZ_26 y nosZ_27 se ubican relacionadas con una clona de rizósfera 

(ABY19446) que las separa de las muestras nosZ_24, nosZ_5, nosZ_41 y nosZ_4, 

quienes a su vez se mantienen relacionadas con otras clonas ambientales y con 

Pseudomonas aeruginosa (YP001347122). 

 

La topología del dendrograma revela una composición heterogénea de grupos 

bacterianos en su parte inferior. Sin embargo, esto no implica que el árbol no esté 

bien resuelto, esta mezcla puede deberse a la posible transferencia horizontal del 

gen en cuestión.  
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FIGURA 24. Dendrograma de fragmentos del gen nosZ 

Comparación de secuencias de DGGE y secuencias tomadas del GenBank . El dendrograma se construyó por 
Máxima Verosimilitud y se usó el modelo WAG. 
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Para el gen 16S rDNA fueron obtenidas 14 secuencias parciales con una longitud 

de 315 pb, que fueron analizadas individualmente del mismo modo descrito para 

las secuencias del gen nosZ, aunque utilizando en este caso secuencias de 

nucleótidos (Fig. 25). Para el análisis se utilizaron secuencias de 16S rDNA de 

muestras ambientales identificadas y grupos bacterianos diversos para dar soporte. 

La topología del dendrograma mostró cuatro grupos, las Firmicutes, α-, - y 

δProteobacteria. En los blasts iniciales que se realizaron coincidieron los grupos 

microbianos para las secuencias parciales obtenidas (Tabla 6).  

 

Las muestras 16S_A1, 16S_A2, 16S_A3, 16S_A4, 16S_A5, 16S_A6, 16S_A7 y 16S_A8 

se ubicaron dentro del grupo de las Proteobacteria. Sin embargo, es complicado 

ver con qué secuencias estan mayormente relacionadas, ya que, exceptuando a 

16S_A3 las otras forman su propio subclado que no tiene secuencias de referencia 

cercanas.  

 

En el grupo de las Firmicutes están contenidas las secuencias 16S_A11, 16S_A13, 

16S_A14, 16S_A15 y 16S_A16, donde también forman un subclado incluyente pero 

externo a las secuencias reportadas.  

 

 

Tabla 9. Relación de las coincidencias más cercanas para los filotipos de las secuencias 
parciales de 16S rDNA. 

Banda Coincidencia mas cercana I.M. a E b 

16S_A1 Aquimonas voraii 93 % 2e-124 
16S_A2 Aquimonas voraii 95 % 4e-131 
16S_A3 Dokdonella fugitiva 96 % 4e-131 
16S_A4 Thiococcus pfennigii 96 % 5e-125 
16S_A5 Pseudoxanthomonas mexicana 94 % 7e-129 
16S_A6 Rhodanobacter lindaniclasticus 94 % 3e-127 
16S_A7 Lysobacter oryzae 94 % 2e-128 
16S_A8 Lysobacter spongiicola 94 % 1e-126 

16S_A11 Planococcus maritimus 92 % 7e-119 
16S_A13 Thermolithobacter carboxydivorans 94 % 9e-128 
16S_A14 Caldalkalibacillus thermarum 94 % 2e-128 
16S_A15 Moorella glycerini 91 % 1e-115 
16S_A16 Caldalkalibacillus thermarum  95 % 1e-130 

a Máxima Identidad 
b Parámetro E,  es conocido como e-valor (e-value)  de corte 
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FIGURA 25. Dendrograma de fragmentos del 16S  

Comparación de secuencias del DGGE y secuencias tomadas del GenBank. El dendrograma se construyó por 
Máxima Verosimilitud y se usó el modelo GTR. 
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DISCUSIÓN  

 

Varios factores, tales como el pH, temperatura, disponibilidad de sustratos de C, 

alta concentración de NO3
- y las condiciones anaeróbicas afectan a las tasas de 

desnitrificación (Knowles, 1982). En el caso del suelo tomado de las chinampas de 

Xochimilco se cumplen las condiciones antes descritas, es decir, pH entre 7 y 8, alto 

contenido de materia orgánica y, debido a que estos suelos se inundan con 

regularidad, los microorganismos están expuestos a altos niveles de anaerobiosis. 

Para el montaje experimental las condiciones se optimizaron aún más, ya que, los 

microcosmos se dejaron en anaerobiosis estricta y sin limitaciones en la 

disponibilidad de NO3
-, esta estandarización permitió estudiar un posible efecto de 

la aplicación de metil paratión en la desnitrificación y en la dinámica del N. 

 

En las cinéticas de desnitrificación se observó que el cloranfenicol no afecta a la 

remoción de NO3
- del suelo o a las emisiones de N2O, por lo tanto, la actividad de 

nitrato reductasa no se vio afectada cuando se indujo la anaerobiosis. Esto indica 

que hubo poca o nula síntesis de novo de nitrato reductasa y la enzima persistió en 

el suelo durante 28 días. Sin embargo, el cloranfenicol aumentó las concentraciones 

de NO2
- en el suelo tratado con metil paratión, sugiriendo que en estos casos sí 

existió síntesis de novo para la producción de nitrito reductasa. 

 

La relación de N2O a N2 en el suelo de la chinampa fue baja, indicando poca 

formación de N2. Además, el metil paratión y el cloranfenicol no afectaron ésta 

relación. Se pudo observar la formación de pequeñas cantidades N2 dentro de las 

24 h, aunque posteriormente a menudo se incrementó (lo que implica una fase de 

retraso en la producción de N2). Firestone y Tiedje (1979) reportaron que la 

actividad reductasa en el N2O sólo se incrementaba después de 16 a 33 h. 

 

En el presente estudio se encontró que el metil paratión estimula la 

desnitrificación, ya que aumentó la reducción de NO3
-, la concentración de NO2

- y 

la emisión de N2O y N2. La disponibilidad de C en compuestos orgánicos de C es 

uno de los factores más importantes para controlar la actividad de la miocrobiota 

desnitrificadora (Knowles, 1982). El metil paratión puede servir como un sustrato 

de C y un donador de electrones, incrementando así la reducción de NO3
- y por lo 

tanto las emisiones de N2O y N2 a la atmósfera (Ramanathan y Lalithakumari, 1999; 

Liu et al., 2006; IPCC 2007). Algunos microorganismos tienen la capacidad de 
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degradar metil paratión, por ejemplo Arthrobacter sp. (Actinobacteria) y 

Pseudomonas stutzeri (Proteobacteria) pueden utilizar al metil paratión como 

única fuente de C para su crecimiento, degradándolo dentro de las primeras 9 y 12 

h (Liu et al., 2006; Wang et al., 2008). Chen y colaboradores (2002) observaron que 

Pseudomonas sp. fue capaz de degradar 15 mg de paratión 1-1 h-1 y alcanzó su fase 

estacionaria cerca de las 22 h. Cabe mencionar que en el dendrograma del gen nosZ 

(Fig. 24), ninguna secuencia del estudio se encuentra en proximidad de 

Pseudomonas stutzeri (Fig. 25). 

 

Estudios anteriores encontraron que el metil paratión persiste en el suelo durante 

sólo 30 días (Tayal et al., 1999). Sin embargo, en un estudio paralelo en el que se 

utilizó el mismo sitio de muestreo, el metil paratión fue removido del suelo en 

menos de 30 días, lo que hace suponer que pudiera servir fácilmente como un 

donador de electrones (Chávez-López et al., 2011). No obstante, trabajos de Sáez y 

colaboradores (Sáez  et al., 2003 y 2005) encontraron que el metil paratión también 

pueden inhibir el crecimiento de bacterias desnitrificantes pertenecientes a la clase 

αProteobacteria, como Xanthobacter autotrophicus (CECT 7064) y Paracoccus (ATCC 

19367) y por lo tanto afectar negativamente la emisión de N2O. En el presente 

estudio las bandas secuenciadas del gen nosZ y del 16S rDNA no muestran 

relación con dicha clase (Fig. 25 y Tabla 6).  

 

El dendrograma de nosZ (Fig. 23) tiene definidos a los grupos de Proteobacterias (y 

donde se ubican los filotipos en estudio). Sin embargo, éstos se mezclan entre las 

Firmicutes y las bacterias de tipo CFB. Esta problemática es relativamente común y 

en la actualidad se tienen fuertes críticas a la utilización de genes desnitrificantes 

como marcadores moleculares, ya que las filogenias se ven muy afectadas por la 

transferencia horizontal y causan incongruencias cuando se comparan con las 

obtenidas del gen 16S rDNA (Delorme et al., 2003; Jones et al., 2008). En el presente 

estudio, el análisis de DGGE del gen 16S rDNA permitió observar que las bandas 

más representativas (más marcadas) corresponden a los filotipos ubicados en el 

grupo de las γ-Proteobacteria. Esto es un indicio de que el dendrograma obtenido 

para el gen nosZ sí sería congruente, ya que todos sus filotipos caen en ese grupo 

bacteriano (Fig. 25 y Tabla 6).  

 

 

En este trabajo se encontró que el metil paratión tiene la capacidad de aumentar las 

emisiones de N2O. Por lo tanto, se debe investigar cómo actúa el metil paratión en 
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los procesos del suelo y sobre los microorganismos involucrados. Los estudios 

mencionados anteriormente indican que el metil paratión puede estimular la 

actividad de ciertos microorganismos y/o inhibir a otros. Así, Zhang y 

colaboradores (2005) encontraron que en el suelo sin tratar los grupos dominantes 

de bacterias son miembros de las α-Proteobacteria, mientras que en el suelo 

contaminado con metil paratión los filotipos dominantes fueron reemplazados por 

una subdivisión de la γ-Proteobacteria. En el suelo de las chinampas de Xochimilco 

se encontró por análisis del gen nosZ y 16S rDNA que los filotipos dominantes 

pertenecen a las γ-Proteobacteria y Firmicutes (Fig. 25 y Tabla 6), grupos 

bacterianos que se mantienen en suelos con y sin plaguicida a lo largo del estudio. 

 

Los análisis de patrones de bandas del 16S rDNA no revelan una relación clara 

entre la composición microbiana, el tiempo y/o tratamiento de la cinética de 

desnitrificación. El 16S rDNA es una herramienta útil, pero a su vez limitante si 

queremos entender la composición de la comunidades microbianas en un sistema. 

Se debe considerar que el utilizar genes funcionales como nosZ reflejan una 

composición biológica compleja que tiene interacciones espacio temporales 

dependientes del uso de suelo y que la utilización de pesticidas químicos como el 

metil paratión, afecta a las comunidades microbianas desnitrificantes. Por lo que 

los análisis con 16S rDNA nos reflejan que los filotipos estudiados no muestran 

alteración en su composición ante los diferentes tratamientos, en comparación con 

los filotipos obtenidos para el nosZ.  

 

El gen nosZ puede estar presente o no en bacterias desnitrificantes, este gen han 

sido perdido y heredado durante la evolución, indicando que la capacidad de 

desnitrificar ha sido consecuencia en muchos organismos de una transferencia 

horizontal (Jones et al., 2008). La ausencia del gen nosZ trunca la vía de 

desnitrificación en el N2O e impide la formación del N2, en el caso del suelo de 

Xochimilco se pudo observar la presencia de diversos filotipos (Fig. 19 y 24), 

indicando que el incremento en la emisión de N2O a la atmósfera está dada por el 

uso del plaguicida y no por la ausencia de  la maquinaria metabólica (artículo en 

preparación). En este estudio se pudo observar que al hacer un análisis de la 

frecuencia de bandas a través del tiempo se observan diferencias entre las muestras 

con y sin metil paratión.  

 

Los filotipos nosZ_2, nosZ_4 y nosZ_5 se encuentran constantes en todos los 

tiempos y tratamientos (Fig. 15, 16, 17 y 18), indicando que posiblemente el metil 

paratión no afecta la presencia de estos tipos bacterianos.  En las muestras donde 
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no se adiciona el plaguicida se puede observar que los filotipos nosZ_18, nosZ_24 

y nosZ_41 son más frecuentes a lo largo de la cinética de desnitrificación (Fig. 22a y 

b) en comparación con los filotipos nosZ_16, nosZ_17, nosZ_20, nosZ_21, nosZ_22, 

nosZ_23, nosZ_26, nosZ_27, nosZ_42 y nosZ_44. Contrariamente en las muestras 

con metil paratión no se obseva una agrupación que contenga nosZ_18, nosZ_24 y 

nosZ_41, lo cual indica un efecto directo del metil paratión sobre estas poblaciones 

desnitrificantes, indicando el favorecimiento de una sucesión microbiana a partir 

de una perturbación como es la adición de este plaguicida al suelo de las 

chinampas de Xochimilco.  

 

 

Se debe considerar que la chinampa de estudio ha tenido un tiempo de fumigación 

intensivo a lo largo de los años y, como se mostró anteriormente, esto puede influir 

en las dinámicas del nitrógeno (y probablemente para otros elementos como el 

carbono), provocando condiciones más o menos favorables para algunos tipos 

bacterianos. Por lo tanto, la aplicación de químicos como el plaguicida 

organofosforado metil paratión pudo haber influido sobre la composición de la 

diversidad microbiana existente. Se debe considerar que el sitio de muestreo ha 

estado sometido a otros tipos de plaguicidas, y aunque estos puedan persistir poco 

tiempo en el suelo la presión de selección que ejercen podría mantenerse. Aunado 

a lo anterior se debe recordar que las chinampas tienen un tipo de agricultura 

donde el riego es constante, favoreciendo condiciones anaeróbicas para los 

microorganismos desnitrificantes. 
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CONCLUSIONES  
 

Durante la cinética de desnitrificación se observó que los muestreos aerobios a lo 

largo del tiempo indican una reducción en la concentración de NO2
- en 

comparación con las incubaciones anaeróbicas posteriores. Sin embargo no se 

observó efecto sobre la eliminación del NO3
-. El acetileno y/o cloranfenicol no 

tuvieron efecto significativo en la eliminación de NO3
- del suelo y poco o ningún 

efecto sobre la concentración de NO2
-. El acetileno aumentó las emisiones de N2O, 

independientemente de la aplicación de metil paratión y/o el cloranfenicol.  

 

El análisis mediante el gen 16S rDNA reveló que la adición de metil paratión no 

provocó una diferencia significativa en la composición bacteriana de los suelos. Sin 

embargo al hacer el análisis con nosZ un efecto directo del metil paratión sobre 

estas poblaciones desnitrificantes, indicando el favorecimiento de una sucesión 

microbiana a partir de una perturbación.  

 

En el presente estudio se encontró que el metil paratión aumentó las emisiones de 

N2O y N2, la concentración de NO2
- y la eliminación de NO3

- del suelo y debido a 

que los filotipos que pertenecen al grupo de las γ-Proteobacteria son constantes y 

predominantes en todos los tiempos y tratamientos, deben ser los responsables 

directos de las dinámicas del N obtenidas en el presente estudio.  
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PERSPECTIVAS  
 

Los genes funcionales que codifican para la  nitrito y oxido nitroso reductasa 

pueden ser utilizados como marcadores moleculares de los microorganismos 

desnitrificantes debido sus regiones blanco conservadas (Zumft, 1997). Por lo 

tanto, es importante hacer análisis de los genes nirK y nirS, esto proveerá una 

herramienta útil en la búsqueda y comparación del efecto de la adición de metil 

paratión sobre comunidades microbianas en los diferentes tiempos y tratamientos 

de los suelos de las chinampas de Xochimilco.  

 

Con el fin de salvaguardar las Chinampas es que se vuelve urgente realizar 

estudios enfocados a conocer la diversidad de microorganismos de los suelos 

agrícolas de las Chinampas de Xochimilco y como se pueden ver afectados por la 

utilización de plaguicidas. Así, el análisis de genes funcionales nos permitirá 

conocer la densidad y biodiversidad de los microorganismos bajo condiciones con 

plaguicidas y determinar los posibles efectos en las poblaciones microbianas y en 

su producción de gases de efecto invernadero, los cuales son responsables directos 

del calentamiento global, el cual está considerado dentro de los planes de 

desarrollo de la ciudad de México, la cual se ha comprometido a alcanzar acuerdos 

en materia de cambio climático. 

 

Este proyecto plantea una de las problemática existente en las chinampas de 

Xochimilco, sin embargo es fundamental hacer más estudios al respecto para 

integrar la información que en un futuro permita hacer propuestas tangibles y 

reales a los habitantes de la región.  
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