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Resumen

Las chinampas se han utilizado para la agricultura en el valle de México desde la
época prehispanica. Actualmente se utilizan grandes cantidades de pesticidas para
controlar las plagas, entre ellos el metil paration, del cual se utilizan
aproximadamente 0.5 kg ha! por ciclo de cultivo. Los efectos de este quimico en
los procesos del suelo son, sin embargo, desconocidos. La desnitrificacién es un
proceso respiratorio, en el cual los compuestos del nitrégeno se oxidan y son
usados aceptores alternativos de nitrégeno para la producciéon de energia bajo
condiciones de anaerobiosis. Consiste en la reducciéon del nitrato (NOs) a
dinitrégeno (N2) mediante la liberacién de gases de 6xido nitrico (NO) y 6xido
nitroso (N20), los cuales son productos intermediarios que tienen un enorme
impacto sobre la contaminaciéon atmosférica. El primer paso de reducciéon de NOs-
a nitrito (NOx") es catalizado por la nitrato reductasa, el de NO»-a NO por la nitrito
reductasa, el NO pasa a N2O mediante la 6xido nitrico reductasa y finalmente el
N2O pasa a N2 por la accion de la 6xido nitroso reductasa.

Para entender como el metil paration afecta al proceso de desnitrificacion en las
chinampas se prepararon microcosmos de suelo con y sin metil paration (se
adicion6 la cantidad utilizada en campo), a los cuales se les anadié NOs- para
iniciar la ruta de desnitrificacion. Posteriormente se definieron diferentes
tratamientos: el control (al cual sélo se le afiadi6é agua), con cloranfenicol (para
inhibir la sintesis de novo de las enzimas), con acetileno (para inhibir la reduccién
del N2O a Ny) y con cloranfenicol + acetileno. Para cada uno de estos tratamientos
se hicieron extracciones de ADN que posteriormente se amplificaron con
oligonucleé6tidos especificos para el 165 rADN y el gen nosZ.

Los resultados mostraron que el suelo adicionado con metil paratiéon presenté un
aumento significativo en la concentraciéon de NOxy, la eliminacién de NOs- y las
emisiones de N2O y Na. Los anédlisis de los genes 165 rDNA y nosZ mostraron que
los filotipos que pertenecen al grupo de las y-Proteobacteria son constantes y
predominantes en todos los tiempos y tratamientos y, por lo tanto, deben ser los
responsables directos de las dindmicas del N observadas en el presente estudio.

En cuanto a la cinética anaerdbica de desnitrificacion, se observé que la
concentraciéon de NO. fue mayor cuando el suelo tenia menos de 7 dias de
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incubacién aerdbica; sin embargo, no se observé efecto en la eliminaciéon del NOs-.
En suelos con metil paration, el acetileno y cloranfenicol no tuvieron efecto
significativo en la eliminacion de NOs-y en la concentracion de NOz; no obstante,
en suelos sin plaguicida si se increment6 la concentracion de NOz con acetileno +
cloranfenicol, en comparacién con los otros tratamientos. El acetileno aumenté las
emisiones de N2O independientemente de la aplicacién de metil paration y/o

cloranfenicol.

Los resultados del andlisis de diversidad del 165 rDNA no mostraron diferencias
significativas entre las comunidades bacterianas en suelos con y sin metil paration.
Sin embargo, el analisis con el gen funcional nosZ si revel6 variaciones en la

estructura bacteriana.
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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 (NOs") to dinitrogen (N2) by releasing nitric oxide gas (NO)
and nitrous oxide (N20), which are intermediate products that have a huge impact
on air pollution. The first step in reducing NOs- to nitrite (NOx) is catalyzed by a
nitrate reductase, NO>" 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 NOs  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 NO>7, while NO3- N2O and N emissions
decreased. Also, the analysis of the 16S rDNA and nosZ genes showed that the y-
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 NO»-
concentration was greater when the soil analyzed had less than 7 days of aerobic
incubation, while there was no effect on the elimination of NOs . In soils with
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methyl parathion, the acetylene and chloramphenicol treatments had no significant
effect on the removal of NOs- and NOzconcentration, however, in soils without
this pesticide the concentration of NOz 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 165 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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1. INTRODUCCION

MARCO TEORICO

1.1 La zona de Xochimilco

1.1.1 Historia de Xochimilco y sus chinampas

El origen geolégico de la cuenca de Xochimilco es de formacién local y regional,
corresponde a las cuencas endorreicas del Terciario y Cuaternario en el Eje
Neovolcédnico Transmexicano (Ramos-Bello et al., 2001). La actividad volcénica de
este sitio, hace aproximadamente 700,000 afios, obstruy6 el drenaje de la cuenca de
Meéxico y favorecié la formacién de varios lagos (Fig. 1), de los cuales en la
actualidad sé6lo quedan restos de lo que fuera el Lago de Xochimilco, el cual se
localiza en la zona que aun conserva el nombre (Zlonik, 2003). La palabra
Xochimilco tiene origen ndhuatl y significa “terreno cultivado de flores”, viene del
figurativo xdchitl que es flor, repetido sobre el simbolico milli que es campo
cultivado (Séjourné, 1990).

FIGURA 1. Mural de L. Covarrubias
Recreacion de la gran Tenochtitlan, antes de la llegada de los conquistadores espafioles en 1519.




1. INTRODUCCION

Los primeros habitantes alrededor del lago de Xochimilco formaban parte del
grupo de los chichimecas, los cuales fueron pueblos cazadores y recolectores.
Posteriormente lleg6 y se estableci6 una tribu nahuatlaca denominada “los
xochimilcas” (Zlonik, 2003). Este grupo indigena tuvo con el tiempo un aumento
en su crecimiento poblacional, lo que provocé una mayor demanda en su
producciéon agricola. Este hecho los enfrent6 a una fuerte presion geogréfica, ya
que al encontrarse rodeados por una gran superficie cubierta por agua su terreno
agricola no era suficiente. Esta problemética caus6 que surgiera como estrategia un
sistema que permitiera la extension de suelo de produccién agricola dentro de un
ambiente lacustre (Espinosa y Mazari-Hiriart, 2006). La situaciéon antes descrita dio
origen a lo que actualmente llamamos chinampas (Fig. 2). Este nombre viene del
nahuatl chinamitl que significa seto o cerca de cafias.

FIGURA 2. Representacion de los origenes de las chinampas.

Las chinampas son parcelas que fueron constituidas por elementos disponibles en
el ambiente, como lodo y plantas acuédticas. Para definir sus bordes se utilizaron
cafas entretejidas y ahuejotes (nombre cientifico Salix bonpladiana, miembro de la
familia Salicaceae). Estos tltimos son un tipo de sauce, cuyas raices se afianzaron a
la estructura primaria de las cafias, entrelazandose entre si en el fondo de los
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canales y formaron una “estructura” uniforme que impidié que los bordes se
desmoronaran facilmente (Stephan-Otto y Zlotnik, 2001).

El origen antropogénico caus6 que los suelos fueran profundos y discontinuos,
algunos autores los han clasificado como antrosoles (INECOL, 2002). Sobre este
tipo de suelo, los indigenas desarrollaron un sistema de agricultura que se ha
mantenido hasta nuestros dias. Este consiste basicamente 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 origin6 desde el siglo X y tuvo su auge en los
siglos XIV y XV, contribuyendo al desarrollo de la gran Tenochtitldn en el valle de
de México (Rojas, 1995). Posterior a la conquista espafiola (1519-1521), la zona
chinampera se vio progresivamente reducida. Sin embargo, logré sobrevivir
gracias a que los espafioles apreciaron que era un sistema eficiente para satisfacer
al mercado urbano existente, inclusive se convirti6 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 espafioles nunca lograron

intervenir completamente en la zona de concentracion al sur de la ciudad (Gibson,
1964; Cordero, 2007).

1.1.2 Las chinampas de Xochimilco y su situaciéon actual

Actualmente, Xochimilco conforma una de las 16 delegaciones del Distrito Federal.
El clima es templado, con variaciones de humedad. La precipitacion 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 ef al., 2001). Esta delegacion tiene una
superficie total de 12, 517 ha y el 80% (10,012 ha) es area ecolégica compuesta por
aproximadamente 189 km de extensién de canales acuéticos (Gaceta Oficial del
Distrito Federal, 2005). La zona ecoldgica estd ubicada al nor-poniente de la
delegaciéon Xochimilco y se caracteriza por la presencia de las chinampas, las
cuales se han mantenido hasta nuestros dias como un arreglo particular de islotes
de cultivo rodeados por el canal de Xochimilco. El sistema chinampero ha
permitido la conservacion de especies endémicas: se han descrito 139 especies de
vertebrados, 69 plantas vasculares, mas de 200 especies de algas y 212 especies de
aves acuaticas y terrestres (Espinosa, 2008).
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Ademas de su importancia agricola y ecoldgica, las chinampas son consideradas
zona turistica, debido a que tradicionalmente los canales han sido navegables y
permiten la observacién de la producciéon hidroagricola (Gaceta Oficial del D. F.,
2005). El 11 de diciembre de 1987, la UNESCO las declar6 Patrimonio de la
Humanidad y posteriormente, el 7 de mayo de 1992, se estableci6 como zona
prioritaria de preservacion y conservacion del equilibrio ecolégico, siendo
declarada como Area Natural Protegida bajo la categoria de zona sujeta a
conservacion ecolégica, la superficie que comprende esta declaratoria son los
Ejidos de Xochimilco y de San Gregorio (Diario Oficial de la Federacién, 1992). La
zona chinampera esta catalogada dentro de los 112 humedales del pais (RAMSAR,
2002).

La produccién agricola en las chinampas ha variado a través de los siglos, sin
embargo los cultivos nativos mesoamericanos que se han mantenido son: alegria,
amaranto, chayote, chia, chiles, chilacayote, ejote, flor de muerto (o cempastchil),
frijol, hierbas de olor, maiz (aunque estd casi extinto) y quelites. Existen otros
cultivos, como las hortalizas y hierbas de olor, que fueron introducidos al sistema
chinampero por los espafioles durante la colonia. De estos, actualmente se
producen: acelga, ajo, alcachofa, albahaca, apio, betabel, brécoli, cebolla, coliflor,
cilantro, col, col de Bruselas, espinaca, hierbabuena, lechuga, manzanilla, nabo,
pepino, perejil, poro, rabano, 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: alheli, alcatraz, aretillo, cempastchil, crisantemo chicharo, 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 Yucatan y Quintana Roo (SAGARPA-DF, 2003).

Las chinampas de Xochimilco tienen una gran importancia en diferentes ambitos,
pero presentan un gran deterioro ambiental (UNESCO, 2008) provocado por: 1) la
introduccién de especies exéticas (como el lirio), que han afectado la diversidad
endémica, 2) la sobreexplotacion de recursos faunisticos y floristicos, 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 cafiadas y cauces de arroyos, depodsitos clandestinos que
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provocan la formacion de lixiviados téxicos 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 problematicas han
repercutido de manera directa en el sistema chinampero y han provocado que el
agua esté contaminada por metales pesados, formas quimicas de nitrégeno (N) y
tosforo (P), agentes biolégicos como virus, bacterias patégenas y parésitos,
rebasando los limites establecidos por las Normas Oficiales Mexicanas
correspondientes (Espinosa y Mazari-Hiriart, 2006).

Las chinampas de Xochimilco tienen un alto contenido de materia organica
(Ramos-Bello et al., 2001; Blanco-Jarvio et al., 2011), lo cual supondria que no es
requerida la aplicacion 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 quimicos desarrollados con el propésito de
eliminar, controlar o detener el crecimiento de cualquier tipo de plaga. En la
agricultura se wutilizan herbicidas, insecticidas, fungicidas, nematocidas vy
rodenticidas (Ongley, 1997). Los plaguicidas se utilizan ampliamente a nivel
mundial. Se prevé que el uso de estos quimicos aumente globalmente 2.7 veces
durante los préoximos 50 afos, lo que equivaldra a 10.1x10° toneladas métricas
anuales (Kinney et al., 2005).

La fumigacién con plaguicidas en la agricultura es una practica en la cual se usan
varias combinaciones quimicas para reducir la amenaza de los insectos, malas
hierbas y enfermedades de plantas y, por lo tanto, mejorar en términos de
produccién las cosechas. Existen diversas familias quimicas, entre ellas, estan los
organofosforados que son compuestos de baja persistencia en el ambiente, pero,
presentan una toxicidad muy alta (Kanekar 2004; Sanchez et al, 2004;
CICOPLAFEST, 2008). En las chinampas de Xochimilco y otros lugares de México
los mas utilizados son: paration, malatién, metil paratiéon, clorpirifos y diazinén,
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 6ptimo de un plaguicida éste deberia
atacar su especie blanco y rdpidamente convertirse en compuestos no dafinos,
tales como carbono y agua (Johnsen et al., 2001). Sin embargo, esto no sucede y su
acumulacion en el suelo y dispersién en el ambiente depende en gran medida de
las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del agroecosistema (Sanchez et al.,
2004). Si bien el uso de plaguicidas es una actividad antropogénica inevitable, ya
que proveen proteccion a los agricultores en la inversion de semillas, fertilizantes,
irrigaciéon y mano de obra contra las plagas, su utilizacion ha causado efectos
biolégicos adversos a corto y largo plazo (Kanekar, 2004). Los plaguicidas tienen
diferentes tipos de repercusioén y efectos ecolégicos, dependiendo de su férmula
quimica, concentracion y sitio de aplicaciéon: en los organismos vivos, en la
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superficie terrestre y en el agua (Ongley, 1997). Por ello, estan incluidos entre los

microcontaminantes organicos.

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 quimicamente la diversidad microbiana
disminuye (Girvan et al., 2005). También existe evidencia de degradacion del
plaguicida, después de un uso repetido en el suelo (Spokas et al., 2006).

1.2.2 Metil paration

El metil paration u O,O-dimethyl O-4 nitrophenil phosphoratioato es un pesticida
organofosforado de contacto e ingestién, con un enlace P=S y se clasifica como
extremadamente toxico para vertebrados, principalmente para mamiferos y aves,
con una dosis letal media (DLso) de 6 a 24 mg/kg en roedores (Isbister et al., 2007).
En México se utiliza para méas 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 paration puede proporcionar sustratos de
carbono (C) y nitrégeno (N) a los microorganismos del suelo, debido a que al ser
compuestos quimicos sintéticos (xenobiéticos) pueden ser susceptibles a ataques
microbianos (Madigan et al., 2004). No obstante, cuando la degradacion de la
molécula es sélo parcial, el subproducto microbiano puede ser, en algunas
ocasiones, atin mas toéxico que el compuesto quimico original (Bollag, 1980;
Madigan et al., 2004).

Algunos microorganismos pueden degradar el metil paration mediante tres
diferentes procesos aerdbicos: hidrélisis, oxidacion y reduccién, este ultimo
también se puede realizar en ambientes anéxicos (Singh y Walker, 2006; Yang et al.
2007).

La hidrélisis o/y oxidacion del metilparation da origen al p-nitrofenol y al
dialquiltiofosfato. El primero se reduce hasta acido 3-oxoadipico, el cual se puede
degradar hasta CO; mediante su incorporacion al ciclo de Krebs (Singh y Walker,
2006). Este proceso de degradacion del plaguicida se ha sido reportado en
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Pseudomonas, Serratin y Flavobacterium, las cuales utilizan el p-nitrofenol como
fuente de carbono y de fésforo (Pakala et al., 2007).

Cuando existen niveles muy bajos de oxigeno, el grupo nitro del metil paration se
reduce a un grupo amino por una nitroreductasa, formando una molécula
denominada aminoparation, 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 degradacién del
metil paration son bacterias desnitrificantes como Pseudamnibacter, Achromobacter,
Brucella, Ochrobactrum y Serratia. (Kanekar et al., 2004; Zhang et al., 2005). Aunque
la biodegradacion 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 Desnitrificacion

1.3.1 Generalidades del ciclo del N

Los ecosistemas tienen flujos de reciclaje conjuntos entre los diferentes ciclos
biogeoquimicos. 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 atmoésfera, donde se
localiza alrededor del 80% (Holland et al., 1999; Madigan et al., 2004). A pesar de su
abundancia en la atmosfera este elemento puede ser “escaso” en algunos
ecosistemas.

La fijaciéon del N requiere de una gran cantidad de energia para romper su triple
enlace, por lo que s6lo un namero de organismos relativamente reducido pueden
hacerlo. En muchos ambientes, la productividad estd limitada por el pequefio
aporte de compuestos de nitrégeno combinado, lo que hace muy ventajosa la
tijacion bioldgica. Es importante resaltar que aunque ésta no es la tnica forma de
fijacion (ya que también existen la luminica, por combustién, volcanica y
antropogénica) si es de las mas importantes en términos de abundancia (Madigan
et al., 2004). Durante su ciclo, el N se recicla, en su mayoria en formas mds
facilmente disponibles, como amoniaco y nitrato. El ciclo del N consiste en una
serie de reacciones redox en las que esta involucrado el metabolismo energético de
una gran cantidad de microorganismos. Muchas de estas reacciones se llevan a
cabo por enzimas especificas, lo cual ha permitido el estudio de procesos
microbianos como la asimilacién de nitrato, la reduccién disimilatoria de nitrato y
la fijacién de N (Zehr y Ward, 2002).

1.3.2 Proceso de desnitrificacion

La desnitrificacién 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 produccién de energia, bajo condiciones
limitadas de oxigeno. Este proceso es el principal mecanismo por el cual el N del
suelo y agua regresa a la atmosfera en su forma molecular (N2), completando el
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ciclo (Rice, C.W. y Tiedje ]J. M. (1989); Zum(ft, 1997). La desnitrificacién es un paso
de reduccion de nitrato (NOs") a dinitrégeno (N2) mediante la liberaciéon de gases
de 6xido nitrico (NO) y 6xido nitroso (N20) (Conrad, 1996). El 6xido nitrico y el
6xido nitroso, productos intermediarios de la desnitrificacién, tienen un enorme
impacto sobre la contaminacion atmosférica (Bange, 2000).

Estudios genéticos y bioquimicos han identificado siete enzimas capaces de
catalizar los cuatro pasos de la via de desnitrificacién (Fig. 3).

Nitrato Nitrito ” Oxido nitrico ” Oxido nitroso
reductasa reductasa reductasa Reductasa
Nar Nas NirS cNor
_ Nap NirK prora gNor

FIGURA 3. Ruta de desnitrificacion
Esquema que representa, en la parte superior, los compuestos que se forman a partir de la
reduccién del NOs-, mediante la accién de diversas enzimas, representadas en las cajas azules. En
los circulos inferiores se muestran los genes que codifican para la subunidad catalitica de las
enzimas en cuestion.

Nitrato reductasa. La reduccion en procariotas de NOs- a NO» puede ser llevada a
cabo con tres propositos y por tres distintas nitrato reductasas (Warnecke-Eberz y
Friedrich, 1992).

La enzima nitrato reductasa citoplasmatica asimilatoria (Nas) tiene una funcién,
como su nombre lo indica, de asimilacién y se localiza en el citoplasma. Las
bacterias utilizan el NOs- para su crecimiento via la reduccién asimilatoria a NO»;,
el cual posteriormente se reduce a amonio (NHs*) para la formacién de
aminoécidos y proteinas. Se pueden identificar dos tipos de Nas, uno dependiente
del NADH vy constituido por dos subunidades codificadas por los genes nasA y
nasC; el segundo depende de la ferredoxina o la flavodoxina y estéd constituido por
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una tnica subunidad. En ambos casos contienen un cofactor de molibdeno (MGD)
y un N-terminal de hierro-sulfuro (Moreno-Vivian et al., 1999).

La nitrato reductasa de membrana (Nar) actta en la respiracién anaerdbica de
nitrato, la conforman tres subunidades, la subunidad a catalitica (NarG) con un
cofactor MGD, la subunidad soluble 3 (NarH) y la subunidad y (Nar I). Las
subunidades a y [ se asocian en el citoplasma y se unen a la subunidad y mediante
un dominio transmembranal presente en su region C-terminal (Blasco et al., 1989;
Moreno-Vivian et al., 1999). Los genes narG, narH y narl codifican las distintas
subunidades; ademds de éstos también participa el gen nar], que codifica una
chaperona necesaria implicada en el proceso de maduracién de la enzima (Blasco
et al., 1989 y 1998).

La nitrato reductasa respiratoria periplasmatica (Nap), a diferencia de Nar, puede
expresarse en presencia de oxigeno. La enzima Nap son heterodimeros formados
por una subunidad catalitica (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 proteina NapC, que es otro
citocromo ¢, con cuatro grupos hemo, unido a la membrana. La proteina NapC es
la encargada de transferir electrones a la subunidad NapB (Moreno-Vividn et al.,
1999).

Nitrito reductasa. La generacion del NO a partir de la reduccién del NOx es
catalizada por dos tipos de nitrito reductasas periplasméaticas, que se
encuentran en bacterias desnitrificantes (sin embargo, no en la misma célula). Estas
enzimas no tienen ninguna relacién estructural ni evolutiva (Zumft, 1997). Un tipo
es la enzima NirS tipo cd;, que es un homodimero soluble; cada subunidad
presenta un dominio de unién a un grupo hemo c y a un hemo d1, por lo que la
proteina dimérica nativa lleva cuatro 4tomos 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 categorias verde y azul, dependiendo de sus propiedades de
absorbencia. Ademads, estas proteinas contienen dos tipos de centro de cobre, que
estan involucrados en la transferencia de electrones y catalisis. Cada mondmero se
compone de dos dominios (I y II) que se conectan, de forma que cada dominio I
interacciona con el dominio Il adyacente (Moura y Moura, 2001). De acuerdo con
esto, la enzima contiene tres centros de cobre tipo I, los cuales estan 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 nitrico reductasa. El NO pasa a N2O mediante la 6xido nitrico reductasa
(Nor). Esta enzima se encuentra unida a la membrana y contiene dos subunidades,
una pequefia de citocromo c y otra més 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 Gltimo paso de reduccién es catalizado por la 6xido
nitroso reductasa (Nos) que es codificada por el gen nosZ (Hochstein y Tomlinson,
1988; Zumft, 1997; Philippot y Hallin, 2006). Esta enzima es un homodimero,
compuesto por dos subunidades que contiene cobre en su centro activo y esta
localizada en el periplasma (Moura y Moura, 2001).

1.3.3 Diversidad natural desnitrificante

La capacidad de los organismos para la desnitrificaciéon ha sido observada en
diversos géneros de bacterias, arqueobacterias y hongos, distribuidos en una gran
cantidad de habitats (ver tablas 1 y 2) (Noredal et al., 2004). La bioquimica de la
reducciéon 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 sélo a nitrito (Zumft, 1997; Madigan et al., 2004). No se
tienen aun 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 Descripcion Habitat
Halobacterium
Euryarchaeota Haloferax Organotrofas y Aguas hipersalinas
Natronobacterium haléfilas
Crenarchaeota Pyrobaculum Hipertermofilos Manantiales y zonas profundas
submarinas
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Phylum Subdivision® Género Habitat
Gram positivas Bacillus Suelos
Proteobacteria a Agrobacterium Suelos
Proteobacteria a Alcaligenes Suelos y aguas
Proteobacteria a Azospirillum Suelos
Proteobacteria a Blastobacter Aguas
Proteobacteria a Bradyrhizovium Suelos
Proteobacteria a Hyphomicrobium Suelos
Proteobacteria a Nitrobacter Suelos, agua dulce y mar
Proteobacteria a Ochrobactrum Suelos, raices
Proteobacteria a Paracoccus Suelos y aguas
Proteobacteria a Rhodobacter Suelos
Proteobacteria a Rhodopseudomonas Suelos
Proteobacteria a Rhodoplanes Suelos
Proteobacteria a Sinorhizobium Suelos
Proteobacteria B Achromobacter Aguas
Proteobacteria ¢ Aquaspirillum Suelos y aguas encharcada
Proteobacteria B Azoarcus Suelos
Proteobacteria B Chromobacterium Suelos, aguas y alimentos
Proteobacteria B Eikenella Infecciosac
Proteobacteria B Huphomicrobium Suelos
Proteobacteria ¢ Kingella Infecciosac
Proteobacteria B Neisseria Infecciosac
Proteobacteria B Nitrosomonas Suelos, agua dulce y

residual
Proteobacteria B Ralstonia Suelos
Proteobacteria B Thermothrix Aguas
Proteobacteria \% Alteromonas
Proteobacteria \% Beggiaton Crecen en medios
organicos
Proteobacteria % Escherichia coli Agua encharcada
Proteobacteria % Halomonas Aguas profundas
Proteobacteria % Moraxella
Proteobacteria % Morococcus
Proteobacteria % Pseudomonas Suelos
Proteobacteria % Oligella
Proteobacteria % Thiobacillus Crecen en medios
organicos
Proteobacteria % Thioploca Crecen en medios
orgéanicos
Proteobacteria € 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
aMadigan et al., 2004

bSe refiere a grupo filogenético para el phylum Proteobacteria
¢ Bacterias patégenas que pueden afectar a los animales

13



1. INTRODUCCION

Las reacciones de desnitrificaciéon son llevadas a cabo por una heterogénea
variedad filogenética de microorganismos. Se ha observado que bacterias
filogenéticamente cercanas no necesariamente comparten la caracteristica de
desnitrificar; y cuando lo hacen, sus vias 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 metabdlica y filogenéticamente diversas (Delorme et al., 2003;
Madigan et al., 2004). Lo anterior sugiere que los genes de desnitrificaciéon se han
sido perdido y heredado durante la evolucién, indicando que la capacidad de
desnitrificar ha sido consecuencia en muchos organismos de una transferencia
horizontal (Jones et al., 2008).

1.34 Factores determinantes de los procesos de
desnitrificacion en suelos.

En el caso de la desnitrificacion por actividad bacteriana en suelos, los procesos
estan fuertemente influenciados por las condiciones climaticas y las caracteristicas
fisico-quimicas prevalecientes (Coyne et al., 2000; Wallestein et al., 2006; Sahrawat,
2008). Las chinampas de Xochimilco constituyen un “suelo” agricola, cuyos
factores determinantes en los procesos antes mencionados interactian como un
sistema abierto, dindmico y complejo que se debe tomar en cuenta en su conjunto

(Fig. 4).

Agregaciéon y humedad. La agregacion del suelo es fundamental ya que es la
responsable de la fijacién de agentes y distribucién del C y N (Six et al., 2000;
Bronick y Lal, 2004; Wei et al., 2006). Los suelos estan formados a partir de la
combinacién de particulas minerales con substancias organicas e inorgénicas (Wei
et al., 2006), que crean una compleja dindmica de agregacién que provoca una
diferencia entre la disponibilidad o accesibilidad al sustrato (en este caso NOs- para
la desnitrificaciéon); esto es crucial para las bacterias (Sahrawat, 2008). La
agregacion del suelo influencia las variaciones en la concentracién de oxigeno 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 podria favorecer de manera global los procesos
w Comunidades Microbianas

FIGURA 4. Factores determinantes en el proceso de desnitrificacion
En este esquema se representan con circulos de color verde los factores determinantes para el inicio de la
desnitrificacion. Este proceso se lleva a cabo por diversos microorganismos, que a su vez estan influenciados
por diversos factores (indicados en los 6valos rojos), M.O. se refiere a materia organica. En la caja de color
verde se indican las condiciones del suelo que influyen en la disponibilidad de oxigeno (anaerobiosis).

anaerobicos.

Textura
Humedad
Porosidad
Agregacion

Textura. Es la proporcion de los tamafios de los grupos de particulas 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
desnitrificaciéon pueden variar en funcién de la temperatura asociada directamente
con el clima. Un ejemplo de esto son los suelos tropicales, donde los procesos de
desnitrificacién son mds altos en comparaciéon con regiones templadas con rango
de temperatura menor. La temperatura 6ptima en cultivos puros de bacterias
desnitrificantes ha sido reportada dentro de la condicién meséfila, con un intervalo
de 25° a 35°C (Saad y Conrad, 1993; Pfenning y McMahon, 1997; Sahrawat, 2008),
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Interacciones entre especies. Otros factores que afectan la diversidad vy
distribucion de los microorganismos a diferentes escalas son interacciones de tipo
selectivo u obligado, por ejemplo, la relacién e interaccion tréfica entre las especies
(como mutualismo y depredacién), 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 organica. La acumulacién de materia organica en el suelo es la principal
fuente de energia 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 heterétrofos, que comprenden la mayoria
de los microorganismos desnitrificantes (Knowles, 1982), mientras que para la

nitrificacion existen pocos heterétrofos reportados que la lleven a cabo (Sahrawat,
2008).

Oxigeno. La desnitrificacién es activada con una concentraciéon cero de oxigeno
disuelto, y en este proceso el nitrato es usado como aceptor para las reacciones de
desnitrificacién (Knowles, 1982; Pochana y Keller, 1999). Se han hecho estudios que
indican que en algunos sistemas la actividad del proceso de desnitrificacién
disminuye cuando la concentracién de oxigeno disuelta es mas alta de 0.2 mg O2/L
(Pochana y Keller, 1999). Sin embargo, existen bacterias que pueden realizar
desnitrificacién bajo condiciones aerobias: Paracoccus denitrificans reduce NOs- atin
en presencia de una concentracién saturada de oxigeno. También Pseudomonas sp.
y Microvirgula aerodenitrificans pueden realizar desnitrificacién en condiciones
aerobias (Baumann et al., 1996; Patureau et al., 1998; Takaya et al., 2003).

pH. Diversos experimentos han coincidido en que el pH 6ptimo para el proceso de
desnitrificacién se encuentra entre 7 y 8 (Simek et al., 2002). Las variaciones del pH
pueden afectar a la composiciéon de las comunidades desnitrificantes en suelos
(Deiglmayr et al., 2004). Es complicado que se tenga el pH 6ptimo para los procesos
de desnitrificacion, ya que éste varia en funcién de los diferentes tipos de suelo. Sin
embargo, las poblaciones desnitrificantes pueden tener un amortiguamiento y
adaptarse y prevalecer sobre el pH 6ptimo (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
atmosfera, debido a que proporcionan e incrementan la disponibilidad de
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substratos de N y C, favoreciendo de esta manera las vias metabdlicas de las
comunidades bacterianas como la desnitrificacién, que contribuyen con cerca del
70% de la emision 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 desnitrificaciéon
de manera positiva, ya que algunos tipos y/o concentraciones lo hacen de manera
negativa, como ya se explico anteriormente (seccién 1.2.2).

1.4 Gases de efecto invernadero

1.4.1 Problematica de la emision de gases de efecto
invernadero a la atmoésfera

La Tierra es un sistema dindmico, en el que los cambios ambientales
globales han sido parte de su evolucién. Existen dos tipos principales de cambios
globales, 1) los que alteran el equilibrio de las cubiertas de la tierra (atmosfera 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 composicién de la atmosfera,
cambio climatico, disminucién en la concentracién de ozono e incremento en la
radiacién ultravioleta. Mientras, el segundo tipo es ejemplificado por cambios en el
uso de la tierra, pérdida de diversidad biolédgica, invasiones biolégicas y cambios
en la quimica de la atmosfera.

El N2O, es un gas de efecto invernadero y un catalizador natural de la
degradacion de la estratosfera (Henry et al.,, 2004; Henry et al., 2006; Jones et al.,
2008).El N20 tiene un potencial de calentamiento global de aproximadamente 300
veces mas que el dioxido de carbono (CO2) (Singh et al., 1999). Ademas, es un
catalizador natural destructivo del ozono (O3), mediante la generacién de oxido
nitrico (NO) que adelgaza la capa de ozono. Esas dos caracteristicas hacen que este
importante gas de efecto invernadero contribuya en un 6% al calentamiento global.
La produccion de N2O en la atmésfera 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 concentracion atmosférica del N2O se ha incrementado a través de las altimas
décadas a una tasa anual del 0.2-0.3%, encontrdndose actualmente una
concentraciéon de 330 ppb, aproximadamente (Conrad, 1996). Los suelos agricolas
contribuyen con el 80% del N2O total en la atmésfera, siendo por lo tanto la fuente
antropogénica més importante en la emisién de dicho gas (Koponen et al.,, 2004).
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ANTECEDENTES

Las chinampas de Xochimilco presentan una seria problematica ambiental, como
por ejemplo en el uso de suelo, el cual durante los tltimos afios ha sido sometido a
una intensiva fumigacién quimica. Los pesticidas son importantes componentes en
la agricultura moderna (CICOPLAFEST, 2008), aunque en la actualidad existe poca
informaciéon sobre la afectacion que causan estos compuestos a los procesos
bioquimicos del suelo. Si se sabe que la aplicaciéon de plaguicidas puede generar
efectos negativos no sélo 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 degradacion de plaguicidas en suelo después de la
fumigaciéon indican que la modificaciéon de la microbiota altera potencialmente la
dindmica de su funcionalidad, esto se puede observar, por ejemplo, en la
capacidad de las bacterias para la fijaciéon del N (Locke y Zablotowicz, 2004) y/o en
la produccién de gases de efecto invernadero (N20). El nivel de estas alteraciones
depende del tipo de plaguicida, concentracién, agroecosistema y biota, entre otros
(Bartha et al., 1967; Tu, 1969; Yeomans, 1985; Snigh, 1999; Kinney et al., 2005).

Autn cuando algunos microorganismos pueden degradar el metil paration, no
siempre los sustratos obtenidos son fuentes de energia, y en ocasiones pueden ser
toxicos para la microbiota (Errampalli ef al., 1999) o inhibidores del crecimiento de
bacterias desnitrificantes. Se ha reportado que la emisién de N>O por las bacterias
Xantobacter autotrophicus CECT 7064 y Paracoccus denitrificans ATCC 19367 fueron
fuertemente inhibidas por varios plaguicidas, entre ellos el metil paratién y aldrin
(Takaya et al., 2003; Saez et al., 2005). Por lo tanto, la diversidad y estructura de las
comunidades microbianas en suelos contaminados puede ser alterada con la
aplicacion de metil paration (Zhang et al., 2005) causando variaciones en las
emisiones de N2O a la atmésfera (Spokas y Wang, 2003; Spokas et al., 2003 y 2006).
La evidencia experimental indica, pues, que existe una alteracién en la microbiota
desnitrificante cuando se adiciona metil paratién. Sin embargo, atin existe poca
informacion acerca de cémo estos pesticidas afectan al proceso completo de la
desnitrificacion.

El proceso microbiano respiratorio de la desnitrificacion es fundamental, como ya
se explico, y esta controlado por diversos factores ambientales, tales como
contenido de agua, pH, difusién de Oy, la concentraciéon de NOs y el contenido
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de materia orgénica 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 metodologia (Firestone et al., 1980). La utilizacién de
microcosmos permite que al estudiar el efecto del metil paratiéon en el proceso
de desnitrificacion las condiciones sean controladas. Ademas se debe considerar
que los rangos de desnitrificacion 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 especificos. De
esta manera, se puede determinar la persistencia de las enzimas nitrato, nitrito y
oxido nitroso reductasas mediante el andlisis de las dinamicas 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 producciéon 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 desnitrificacion del
suelo en condiciones anaerobias ya que este inhibe la sintesis 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 relaciéon
de N2O a N> (Balderstone et al., 1976). El uso combinado de cloranfenicol y CoHa
en concentraciones especificas permite estudiar la capacidad de desnitrificacion 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 andlisis del gen 16S rDNA, ha sido la primera
herramienta en proporcionar una guia para la exploracion de la composiciéon y
estructura de las comunidades bacterianas en diversos ambientes (Noredal et al.,
2004; Philippot y Hallin, 2005).

Actualmente se han realizado diversos estudios de biologia 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 extraccion de los &cidos nucléicos (DNA), que
posteriormente se amplifica mediante la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Esta técnica es la base para analisis posteriores, como bibliotecas
y huellas genéticas, las cuales permiten una aproximacién 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 resolucién, ya que los gradientes
permiten detectar en fragmentos del mismo tamafio las variaciones puntuales en
las secuencias del DNA (Noredal ef al., 2004). Los avances en el conocimiento de la
estructura de las comunidades bacterianas que ha significado el uso de la biologia
molecular son evidentes pero, sin embargo, es imprescindible ligar con ellos los
estudios fisico-quimicos de dindmicas enzimaticas, para tener una integracion del
conocimiento generado en ambas areas que permita estudiar a las comunidades
bacterianas desde una perspectiva més completa, integrando la funcionalidad y
diversidad en dimensiones de espacio-tiempo.
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JUSTIFICACION

Las chinampas de Xochimilco presentan una problematica ambiental severa. Un
aspecto que ha recibido menos atencién, pero no por eso es menos importante, es
el uso del suelo, el cual durante los tltimos anos ha sido sometido a una intensiva
fumigacion con plaguicidas como el metil paration. Como se menciond, la
desnitrificacién es el principal proceso responsable de la produccién de emisiones
del N2O, el cual es un importante gas de efecto invernadero y un catalizador
natural de la destruccion del ozono en la estratosfera. Por lo tanto, es necesario
realizar estudios relacionados con la produccién 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 estd considerado dentro de los
planes de desarrollo de la Ciudad de México, la cual se ha comprometido a
alcanzar acuerdos en materia de Cambio Climatico). Para ello se considerardn 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 problemadtica existente en las chinampas de
Xochimilco, que es fundamental para integrarla a otros estudios y asi plantear
propuestas tangibles y reales para los habitantes de la region.

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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OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del plaguicida organofosforado metil paration sobre la
diversidad y actividad de las comunidades microbianas en suelos de las
chinampas de San Gregorio Atlapulco, en la delegacién de Xochimilco, México
D.F.

OBJETIVOS PARTICULARES

U Determinar las caracteristicas fisico-quimicas del sitio de estudio en las
chinampas de San Gregorio Atlapulco, Xochimilco.

U Evaluar la actividad enzimética mediante la realizacién de microcosmos con
y sin metil paration en una cinética con inhibidores especificos
(cloranfenicol y CoHb>).

Q Evaluar las dindmicas de NOs, NOz , N2O y Nz durante la cinética
experimental

U Identificar la diversidad microbiana desnitrificante del sitio de estudio
mediante analisis del gen 16S rDNA y el gen nosZ.

Q Determinar la microbiota desnitrificante en diferentes tiempos y

tratamientos del sitio de estudio mediante técnicas de biologia molecular
(DGGE, secuenciacion).
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MATERIALES Y METODOS

31 Area de estudio y muestreo

La chinampa usada como &rea 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 dividi6é en 3 zonas
de 50 m x 30 m, las cuales se consideraron réplicas y se nombraron como S1, S2 y
S3. Posteriormente, cada réplica se subdividi6 en 9 cuadrantes de 16.5 m x 10 m y
en cada uno de estos cuadrantes se tom6 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.

.....

........
“ree

3 L g .-:

FIGURA 5. Muestreo compuesto
Con los colores rojo, azul y amarillo se representan cada una de las réplicas, los 6valos 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 dej6 al aire libre durante siete dias y se tamiz6é con malla No. 10 (2
mm). Posteriormente, se realizé la caracterizacion fisico-quimica por triplicado
para cada sitio (Tabla 3).

El pH del suelo se midi6é con un electrodo de vidrio sensible al ion hidrégeno, en
una suspension 1:2.5 de suelo-H2O (Thomas, 1996). La conductividad eléctrica
(CE) se determiné en el extracto de una solucién saturada, en la forma descrita
por Rhoades et al. (1989). Para determinar el CRA, el suelo se satur6 de agua y se
dejo reposar durante la noche permitiendo asi que se escurriera el exceso de agua.
EITOC del suelose midi6 con un analizador de carbono orgénico total TOC-
VCSH® de Shimadzu (Canby, Oregon E.U.A). Las concentraciones de NO> y NOs-
se determinaron de los extractos con K2SO4, mediante un método colorimétrico en
un analizador automatico San Plus System - Skalar®.

Tabla 3. Métodos utilizados en la caracterizacion fisicoquimica del suelo

Analisis Método
Densidad real Picnémetro?
Densidad aparente Volumétrico?
Textura Bouyoucos
pH Potenciométrico?
CRA! Gravimétrico?
TOC? Combustion secaP
Nitratos colorimétrico con KSO4¢
Nitritos colorimétrico con K,SO4 ¢
Nitrégeno amoniacal colorimétrico con K,SO4 ¢
Nitrégeno total Mediante la técnica Kjeldhald

1 Capacidad de retencién de agua

2 Carbono Organico Total

a Segin la NOM-021-RECNAT-2000

b Con un analizador Shimadzu® segun procedimiento de Nelson y Sommers, 1996

¢ Cuantificado en un analizador automatico San Plus System-SKALAR®

d Con concentrados de acido sulftrico (H2SO4), sulfato de potasio (KoSOy) y cobre (CuSOs) para
digerir la muestra.
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3.2 Incubacién aerdbica

Se montaron microcosmos de la siguiente manera: se pesaron 10 g de suelo que
fueron colocados en botellas serolégicas de 60 ml y se ajust6 el CRA al 40% (Fig. 6).
Se obtuvieron 384 microcosmos, que fueron divididos en dos, a la primera mitad
(192) se le afiadi6 agua destilada (SMP) y al resto (192) agua destilada con metil
paration (CMP), con la misma concentracién utilizada en el campo (1 ml x IL).

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

Cada microcosmos se colocé en un frasco de 945 ml que contenia un recipiente con
20 ml de NaOH 1 M, que funcioné para atrapar el CO, emitido y asi evitar una
excesiva concentracion en la atmosfera 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 dias. En los dias 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 segtn
cuatro tratamientos (se especifican en la parte de incubaciéon anaerobia de la
metodologia). Estos tratamientos permitieron analizar el efecto del metil paratiéon
en el proceso de desnitrificacion a través del tiempo.
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3.3 Incubacién anaerdbica

El disefio experimental fue complejo y se encuentra esquematizado en la figura 7.
A 48 sub-muestras de cada condicion (24 CMP y 24 SMP) se les afiadié una
solucion de NaNOs 3.4 mM, a las 48 sub-muestras restantes (24 CMP y 24 SMP) se
les afiadié una solucion de NaNOs; 3.4 mM vy cloranfenicol 0.22 mM. La
concentracion final fue de 71.4 mgNOs N kg1 y de 100 mg de cloranfenicol kg, la
cual es suficiente para inhibir la sintesis de proteinas, 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
difusion del NOs- a través de la matriz del suelo, y los recipientes fueron cerrados
con un tapdén de goma y, finalmente, sellados herméticamente.

Determinacion fisico-quimica y pre-tratamiento del suelo

!

Preparacion de microcosmos e incubacion
aerobica de 28 dias
192 muestras con plaguicida 192 muestras sin plaguicida

L Muestreo aleatorio e incubacion anaerobica <J
cada0, 7, 14 y 28 dias

l

Ensayosparala actividad enzimaticay diversidad genética

|
£ T T )|

CON CH ACE CHA
12muestras(10g) + 12muestras(10g)+ 12muestras(10g)+ 12muestras(10g)+
15ml soluciénecon  15mlsolucioncon  15ml solucidncon  15ml solucion con
3.4mM NalNO; 3 4mMNaNO; vy 3.4mM NalNOg + 3. 4mMNaNO;
0.22mM C.H, (10% v/ v) yv.22mM
chlorantenicol cloranfenicol +
C 2H 2 {J_U % v \-")

Q lL T J] J/J

Seleccion aleatoria de tres muestras portratamiento cada 0, 6, 24 y 48 horas,
extraccion de ADN y determinacion de concentracion de NOg, NO, vy IN,O

FIGURA 7. Esquema del protocolo experimental
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Para crear un ambiente anaerdbico, la atmdsfera de los microcosmos se desplazé
con un flujo constante de N2 durante 10 minutos (Dendooven et al., 1994). Una vez
purgado el aire, se tomaron (de cada condicion CMP y SMP) 12 microcosmos con
el tratamiento de NaNOs; y 12 con NaNO; + cloranfenicol, a los cuales se les
extrajeron 10 ml de la atmdsfera y se reemplazaron con 10 ml de CoHz (10% v/v).
Finalmente se obtuvieron cuatro tratamientos en los microcosmos acondicionados
de la siguiente manera:

1) 71.4 mg NOs N kg1, denominado CON

2) 71.4 mg NOs-N kg1 + 100 mg de cloranfenicol kg-!, denominado CH

3) 71.4mgNOs N kg1 +10% v/v CoHz, denominado ACE

4) 714 mg NOs N kg + 100 mg de cloranfenicol kg' + 10% v/v CaHy,

denominado CHA

En los analisis de las dindmicas 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 emisién de N>O
se tom6 1 ml de la atmoésfera de cada microcosmos y se midié en un cromatégrafo
de captura de electrones (ECD). Las concentraciones de N>O obtenidas se
corrigieron para considerar el gas disuelto en el agua (Moraghan y Buresh, 1977).

Para determinar las concentraciones de NO2 y NOs, éstos se extrajeron
mediante la adiciéon de 100 ml de K>SO4 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 °© 42. Los extractos fueron almacenados a -20 °C
hasta su andlisis. (Dendooven et al., 1994).
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FIGURA 8. Esquema del muestreo por dia
En el cuadro café se representa el dia (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 dia de muestreo, que multiplicado por los cuatro dias hacen un total de 192 CMP y
192 S MP muestras sacrificadas.
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3.4 Andlisis quimicos

La cantidad de emision de N2O se determiné con un cromatégrafo de gases
Agilent 4890D® (Agilent Technologies, Palo Alto, California, E.U.A.) equipado con
un detector de captura electrénica. Una columna SG-Q (didmetro 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 flujodel gas portador (N2) de 5 mlmin'. Las temperaturas de inyeccién,
deteccion y el horno de la columna se fijaron en 100 °C, 225°C y 35°C,
respectivamente. Para el procedimiento se inyect6 en el cromatégrafo, con una
jeringa de vidrio Hamilton® (Reno, Nevada, E.U.A.), una alicuota de 1 ml.
Posteriormente, para determinar la concentracién de N2O se tom¢ el calculo que
integré el equipo del 4rea de los picos de cada inyeccién comparado con los picos

de una curva estdndar preparada a partir de concentraciones conocidas, 10 y
100 ppm, de N.O y N2,

3.5 Analisis estadistico

Las tasas de emision de N2Oy las tasas de produccion de NO» y NOs- 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
regresion lineal que se vio obligado a pasar por el origen, aunque permitiendo
diferentes pendientes (las tasas de produccién) para cada tratamiento. Este
enfoque se apoya en consideraciones teéricas, ya que no se produjo N2O en el
momento ceroy el microcosmos tampoco lo contenia debido a que se lavod la
atmosfera con N». La medicién de produccién de NO, y NOs- se considerd en el
inicio de la cinética mediante un modelo lineal que no se vio obligado a pasar por
el origeny permiti6 diferentes pendientes (las tasas de produccién) para cada
tratamiento. La emision de N2 se calcul6 de la siguiente manera.

[A—B]*4
No=——5—
Donde A es la emisién de N2O en el suelo modificado con C2Hz y B es la emision
de N20 en el control, se multiplico por 4 y se dividi6 entre 5, ya que se considero el
hecho de que se requiere un electréon mas para reducir el N2O a N2 (Dendooven y
Anderson, 1995).
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Las concentraciones deNOs, NO2 y N2O se sometieron a un andlisis
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 NOs- y
las tasas de producciéon de N2O se determinaron utilizando PROC GLM (SAS
Institute, 1989). Cada punto enlas cifrasindica el promedio denueve
mediciones, es decir, datos de tres parcelas por triplicado (n = 3).

3.6 Analisis moleculares

De cada réplica de los microcosmos se tomé 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 utilizo el kit de extraccion 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 biofotémetro a
260 nm (Eppendorf®), para después hacer amplificaciones con oligonucleétidos
especificos (Tabla 4) de los genes nosZ y 165 rtDNA mediante la técnica de PCR.
Esta fue realizada en un termociclador Mastercycler®, marca Eppendorf.

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para amplificar los genes nosZ y 165 rDNA

Gen Primer Posicion Secuencia (5'-3") 4
nosZ-Fa | 1169-1188 | CGYTGTTCMTCGACAGCCAG
nosZ nosZ-Ra | 1849-1869 | CATGTGCAGNGCRTGGCAGAA

nosZ-R GCh 1849-1869 | CGGCGCGCCGCCCGCCCCGCCCCCGTCG
CCCATGTGCAGNGCRTGGCAGAA

1070F¢ | 1070-1085 | ATGGCTGTCGTCAGC
16S rDNA 1392Re | 1392-1378 | ACGGGCGGTGTGTA

1392R-GCP| 1392-1378 | ACGGGCGGTGTGTAGCCCGCCGCGCCCC
GCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCC

a La posicion de los oligonucleétidos en el gen nosZ se expresa con referencia a la secuencia de

Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 (ntimero e acceso X65277), basado en Throback et al., 2004

b Oligonucleétidos con grapa

¢ Oligonucleétidos 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, 5=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 consideraciéon los
tiempos de desnaturalizacién, alineamiento y extensién escritos en la Tabla 5. Cada
reaccion contuvo 1 X de amortiguador (Green go Taq buffer®), 3 mM MgCly, 0.2
mM dNTPs, 100 pmol de cada oligonucleétido (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 permitira
mantener unidas la doble cadena de ADN durante el DGGE.

Tabla 5. Programas utilizados para amplificar al gen nosZ y 165 rDNA

Temperatura Ciclos Tiempo
94 °C 1 5 min
94 °C 30 1 min
nosZ 58 °C 30 45 s
72 °C 30 1 min
72 °C 1 5 min
94 °C 1 5 min
94 °C 30 40s
165 rDNA 54 °C 30 40s
72 °C 30 30s
72 °C 1 5 min

Para los anélisis de DGGE, las amplificaciones con grapa de cada gen fueron
aplicadas en geles de acrilamida; para nosZ se utilizé 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 bano de SYBR-Gold® con una concentraciéon 1:1000 v/v durante 1 hora. Las
imagenes digitales fueron analizadas en el software Quantity One® de Bio-Rad.
Posteriormente se cortaron las bandas visibles, se resuspendieron en 20 ul de agua
destilada, se incubaron durante 24 h a 4°C y finalmente se realizaron
amplificaciones con los oligonucleétidos especificos 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 Analisis 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), descartdndose esa
posibilidad en estas secuencias. A continuacién 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 aminoacidos utilizadas para nosZ fueron obtenidas traduciendo la secuencia
nucleotidica. Se hicieron anélisis BLAST especificos a nivel de aminoacido para las
secuencias parciales del gen nosZ y a nivel de nucleétido 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 construccion de los
dendrogramas, las secuencias (proteinicas y nucleotidicas) fueron alineadas con el
programa Seaview y posteriormente se eligié el modelo evolutivo méas apropiado
empleando el criterio de informacién de Akaike (AIC), utilizando para nosZ el
programa ProTest version 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 Maxima verosimilitud, empleando el modelo
de sustitucion WAG (Whelan y Goldman, 2001) para nosZ y el modelo GTR
(General Time Reversible) para 165 rDNA con el programa en linea PhyML 3.0
(Guindon et al. 2010). Los &arboles 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).
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RESULTADOS

41 Determinacién fisico-quimica del sitio de estudio

Las muestras tomadas de las chinampas de Xochimilco mantuvieron altas
concentraciones de NOs- y carbono orgénico (Tabla 6) y un pH neutro, las cuales
son condiciones determinantes de los procesos de desnitrificacién. Sin embargo, se
debe considerar que los ciclos biogeoquimicos son procesos dindmicos que acttan
en un sistema abierto y complejo.

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

Densidad
Real Aparente Temperatura CE? pH Textura clasificacién
(g/cm’) ———  (enel dia) (ds m™
0.76 2.25 25°C 1.33 7.3 Migajon arenoso
N Total NH3* NOs- NO» TOCP CRAc
(mg kg1 suelo seco) %
6390 4.41 74.69 0.26 16.41 123.21

a CE: Conductividad eléctrica
bPTOC : Carbono organico total
cCRA : Capacidad de retencién de agua

4.2 Concentracién de NO2 y NO3

Las cinéticas de desnitrificacién, con y sin plaguicida, realizadas en suelo agricola
de las chinampas mostraron una disminucién del NOs- en todos los tratamientos a
lo largo del tiempo de estudio (Fig. 9). Sin embargo en el suelo sin metil paration
(SMP), la disminucién de la concentracion de NOs fue similar en todos los
tratamientos, sin diferencias significativas entre ellos (Tabla 7). En el caso del suelo
con metil paration (CMP), la disminucién de la concentracién de NOj3- fue mas
lenta en el suelo acondicionado aerébicamente durante 7 dias y mas rapida en el
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suelo que se incub6 durante 28 dias. En el caso de los tratamientos control (CON),
con acetileno (ACE), con cloranfenicol (CH) y con cloranfenicol + acetileno (CHA)
no se observa ningun efecto significativo sobre la concentraciéon de NOs-en el suelo
(Tabla 7).

Durante las incubaciones anaerdbicas, en algunos tratamientos se observé un
aumento del NO2- p a lo largo del tiempo de estudio. Sin embargo, estos
incrementos no siguen un patrén claro (Fig. 10). Al hacer las observaciones de
manera general, durante la incubacién aerdbica se pudo determinar que la
concentraciéon de NOy en el suelo SMP fue significativamente mayor en los dias 0 y
7 que en los dias 14 y 28 (Tabla 7). En el suelo CMP, por su parte, la concentraciéon
media de NOx> fue significativamente mayor en el dia 7 que en los dias 14 y 28,
pero significativamente menor que en el inicio del experimento (p<0.05). En el
suelo SMP, la concentracion media de NO, fue mayor cuando éste contenia
acetileno mas cloranfenicol (para el mismo tratamiento, la concentracién fue mas
baja en el suelo SMP que en el suelo CMP). En el suelo CMP, la concentracién
de NOy aument6 significativamente cuando se utilizé cloranfenicol. De manera
global, se observé que la concentracion de NO; fue significativamente mayor en el
suelo CMP que en el suelo SMP (p <0.05) (Tabla 8).

4.3 Emision de N2Oy N»

La emision de N>O aument6 con el tiempo, comportandose como una cinética de
orden cero (Fig. 11). En las graficas se observé que la concentraciéon de N2O
aument6 después de 24 h en el suelo CMP tratado con acetileno. En el suelo SMP,
la tasa de emision de NxO fue significativamente mayor en el inicio del
experimento (Dia 0) que en los tiempos posteriores de las incubaciones aerébicas,
dias 7, 14 y 28 (Tabla 7). En el suelo CMP, la mayor tasa de emision de N2O se
encontr6 a los 7 dias de incubacién aerdbica. La emision de N2O fue
significativamente mayor en el suelo CMP que en el suelo SMP (p <0.05) (Tabla 8).

La produccién de N2 aument6 con el tiempo, pareciéndose también a una cinética
de orden cero (Fig. 10). Sin embargo, en el suelo CMP en el dia 7, se observé una
emision mayor de Nz a las 24 h. La emisién 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. Gréfica de NO3

Concentraciéon de NOs- (mg N kg suelo) en suelo incubado anaerébicamente por 48 h. Las lineas punteadas representan el suelo CMP y las
continuas el suelo SMP, los tratamientos se simbolizan como: CON (M), ACE (O), CH (®) y CHA (0). Error estandar + 1 con p <0.05 y n = 3.
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FIGURA 10. Grafica de NOy

Concentraciéon de NO2- (mg N kg suelo) en suelo incubado anaerébicamente por 48 h. Las lineas punteadas representan el suelo CMP y las
continuas el suelo SMP, los tratamientos se simbolizan como: CON (M), ACE (O), CH (®) y CHA (0). Error estindar = 1 con p <0.05 y n = 3.
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FIGURA 11. Gréfica de N,O

Concentraciéon de N>O (mg N kg suelo) en suelo incubado anaerébicamente por 48 h. Las lineas punteadas representan el suelo CMP y las
continuas el suelo SMP, los tratamientos se simbolizan como: CON (M), ACE (O), CH (®) y CHA (0). Error estandar + 1 con p <0.05 y n = 3.
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FIGURA 12. Grafica de N,

Concentracién de N2 (mg N kg-! suelo) en suelo incubado anaerébicamente por 48 h. Las lineas punteadas representan el suelo CMP y las continuas
el suelo SMP, los tratamientos se simbolizan como: CON (M) y CH (®). Error estindar + 1 con p <0.05 y n = 3.
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Tabla 7. Efecto del tiempo de acondicionamiento aerébico (cada 0, 7, 14y 28 dias)y el
tratamiento (control, acetileno, cloranfenicol y cloranfenicol + acetileno), sobre la media de
las concentraciones de NO> y NOs; (mg N kg! de suelo) y las tasas de produccion
de N>O (mg N kg! de suelo h!) en suelos con y sin metil paration. Incubaciones
anaerdbicas de 48 h con temperatura constante de 25°C.

Concentracion NO»- Concentracion NOs- Emision de N>O
SMP CMP SMP CMP SMP CMP

Muestreo --mg N kg suelo-- - mg N kg1 suelo
Dia 0 83 Ac 18.8 A 039 A -0.60BC 0.014 A 0.032 B
Dia7 91 A 94 B -0.27 A -0.10 A 0.011 B 0.043 A
Dia 14 6.4 B 6.7 B 026 A -0.25 AB 0.009 B 0.022 C
Dia 28 59B 72 B -042 A -0.83 C 0.010 B 0.016 C
MSD ¢ 1.6 3.0 SEEe 0.19 0.20 0.001 0.003
Tratamiento
CON 6.1B 85 A -0.23 A -0.33 A 0.007 B 0.020 B
CH 7.2B 9.4 A -0.25 A -0.50 A 0.014 A 0.038 A
ACE 6.8 B 119A -0.39 A -0.53 A 0.008 B 0.018 B
CHA 9.6 A 12.3A -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 paratién,

b CMP: con metil paration,

< Valores con la letra maytuscula igual no presentan diferencia significativa entre
columnas p < 0.05

dMSD: Minima diferencia significativa (p < 0.05),

¢ SEE: Error estandar de las estimaciones (p < 0.05)
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Tabla 8. Efecto del metil paration sobre las medias de las concentraciones de NO, y NOs-
(mg N kgt suelo) y los rangos de produccién de N>O y N2 (mg N kg suelo h?) en
muestreos cada 0, 7, 14 y 28 dias y con diferentes tratamientos control, cloranfenicol,
acetileno y cloranfenicol + acetileno. Incubaciones anaerdbicas de 48 h con temperatura
constante de 25°C.

Concentracion Emision
NO-- NOs- N0 N: N; + CHLa
mg N kg1 suelo mg N kg suelo dia!
SMP 74BP -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 ¢ 1.2 SEE d 0.10 0.001 0.002 0.001

a Cloranfenicol

b Valores con la letra maytscula igual no presentan diferencia significativa entre
columnas p < 0.05

¢MSD: Minima diferencia significativa (p < 0.05)

4 SEE: Error estandar de las estimaciones (p < 0.05)
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44  Analisis 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 dias 0,
6, 24 y 48) y tratamientos (CON, CH, ACE y CHA) de la cinética de
desnitrificacion.

0 horas 6 horas 24 horas 48 horas
A A A A

T U & O = 0 ©® Y & O =
@] O < O < @]

FIGURA 13. Extracciones de DNA en gel de agarosa al 1%.
Electroforesis representativa del dia 0 en suelo sin plaguicida. En la parte superior se indican las
muestras.

De las extracciones de DNA se hicieron las amplificaciones especificas para los
genes 165 rDNA y nosZ (Fig. 14), los amplicones obtenidos fueron utilizados como
molde para un segundo ciclo de amplificacién (Figuras 15, 16, 17 y 18).

1osZ 16 S
b)

FIGURA 14. PCR de nosZ y 16S.

Representacion de las amplificaciones realizadas, analizadas en geles de agarosa al 1%. El gen
detectado estd 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 desnaturalizacion 45%-60%; a) dias 0y 6 y b) dias 24 y 48. Fotos sobre-expuestas
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FIGURA 16. DGGE para el gen nosZ en muestras con plaguicida
Gradiente de desnaturalizacion 45%-60%; a) dias 0 y 6 y b) dias 24 y 48. Fotos sobre-expuestas.
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FIGURA 17. DGGE para el gen 16S rDNA en muestras sin plaguicida
Gradiente de desnaturalizacion 60%-80%; a) dias 0y 6 y b) dias 24 y 48. Fotos sobre-expuestas
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FIGURA 18. DGGE para el gen 16S rDNA en muestras con plaguicida

Gradiente de desnaturalizacion 60%-80%; a) dias 0 y 6 y b) dias 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 dia 0 a las 48 hrs (Figura 19a). Dado que el patréon de bandeo fue
igual para el rDNA 16S, solo se utiliz6 como referencia la muestra control sin
plaguicida del dia 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 nucleétidos y las tnicas
que se consideraron para los anélisis de patrones de bandeo de los geles.

'd) b) =
L ] .
® nosZ_2
@ nosZ 4 "
® 1057 5 16S5_Al
® nosZ_16 ® 165_A2
nosZ_17 ® 16S_A3
nosZ_18 16S_A4
® nosZ_20 ® 168_5\5
° ® nosé_%% ® 16S_Ao6
° nosZ_22 ® 165_A7
o ® nosZ_23 = -
° ® nosZ_24 165_AS
2 ® 165 _All
nosZ_41 ® 16S A12
| s y B
‘ - nosZ 6 ® 16S_Al4
5 @ & v
Mz ® nosZ_27 ° . lbsf—AlS
| W @ 16S_Al6

5]

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 andlisis de las bandas de los DGGE para el gen nosZ se pudo observar la
agrupacion de aquellas muestras que comparten un patrén, 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 condicién minima en todos los tratamientos de las
muestras sin plaguicida iniciales y en los tratamientos ACE y CHA del cuarto dia
de muestreo a las 0 h hasta la condicién de presencia en todas las bandas,
representada por la muestra CH del primer dia a las 48 hrs.
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FIGURA 20. Relacion de bandas de los DGGE del gen nosZ en muestras sin metil paration (a) y con

metil paration (b)

En esta figura se representan con dos tipos de drboles las bandas encontradas. Los dias de muestreo

0, 6, 24 y 48 estan indicados como 1,

2, 3 y 4, respectivamente.
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FIGURA 21. Relacion de bandas de los DGGE del gen nosZ en muestras con y sin metil paration
Los dias de muestreo 0, 6, 24 y 48 estan 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 anélisis de los patrones de bandeo de los geles de DGGE fueron representados
en dendogramas independientes para muestras sin metil paratién (Fig. 20a) y con
metil paration (Fig. 20b). Ademas se contruy6 un dendograma para analizar juntas
las muestras con y sin plaguicida (Fig. 21). En estos anélisis se observé que las
bandas no mostraron un patrén 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 desnitrificaciéon, en las muestras sin metil paration (Fig. 22a) se
encontré 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 paratién (Fig. 22b)
presenta dos grupos, en el primero estdn contenidas las muestras nosZ_2, nosZ_4y
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. Relacion de bandas en funcién del tiempo de los DGGE del gen nosZ en muestras
sin metil paration (a) y con metil paratién (b)
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Los DGGE para el gen 16S rDNA en muestras con y sin metil paratién mostraron
un patrén de bandeo igual para todos los tratamientos y tiempos, por lo tanto los
dendrogramas sé6lo presentaron una agrupaciéon donde estan contenidas todas las
bandas (Fig. 23).
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FIGURA 23. Relacion de bandas de los DGGE del 16S rDNA en muestras sin metil paratiéon
Los dias de muestreo 0, 6, 24 y 48 estan indicados como 1, 2, 3 y 4, respectivamente.
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4.5 Identificacién 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 tamafio de 267 pb
(unos 79 aminodcidos, 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 construccién de un
dendrograma (Fig. 24). Para el anélisis se utilizaron secuencias ambientales y de
proteinas (NosZ) ya identificadas, ademés de grupos bacterianos diversos para dar
soporte. La topologia del dendrograma mostr6 tres grandes grupos con un alto
soporte: a-, B- y y-Proteobacteria.

Dentro del clado de las y—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 esta relacionado con las muestras nosZ_18,
nosZ_16, nosZ_22 y nosZ_20, las referencias mas cercanas estan ubicadas en el clado
superior con Pseudomonas sp. (ABD23995) y Pseudomonas migulae (ABD23996),
quienes comparativamente tienen mayor relaciéon con nosZ_23, nosZ_21y nosZ_17.

Las muestras nosZ_26 y nosZ_27 se ubican relacionadas con una clona de rizésfera
(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 topologia del dendrograma revela una composiciéon heterogénea de grupos
bacterianos en su parte inferior. Sin embargo, esto no implica que el arbol no esté
bien resuelto, esta mezcla puede deberse a la posible transferencia horizontal del
gen en cuestion.
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FIGURA 24. Dendrograma de fragmentos del gen nosZ
Comparacién de secuencias de DGGE y secuencias tomadas del GenBank . El dendrograma se construy6 por
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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
nucleétidos (Fig. 25). Para el andlisis se utilizaron secuencias de 16S rDNA de
muestras ambientales identificadas y grupos bacterianos diversos para dar soporte.
La topologia del dendrograma mostré cuatro grupos, las Firmicutes, a-, y- y
d—Proteobacteria. En los blasts iniciales que se realizaron coincidieron los grupos
microbianos para las secuencias parciales obtenidas (Tabla 6).

Las muestras 165_A1, 165_A2, 16S_A3, 165_A4, 165_A5, 165_A6, 165_A7 y 165_A8
se ubicaron dentro del grupo de las y—Proteobacteria. Sin embargo, es complicado
ver con qué secuencias estan mayormente relacionadas, ya que, exceptuando a
165_A3 las otras forman su propio subclado que no tiene secuencias de referencia
cercanas.

En el grupo de las Firmicutes estan contenidas las secuencias 165_A11, 165_A13,
16S_A14, 165_A15 y 165_A16, donde también forman un subclado incluyente pero
externo a las secuencias reportadas.

Tabla 9. Relacién de las coincidencias mas cercanas para los filotipos de las secuencias
parciales de 16S rDNA.

Banda Coincidencia mas cercana IL.M. 2 Eb
16S_A1 Aquimonas voraii 93 % De-124
16S_A2 Aquimonas voraii 95 % 4e-131
165_A3 Dokdonella fugitiva 9 % 4e-131
165_A4 Thiococcus pfennigii 96 % 5e-125
165_A5 Pseudoxanthomonas mexicana 94 % 7e-129
165_A6 Rhodanobacter lindaniclasticus 94 % 3e-127
165_A7 Lysobacter oryzae 94 % 2e-128
16S5_AS8 Lysobacter spongiicola 94 % le-126
165_A11 Planococcus maritimus 92 % 7e-119
16S_A13 Thermolithobacter carboxydivorans 94 % 9e-128
165_A14 Caldalkalibacillus thermarum 94 % 2e-128
16S_A15 Moorella glycerini 91 % le-115
16S_A16 Caldalkalibacillus thermarum 95 % 1e-130
a Maxima Identidad

bPardmetro E, es conocido como e-valor (e-value) de corte
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FIGURA 25. Dendrograma de fragmentos del 16S
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Comparacién de secuencias del DGGE y secuencias tomadas del GenBank. El dendrograma se construy6 por

Maéxima Verosimilitud y se usé el modelo GTR.
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DISCUSION

Varios factores, tales como el pH, temperatura, disponibilidad de sustratos de C,
alta concentracion de NOs- y las condiciones anaerdbicas afectan a las tasas de
desnitrificaciéon (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 orgénica y, debido a que estos suelos se inundan con
regularidad, los microorganismos estan expuestos a altos niveles de anaerobiosis.
Para el montaje experimental las condiciones se optimizaron atn mads, ya que, los
microcosmos se dejaron en anaerobiosis estricta y sin limitaciones en la
disponibilidad de NOs,, esta estandarizacién permitié estudiar un posible efecto de
la aplicacién de metil paratién en la desnitrificacion y en la dindmica del N.

En las cinéticas de desnitrificacién se observé que el cloranfenicol no afecta a la
remocion de NOs- del suelo o a las emisiones de N>O, por lo tanto, la actividad de
nitrato reductasa no se vio afectada cuando se indujo la anaerobiosis. Esto indica
que hubo poca o nula sintesis de novo de nitrato reductasa y la enzima persisti6 en
el suelo durante 28 dias. Sin embargo, el cloranfenicol aumenté las concentraciones
de NOx en el suelo tratado con metil paratiéon, sugiriendo que en estos casos si
existid sintesis de novo para la produccioén de nitrito reductasa.

La relacion de N2O a N2 en el suelo de la chinampa fue baja, indicando poca
formacion de N2. Ademads, el metil paratién y el cloranfenicol no afectaron ésta
relacion. Se pudo observar la formacién de pequenas cantidades N> dentro de las
24 h, aunque posteriormente a menudo se increment6 (lo que implica una fase de
retraso en la produccién de Np). Firestone y Tiedje (1979) reportaron que la
actividad reductasa en el N>O sélo se incrementaba después de 16 a 33 h.

En el presente estudio se encontr6 que el metil paration estimula la
desnitrificacién, ya que aumento la reducciéon de NOs-, la concentracion de NO» y
la emisién de N2O y Na. La disponibilidad de C en compuestos organicos de C es
uno de los factores mas importantes para controlar la actividad de la miocrobiota
desnitrificadora (Knowles, 1982). El metil paration puede servir como un sustrato
de Cy un donador de electrones, incrementando asi la reducciéon de NOs-y por lo
tanto las emisiones de N2O y Nz a la atmésfera (Ramanathan y Lalithakumari, 1999;
Liu et al., 2006, IPCC 2007). Algunos microorganismos tienen la capacidad de
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degradar metil paratiéon, por ejemplo Arthrobacter sp. (Actinobacteria) y
Pseudomonas stutzeri (y—Proteobacteria) pueden utilizar al metil paration como
tnica fuente de C para su crecimiento, degradandolo 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 paration 1! h' y alcanz6 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 paration persiste en el suelo durante
s6lo 30 dias (Tayal et al., 1999). Sin embargo, en un estudio paralelo en el que se
utiliz6 el mismo sitio de muestreo, el metil paration fue removido del suelo en
menos de 30 dias, lo que hace suponer que pudiera servir facilmente como un
donador de electrones (Chavez-Lopez et al., 2011). No obstante, trabajos de Saez y
colaboradores (Séez et al., 2003 y 2005) encontraron que el metil paratién también
pueden inhibir el crecimiento de bacterias desnitrificantes pertenecientes a la clase
a-Proteobacteria, como Xanthobacter autotrophicus (CECT 7064) y Paracoccus (ATCC
19367) y por lo tanto afectar negativamente la emisién de N2O. En el presente
estudio las bandas secuenciadas del gen nosZ y del 165 rDNA no muestran
relacion 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 problematica es relativamente comtn y
en la actualidad se tienen fuertes criticas a la utilizacién 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 andlisis de DGGE del gen 16S rDNA permiti6 observar que las bandas
mas representativas (mas marcadas) corresponden a los filotipos ubicados en el
grupo de las y-Proteobacteria. Esto es un indicio de que el dendrograma obtenido
para el gen nosZ si seria congruente, ya que todos sus filotipos caen en ese grupo
bacteriano (Fig. 25y Tabla 6).

En este trabajo se encontré que el metil paration tiene la capacidad de aumentar las
emisiones de N2O. Por lo tanto, se debe investigar como acttia el metil paration en
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los procesos del suelo y sobre los microorganismos involucrados. Los estudios
mencionados anteriormente indican que el metil paration puede estimular la
actividad de ciertos microorganismos y/o inhibir a otros. Asi, Zhang vy
colaboradores (2005) encontraron que en el suelo sin tratar los grupos dominantes
de bacterias son miembros de las a-Proteobacteria, mientras que en el suelo
contaminado con metil paration los filotipos dominantes fueron reemplazados por
una subdivision de la y-Proteobacteria. En el suelo de las chinampas de Xochimilco
se encontré por andlisis del gen nosZ y 165 rDNA que los filotipos dominantes
pertenecen a las y-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 andlisis de patrones de bandas del 16S rDNA no revelan una relacién clara
entre la composicién microbiana, el tiempo y/o tratamiento de la cinética de
desnitrificacién. El 16S rDNA es una herramienta ttil, pero a su vez limitante si
queremos entender la composiciéon de la comunidades microbianas en un sistema.
Se debe considerar que el utilizar genes funcionales como nosZ reflejan una
composicién biolégica compleja que tiene interacciones espacio temporales
dependientes del uso de suelo y que la utilizacién de pesticidas quimicos como el
metil paration, afecta a las comunidades microbianas desnitrificantes. Por lo que
los analisis con 16S rDNA nos reflejan que los filotipos estudiados no muestran
alteraciéon en su composicion ante los diferentes tratamientos, en comparacién 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 evolucién, 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 via de
desnitrificaciéon en el N>O e impide la formacién del N», 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 emision de N2O a la atmosfera esta dada por el
uso del plaguicida y no por la ausencia de la maquinaria metabdlica (articulo en
preparacion). En este estudio se pudo observar que al hacer un anélisis de la
frecuencia de bandas a través del tiempo se observan diferencias entre las muestras
con y sin metil paration.

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
paration 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 mas frecuentes a lo largo de la cinética de desnitrificacion (Fig. 22a'y
b) en comparacién 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 paratién no se obseva una agrupaciéon que contenga nosZ_18, nosZ_24 y
nosZ_41, lo cual indica un efecto directo del metil paratién sobre estas poblaciones
desnitrificantes, indicando el favorecimiento de una sucesién microbiana a partir
de una perturbaciéon como es la adiciéon de este plaguicida al suelo de las
chinampas de Xochimilco.

Se debe considerar que la chinampa de estudio ha tenido un tiempo de fumigacién
intensivo a lo largo de los afios y, como se mostré anteriormente, esto puede influir
en las dindmicas del nitrégeno (y probablemente para otros elementos como el
carbono), provocando condiciones mas o menos favorables para algunos tipos
bacterianos. Por lo tanto, la aplicacion de quimicos como el plaguicida
organofosforado metil paration pudo haber influido sobre la composicion 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 presién de seleccion que ejercen podria mantenerse. Aunado
a lo anterior se debe recordar que las chinampas tienen un tipo de agricultura
donde el riego es constante, favoreciendo condiciones anaerdbicas para los
microorganismos desnitrificantes.
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CONCLUSIONES

Durante la cinética de desnitrificacion se observé que los muestreos aerobios a lo
largo del tiempo indican una reduccién en la concentracion de NOz en
comparacién con las incubaciones anaerébicas posteriores. Sin embargo no se
observé efecto sobre la eliminacién del NOs-. El acetileno y/o cloranfenicol no
tuvieron efecto significativo en la eliminacion de NOs- del suelo y poco o ningtn
efecto sobre la concentraciéon de NOx. El acetileno aumento6 las emisiones de N2O,
independientemente de la aplicacién de metil paration y/o el cloranfenicol.

El andlisis mediante el gen 165 rDNA revel6 que la adiciéon de metil paratién no
provoco una diferencia significativa en la composiciéon bacteriana de los suelos. Sin
embargo al hacer el analisis con nosZ un efecto directo del metil paration sobre
estas poblaciones desnitrificantes, indicando el favorecimiento de una sucesién
microbiana a partir de una perturbacion.

En el presente estudio se encontr6 que el metil paration aumento las emisiones de
N20 y N, la concentraciéon de NO>- y la eliminacién de NOs- del suelo y debido a
que los filotipos que pertenecen al grupo de las y-Proteobacteria son constantes y
predominantes en todos los tiempos y tratamientos, deben ser los responsables
directos de las dindmicas 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 andlisis de los genes nirK y nirS, esto proveerd una
herramienta util en la busqueda y comparacion del efecto de la adiciéon de metil
paratiéon 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
agricolas de las Chinampas de Xochimilco y como se pueden ver afectados por la
utilizaciéon de plaguicidas. Asi, el andlisis de genes funcionales nos permitird
conocer la densidad y biodiversidad de los microorganismos bajo condiciones con
plaguicidas y determinar los posibles efectos en las poblaciones microbianas y en
su produccién de gases de efecto invernadero, los cuales son responsables directos
del calentamiento global, el cual estd considerado dentro de los planes de
desarrollo de la ciudad de México, la cual se ha comprometido a alcanzar acuerdos
en materia de cambio climatico.

Este proyecto plantea una de las problemética existente en las chinampas de
Xochimilco, sin embargo es fundamental hacer mas estudios al respecto para
integrar la informacién que en un futuro permita hacer propuestas tangibles y
reales a los habitantes de la region.
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ANEXO 1

Denitrification in a chinampa soil of Mexico City as affected
by methylparathion: A laboratory study
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Chinampas are raised garden beds used for agniculture in the valley of Mexico since pre-Hispanic times.
Large amounts of methylparathion, i.e. approximately 0.5 kg ha~! per crop cycle, are used to control pests
with an unknown effect on soil processes, such as the denitrification process. Soil was amended with
nitrate (NOy ) with or without chloramphenicol known to inhibit de nove synthesis of enzymes, with or
without acetylene (CaHa) known to inhibit the reduction of nitrous oxide (N20) to dinitrogen (MN2) and
spiked with or without methylparathion. Methylparathion increased the NaO and N; emissions, the NO5
concentration and removal of NO3 from soil. The MO, concentration in the anaerobic incubation was
larger when soil was conditioned aerobically =7 days compared to soil conditioned for =7 days, but no
such pattern was observed for the removal of NO3. CzHz and for chloramphenicol had no significant effect
on NO3 removal and the NOS concentration in the methylparathion-amended soil, but increased the
MOy concentration in unamended soil with CzHe plus chloramphenicol compared to the other treat-
ments, CyHy increased the N0 emission in soil amended with or without methylparathion and with or
without chloramphenicol.

© 2011 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

In Xochimilco (Mexico City), agriculture is done in a unique way
called *chinampa’ since the tenth century, but most importantly in
the 14th and 15th century before the Spaniards conquered the
Aztec empire [1]). Chinampas are man-made plots bordered by
canals characterized by high yields for a large variety of vegetables
and crops [2]. Chinampa is a pre-Columbian form of agriculture
whereby sediment from canals is collected regularly and applied to
human-made islands forming raised garden beds called chinampas.
They contributed greatly to the development of indigenous cultures
that occupied the southeastern part of the Valley of Mexico,
i.e. Tenochtitlan. The soils are deep and discontinuous and due to
the human influence some authors classify them as Anthrosols [3].

Pesticides are important components of modern agriculture
and their global use is expected to increase 2.7 times to
101 = 10° meric tons y~' in the next 50 years [4,5]. Soil fumiga-
tion with pesticides is often applied to control pests. Chinampas

* Corresponding author.
E-mail pddress: natcabirolPy shoo.com (N Cabirol ).

are intensively cultivated whereby different pesticides, such as
clorpiriphos, methylparathion, malathion, lindane and atrazine,
are used in large quantities [6]. The large application rate of
methylparathion, which is an organophosphate and classified as
extremely toxic to mammals and birds with a median lethal dose
(LDSD) of 6—-24 mg kg~ in mice |7), is especially of great concern.
Little information is available how methylparathion might affect
soil processes.

It is well known that different contaminants, such as pesticides
[8—10] and heavy metals can affect denitrification population and
denitrification activity in soil [11,12]. However, evidence also
suggests that bacteria can adapt to these contaminants [13].
Negative effects on non-targeted soil microorganisms have been
reported when pesticides are applied and micobial activity and
diversity is reduced in soil [14—16]. Zhang et al. [17] reported that
the diversity and structure of microbial communities changed in
soil contaminated with methylparathion. Nevertheless, other
studies found that fumigation increased organic matter degrada-
tion rates [ 15]. Recently, it has been reported that fumigation with
pesticides increased nitrous oxide (N,0) emissions [18—20]. This
suggests that pesticides might affect the production of N;O
although little information exists about it.
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Denitrification is one of the most important processes in the
zlobal N cycle. Denitrification is a respiratory microbial process by
which oxides of nitrogen serve as electron acceptors for respiratory
electron transport in anaerobic conditions. As a result nitrate (NO3 )
is reduced to nitrite (NO3) and then to gaseous products, mainly
Nz0 and dinitrogen (Nz) [21,22]. It is controlled by different envi-
ronmental factors, such as water content, pH, salt content, Oz
diffusion, NO3 concentration and soil organic matter content, so
the study of the denitrification process and the fluxes of N2O and Nz
in the field is marred by a high spatial and temporal variability [23].

The denitrification process has been studied intensively as it is
an important contributor to the emission of N30 although little or
no information exist about how methylparathion might affect it.
Nz0 is a strong greenhouse gas with a global warming potential
that is 300 tmes more powerful than carbon dioxide (for time
horizon of 100 years) [24]. The concentration of N20 in the atmo-
sphere has been increasing at approximately 0.25% y" since 1970
and was rising to 319 + ppb until 2005 [25]. Agriculture contributes
for approximately 58% to the total human N3O emission [16].
Globally, Nz0 production has increased by nearly 17% from 1990 o
2005 and it has been assumed that N0 emissions due to agricul-
tural practices will increase by 35—60% until 2030 [16].

The study of the denitrification process and the ratio of NyO-to-Nz
is possible under laboratory conditions using specific inhibitors [26].
De novo synthesis of red uctases involved in the denitrification process
is inhibited with chloramphenicol so that the denitrification capacity
of the soil is revealed, ie. how well adapted is the soil to anaerobic
conditions [26], Acetylene (CzHz) inhibits the activity of nitrous oxide
reductase so that the NpO-to-N3 ratio of the denitrification process
can be determined [27]. As such, the combined use of CzHz and
chloramphenicol at low concentrations allows to study the denitrifi-
cation capadity of the soil upon sampling [2128].

Achinampa soil was amended with or without methylparathion
and incubated aerobically for 28 days. After 0,7,14 and 28 days, soil
with or without methylparathion was amended with or without
chloramphenicol and with or without C;Hz and incubated aerobi-
cally for 48 h, while dynamics of NO3, NO3, Nz0 and N3 were
monitored. The objective of this study was to determine the effect
of the pesticide methylparathion on dynamics of the denitrification
process in a chinampa soil using acetylene, known to inhibit the
reduction of N20 to Nz, and chloramphenicol, known to inhibit de
novo synthesis of bacterial proteins, as selective inhibitors in
microcosms under anaerobic conditions, It was hypothesized that
methylparathion would change the dynamics of NO3, NO7, N2O
and Nz.

2. Materials and methods
2.1. Sampling site

Soil samples were collected in the chinampa of Xochimilco in
San Gregorio Atapulco (Xochimilco, Mexico City, Mexico). It is
situated at an altitude of 2240 m above sea level with a mean
annual temperature of 15 *C and annual precipitation of 620 mm,
The study area has been planted with lettuce, fertilized intensively
and crops have been treated with pesticides. Methylparathion has
been used intensively for approximately six years. Farmers add 1 ml
methylparathion to 1000 m| tap water and spray their field two
weeks after the lettuce has been planted. As such, approximately
0.5 kg methylparathion ha~' is applied. Considering that four crops
are cultivated, a total of 2 kg methylparathion ha=' y~*,

As part of a study into the effects of methylparathion on soil
processes one chinampa soil was sampled. Therefore, three similar
plots were defined in the 4500 m? sampling site perpendicular to

Physico-chemical determination and pre-treatment of soil

Preparation of microcosms with mixed soil and incubated

—

192 samples with pesticide

aerobically for 28 days

=3

192 samples without pesticide

On days 0, 7, 14 and 28: 48 random samples were taken

Assays for enzyme activity

15 ml solution with
3.4 mM NaNO, +

34 +
ACE CHA
12 samples (10g) + 12 samples (10g) +

15 ml solution with

3.4mM NaNO, and

.22mM chloramphenicol C,H, (10% wv/v) .22mM chloramphenicol

L LS
CON CH
12 samples (10g) + 12 samples (10g) +
15 ml solution with 15 ml solution with
3.4 mM NaNO, 3.4mM NaNO, and
i i

+C,H, (10% viv)
1 7

Selection of three random samples from each treatment at 0, 6, 24 and 48 hours
taken for NOy, NOy and N,0O analyses

Fig. 1. Experimental protocol used to investigate the denitrification process in chinampa soil of Xochimiloo, For details see text
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Concentration of NO3 (mg N kg dry soil)

0 12 24 36 48

Time { hours)

Fig. 2. Concentration of NGy (mg N kg™ soil) in Xochimiko soil incubated anaerobically for 48 h and conditioned aerobically for a) 0 days, b) 7 days, ¢] 14 days and d) 28 days.
Daotted lines are soil amended with methylparathion and continuous lines are soil not amended with methylparathion. Treatments are unamended soil (CON, B, or amended with
acetylene (ACE, O ), chloramphenicol (CHL, @) or chloramphenicol plus acetylene (CHA, T1). Bars are £ 1 standard error of the estimates (p < 005 and n = 3).

the canal. Soil was sampled by augering 20 times the 0—15 cm layer
at each of the three plots with a stony soil auger (diameter 7 cm,
Eijkelkamp, NL). The 20 sub-samples of each plot were pooled,
5-mm sieved and characterized. This field-based replication,
i.e. three different soil samples, was maintained in the incubation
study. The clay loamy soil with pH 7.3 and EC 133 dS m™" had an
organic C content of 97 g kg, total N6.3 g kg~ and a particle size
distribution of 260 g kg~ sand, 440 g kg~ silt and 300 g kg ' clay.

2.2, Aerobic incubation

The soil samples (n = 3) were taken to the laboratory and
treated as follows. The soil, approximately 12 kg from each plot,
was adjusted to 40% of water holding capacity (WHC) and pre-
incubated for 7 days in a drum containing a beaker with 100 ml
distilled Hz0 to avoid desiccation and one beaker with 100 ml of
1 M NaOH solution to trap COz evolved so as to avoid an excess
concentration of COy in the drum,

The experimental design is complex and can be found in Fig. 1.
Three hundred and eighty four sub-samples of 10 g soil of each plot
(n = 3) were added to 110 ml flasks. Half of the flasks were
amended with 2.6 ml methylparathion (1 ml in 1000 ml Hz0)
(considered the CMP soil) and the other half with a similar amount
of distilled Hz0 (considered the SMP soil). Each flask was placed in
a 945 ml jar containing a vessel with 20 ml 1 M NaOH to trap
emitted CO3 s0 as to avoid an excess concentration of COz in the jar
and distilled water on the bottom of the jar to minimize water loss
from the soil, The jars were sealed and incubated under aerobic

conditions in the dark at22 + 2 °C for 28 days. After 0, 7, 14 and 28
days, 48 flasks of each plot (n = 3)amended with methylparathion
or without methylparathion were selected at random and used to
study the denitrification process under strict anaerobic conditions.
As such, the effect of methylparathion on the denitrification process
could be studied over time. Four different treatments were applied
to the soil samples before the anaerobic incubation (Fig. 1). The
remaining jars were opened, aired for 10 min every day to avoid
anaerobic conditions and resealed [29].

23. Anaerobic incubation

The 24 sub-samples of soil from each plot {(n = 3) amended with
or without methylparathion were amended with 15 ml of
a degassed 3.4 mM NaNOs solution while 24 were amended with
15 ml of a degassed 3.4 mM NaNOs and 022 mM chloramphenicol
solution. A final concentration of 71.4 mg NO3 —N kg~ was thus
obtained. The application of 100 mg chloramphenicol kg=! was
sufficient to inhibit protein synthesis, eg. NO3, NO3 and N;O
reductases, but not the activity of existing enzymes [30]. The
samples were well mixed to create a soil slurry thereby minimizing
the influence of diffusion of NO3 through the soil matrix.

The flasks were sealed air-tight with a rubber stopper, the
atmosphere was flushed with N3 for 10 min [31]. After purging
the air, a 10 ml sample was taken from the headspace of 12
samples amended with NaNOs; and from 12 amended with
NaNOs + chloramphenicol and replaced with 10 ml CzHz (10%
viv) [27]. As such four treatments were obtained: 1.
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Table 1

Effect of time of aerobic conditioning at 25 “C, ie. 0, 7. 14 and 28 days, and treatment, Le. control, acetylene, chloramphenicol, acetylene = chloramphenicol, on mean
concentrations of NO3 (mg N kg~ soil) and MO and N2O production rates (mgN kg™ soil h™"} in soil amended or not with methylparathion incubated anaerobically at 25 °C

for 48 h.

W05 concentration

Concentration of NOg Emission of NO

(mg N kg™ sail) (mg Nkg™" soil h™") (mgN kg™ soil h™")

sP* cp® 5P P SP [«
Time of conditioning
Day 0 B3A" 18.8A —0.3494 —0.608C 00144 00328
Day 7 LEATN 948 —027A -0 00mne D434
Day 14 GAB 6.78 —026M —-025A8 O.OEE 0.022C
Day 28 5498 728 —0a2a —0.83C 0.0108 006C
MsD? 16 30 SEE® 0.19 020 0.om 0.003
Treatment
Control G.1B B.5A —02348 —0.33A 0.007B 00208
Acetylene (CoHa) 728 940 —025M —0.50A 0.014A 0.038A
Chloramphenicol G.EB 1194 -394 —0.53A (L.008E 00188
Chloramphenicol + (CzHa) 96A 1230 —0.42A ~0.59A 0.014A 0.034A.
MSD (p = (LO5) 16 L SEE 0.19 o021 aom 0003
2 SP: without methylparathion.
5 P with methylparathion.
© Values with the same capital letter are not significantly different within the column at p < 0.05.
4 MSD: Least significant difference (p = 0.05).
.

SEE: Standard error of the estimates (p = 005).

soil amended with 71.4 mg NO3 —N k‘g'1 (CON}, 2. soil amended
with  71.4mg NO;—Nkg™' + 100 mg chloramphenicol kg™ (
CH), 3. soil amended with 71.4 mg N[ZE—NIQ;:'l + 10%v /v G
H; (ACE), 4. soil amended with 71.4mg NO3 —N Iq_z'1 + 100 mg
chloramphenicol k,g'1 + 10%v /v GG H; (CHA). The experimental
treatment is given in Fig. 1.

After 0, 6, 24 and 48 h, three sub-samples of each treatment
[(n=4), plot (n =3)and amended with or without pesticide (n =2
were selected at random for assays of NO3, NO3 and N:0. The
headspace of each flask was sampled and analysed for NzO. The
concentrations of NzO were corrected for gas dissolved in the water
[32]. After measurement of N30, each sub-sample was extracted for
NO3 and NO3 with 100 ml 0.5 M K3504, The soil sample was shaken
on an orbital shaker at 180 rpm for 30 min, filtered through
Whatman® No. 42 filter paper® and the extracts were stored
at —20 °C until analysed. Data for NO3 were corrected for the
formation of NO; through the degradation of chloramphenicol
[33].

2.4. Chemical analysis

Soil pH was measured in 1:2.5 soil-Hz0 suspension using
a glass electrode [34]. The EC was determined in a saturated solu-
tion extract as described by Rhoades et al [35]. The WHC was
measured on soil samples water-saturated in a funnel and left to
stand overnight. Soil particle size distribution was determined by
the hydrometer method as described by Gee and Bauder [36]. The

Table 2

organic C in soil was measured with a total organic carbon analyzer
(TOC-Vsy, Shimadzu, Canby, Oregon, USA ). Inorganic C in soil was
determined by adding 20 ml 1 M HCl w 2 g air-dried soil and
trapping COz evolved in20 ml 1 M NaOH. Total N was measured by
the Kjeldahl method using concentrated Hz504, K250 and HzO to
digest the sample [37]. The NO; and NO3 in the K;50; extracts
were determined colourimetrically on a San Plus System — SKALAR
automatic analyzer (Skalar, Breda, The Metherdands) [38].

The amount of N20 was determined with a gas chromatograph
(Agilent 4890D, Agilent Technologies, Palo Alwo, California, USA)
fitted with an electron capture detector. A GS-Q column {inner
diameter 520 pm and 30 m length: Agilent Technologies, Palo Alto,
California, USA) was used to separate N3O from the other gases; the
flow rate of the carrier gas, Nz, was 5 ml min~", Injection, detection
and column-oven temperatures were set at 100 =C, 225 *C, and
35 °C, respectively. An aliguot of 1 cm® was injected into the
chromatograph using a Teflon sealed glass syringe (Hamilton®,
Reno, Nevada, USA). Concentrations of N30 were calculated by
comparing peak areas against a standard curve prepared from
known concentrations, Le. 10 and 100 ppm NzO in N3, every time
samples were analysed.

2.5. Statistical analyses

Emission rates of N2O and production rates of NO3 and NO3
were calculated in the following way. Emission of N0 was
regressed on elapsed time using a linear regression model which

Effect of methylparathion on mean concentrations of NO3 (mgN kg~ soil) and NOy , NyD and Ny production rates (mg Nkg™" soil h=") of soil conditioned for 0, 7, 14 or 28 days
and left untreated or treated with acetylens, chlorampheniool, acetylene + chloramphenicol, and incubated anaerobically at 25 <C for 48 h.

MO5 concentration N0y production rate Nz 0 emission Nz emission Mz emission + chloramphenicol
(mg N kg~ soil) (mg Nkg' soil day='}  (mgN kg~ soil day=')  (mg N kg~ soil day=") (mg N kg~ soil day~")
—Methylparathion 7.48% —021A 00118 0.0098 0.0058
+Methylparathion 10.5A —0588 00284 00154 00124
MsD® (p = 0.05) 1.2 SEEF 010 0.001 0.002 0.001

* Walues with the
¥ MSD: Least significant difference (p < 0.05).
© SEE: Standard error of the estimates (p < 005).

me capital letter are not significantly different within the column at p < 0.05.
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30 A

Concentration of NOo ™ (mg N ki dry scil)

Time (hours)

Fig. 3. Concentration of NO5 (mg N kg™ soil) in Xochimiko soil incubated anaerobically for 48 h and conditioned aerobically for a) 0 days, b) 7 days, ¢) 14 days and d) 28 days.

Legends to the figure can be found in Fig. 2.

was forced to pass through the origin but allowed different slopes
(production rates) for each treatment. This approach is supported
by theoretical considerations that no N0 was produced ar time
zero and the atmosphere in the flask contained no N0 as the
headspace was flushed with N3, Production of NO3 and NO3 was
regressed on elapsed time using a linear model that was not forced
to pass through the origin and allowed different slopes {production
rates) for each treatment,

The production of Nz was calculated in the following way. The
emission of Na = [the emission of N2O in the CpHz amended
soil — the emission of NzO in the unamended control] * 4/5, i.e.
considering the fact that one electron more is required to reduce
N20 o Ny [39].

Concentrations of NO7 were subjected to a one-way analysis of
variance (ANOVA) using PROC GLM [40] to test for significant
differences between treatments with the Tukey's Studentized
Range test. Significant differences between treatments for NO3 and
N20 production rates were determined using PROC MIXED [40].
Each point in the figures is the mean of nine measurements, i.e
data from three plots in triplicate (n = 3).

3. Results
3.1. Concentration of NO3 and NO3

The concentration of NO3 decreased over time in all treatments
(Fig. 2, Table 1). In the SMP soil, the decrease in concentration of

NO3 was similar in all treatments (Table 1). In the CMP soil, the
decrease in the concentration of NO3 was slowest in soil

conditioned aerobically for 7 days and the fastest for soil incubared
for 28 days, while treatment had no significant effect on it. Meth-
ylparathion had no significant effect on the concentration of NO3 in
soil (Table 2).

The changes in NOz concentrations did not follow a clear
pattern during the anaerobicincubation (Fig. 3). In the SMP soil, the
concentration of NO3 (mean of all treatments) was significantly
larger at day 0 and 7 than at day 14 and 28, In CMP seil, the mean
concentration of NO3 was significantly larger at day 7 than at day
14 and 28, but significantly lower than at the onset of the experi-
ment (p < 0,05) (Table 1). In the SMP soil, the mean concentration
of NO3 was largest when amended with CzHz plus chloramphen-
icol and lowest in the unamended SMP soil. In CMP soil, the
concentration of NO37 increased significantly when amended with
chloramphenicol compared to soil not amended with chloram-
phenicol. The concentration of NO3 was significantly larger in the
CMP soil than in the SMP soil (p < 0,05) (Table 2),

32. Emission of N0

The emission of N0 increased over time and resembled a zero
order kinetic (Fig. 4), However, in the CMP soil amended with CzHz,
the emission of N2O increased after 24 h(Fig. 4). In the SMP soil, the
N0 emission rate was significantly larger at the onset of the
experiment than when conditioned aerobically for 7, 14 or 28 days
(Table 1). In CMP spil, the highest N30 emission rate was found
when conditioned aerobically for 7 days and lowest when incu-
bated aerobically for 14 or 28 days. The emission of N0 was
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Fig 4. Emission of Ny O(mg N kg dry soil] from soil of Xochimiko incubated anaerobically for 48 h and conditioned aerobically for a) 0 days, b} 7 days, ¢) 14 days and d) 28 days.

Legends to the figure can be found in Fig. 2.

significantly larger in the CMP soil than in the SMP soil (p < 0.05)
(Table 2).

The production of Nz increased over time and resembled a zero
order kinetic (Fig. 5). However, in CMP soil conditioned for 7 days,
the emission of Nz increased after 24 h. The emission of Nz was
significantly larger in the CMP soil than in the SMP soil (p < 0.05)
(Table 2).

4. Discussion

Several factors, such as pH, temperature, C-substrate availability,
high NO3 concentration and anaerobic conditions affect denitrifi-
cation rates [21]. The soil of Xochimilco shows near optimum
conditions, ie. pH between 7 and 8, high organic matter content,
microorganisms adapted to anaerobic conditions as the soils are
regularly flooded. The conditions were further optimized in the
experimental set-up, i.e. strict anaerobiosis and no limitations in the
availability of NO3, so that a possible effect of methylparathion
condition on denitrification and the Nz0-to-Nz ratio could be
studied.

Methylparathion stimulated denitrification as it increased the
NO3 reduction, the concentration of NO3 and the emission of N;O
and Nz. The availability of carbon in organic carbon compounds is
one of the most important factors controlling the activity of deni-
trifiers [21]. Methylparathioncanserve as a C-substrate and e~ donor
thereby increasing NO3 reduction and consequentlyemission of N2O
and Mz [16,41,42]. Different microorganisms have the capacity to
degrade methylparathion. Arthrobacter sp. and Pseudomonas stutzeri
can use methylparathion as a sole carbon source for growth and
degraded it within 9 and 12 h [42,43]. Chen et al. [16] found that

Pseudomonas sp. was able to degrade 15 mg parathion 1! h~" and
reached its stationary phase in about 22 h. Tayal et al. [44] reported
that methylparathion persisted in soil for only 30 days. In a parallel
study with the same chinampa soil, methylparathion was removed
from soil =30 days thus easily serving as an e~ donor. However,
methylparathion might also inhibit denitrification and emissions of
Nz0. Saez et al. [45,46] reported that methylparathion inhibited
growth of the denitrifiers Xanthobacter autotrophicus (CECT 7064)
and Paracoccus {ATCC 19367) and emission of NzO. As such, meth-
ylparathion might stimulate the activity of certain microorganisms
andfor inhibitothers. Zhang etal [ 11] found that in untreated soil the
dominant bacterial groups included members of z-protecbacteria,
while in the methylparathion-contaminated soil the dominant
phylotypes were replaced by a subdivision of y-protecbacteria.

Chloramphenicol did not affect the removal of NO3 from soil or
the emissions of N20. As such, the activity of NO3 reductase was not
affected by chloramphenicol when anaerobiosis was induced. This
indicated that no or little de novo synthesis of NO3 reductase
occurred and the enzyme persisted in the soil for 28 days. Chlor-
amphenicol, however, did increase the concentrations of NO3 in
the methylparathion-amended soil suggesting that some de novo
synthesis of nitrite reductase occurred.

The NzO-to-Nz ratio in the chinampa soil was 3.5, Le. little Nz
was formed, and methylparathion and chloramphenicol did not
affect the ratio. Only small amounts of Nz were formed within 24 h,
butthe Nz emission often increased thereafter. As such, a lag phase
in the Mz production was detected. Firestone and Tiedje [47]
reported that N30 reductase activity only increased after 16—33 h.

This research revealed that methylparathion has the capacity to
increase the emission of N20. Consequently, it might be important
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31 Day 0

Emission of Ny (mg Nk§ dry soil)

31 Day 14
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Fig 5. Emission of Nz (mg N kg™ dry soil} from soil of ¥ochimileo incubated anaemobically for 48 h and conditioned aerabically Tor a) 0 days, b 7 days, ) 14 days and d) 28 days.
Dotted lines are soil amended with methylparathion and continuous lines are soil not amended with methylparathion and unamended soil (m), treated with chloramphenicol (0}

Bars are +1 standard error of the estimates (p = 0,05 and n = 9],

to investigate how methylparathion affects other soil processes and
the microorganisms involved.

5. Conclusions

It was found that methylparathion increased the emission of
N30 and Nz, the concentration of NO3 and the removal of NO3 from
soil. Conditioning the soil aerobically reduced the concentration of
NO3 in the subsequent anaerebic incubation, but had no effect on
the removal of NO3 from soil. Acetylene andfor chloramphenicol
had no effecton the removal of NO3 from soil and little or no effect
on the concentration of NO3. Acetylene increased the emission of
Nz0 independent from the application of methylparathion andjor
chloramphenicol.
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Large amounts of methyl parathion are used to control pests on crops when cultivated in chinampa soils
of Mexico City. The effect of adding methyl parathion on soil characteristics, C0 emissions, mineral N
and 4-nitrophenol, a degradation product of methyl parathion, and the degradation of methyl parathion,
was investigated in an aerobic incubation experiment. Treatments were sterilized and non-sterilized soil
amended with or without methyl parathion at 280 mg kg ", a concentration sometimes found in the top
soil. Methyl parathion removal followed a first-order kinetic with a half-life ranging from 16 to 34 days,

while small amounts of 4-nitrophenol were detected after three days. No abiotic processes affected the

ey weords:
4-Nitrophenol
C dynamics soil.
N dynamics

Pesticde degradation

Methyl parathion

methyl parathion concentration and no 4-nitrophenol was formed in the sterilized soil. [t was found that
methyl parathion was removed rapidly from soil and less than 35 pg kg™ ! 4-nitrophenol was found in

@ 2011 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

In some parts Mexico City, i.e. to the southwest in Xochimilco,
agriculture is still done as was done by the Aztecas or Mexicas
whom founded the city Tenochtitlan. They made rectangular plots
from lake sediments and called them chinampas meaning artificial
islands or floating gardens. Sediment from the canals that
surround the chinampas is still applied to the soil, which is used o
cultivate flowers, vegetables and maize, As such, the soils are
nutrient and organic rich and irrigation is unlimited so up to four
harvests of certain crops can be obtained per year. The lettuce is
harvested two months after application. Overall, four harvests of
lettuce are obtained per year and as such large amounts of methyl
parathion, i.e. 2 kg ha™', are applied to the soil layer. Ammonium
sulphate, and horse and cow manure are applied as fertilizers,
while crops are irrigated with tap water to prevent pathogen
contamination. This antropogenic pre-hispanic agroecosystem
was declared a World Heritage site by UNESCO in 1987, due to its
unique agricultural tradition in the world. Since 1990, farmers at
Xochimilco have used organophosphorus pesticides, such as

* Corresponding author, Tel: +52 55 54848114 fax: +52 55 5747 3313,
E-mail address: natcabirol@yahoocom (N, Cabiral).

methyl parathion, chlorpirifos, malathion and diazinon, to control
pests [ 1]. Farmers cultivate lettuce. Overall, four harvests of lettuce
are obtained per year and as such large amounts of methyl para-
thion, ie. 2 kg ha™', are applied to the soil layer. These pesticides
are npeurotoxic to animals and humans as they affect nervous
system functioning [2]. The pesticide methyl parathion is an
organophosphorus compound classified as highly toxic (class 1) by
the United States Environmental Protection Agency, US.EPA, and
extremely toxic (category la) by the World Health Organization
(WHO] [3]. The IUPAC name of methyl parathion is 0,0-dimethyl
O-4-nitrophenyl phosphorothioate.

Bacteria that can degrade the pesticide, such as Sermatia sp.
strain DS0O01, Bacillus sp., Pseudoaminobacter sp., Achromobacter sp.,
Brucella sp., Ochiobactrum sp., Flavobacterium balustinum, Pseudo-
monas sp. A3, have been isolated from cultivated soil treated with
methyl parathion [4—6]. Some of those bacteria use methyl para-
thion as a carbon and phosphorus source [7,8]. Biodegradation of
methyl parathionin a liquid media occurs between pH 7.0 and 10.0
and temperatures of 30—37 °C [4,9]. Other factors, such as salinity,
organic carbon content, water holding capadty and microorgan-
isms are also known to affect its remowval from soil [10,11],
Biodegradation of methyl parathion begins by a hydrolysis whereby
two compounds 4-nitrophenol and dialkylthiophosphate (DATP)
are formed [12,13]. 4-nitrophenol is the major degradation product
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of methyl parathion and can accumulate in soil [14]. Two enzymes,
methyl parathion hydrolase (MPH) and organophosphorus hydro-
lase (OPH), are involved in the hydrolysis of methyl parathion and
produced by the afore mentioned bacteria [15].

Large amounts of methyl parathion, up to 2 kg ha™! yr~ !, have
been applied to vegetables being cultivated in the chinampa soils
since the beginning of 1990's. But no information exists on how
long it remains in chinampa soils and how it affects the dynamics of
inorganic N and microbial activity in this particular and unique
ecosystem, The objective of this study was to investigate the
removal of methyl parathion from a chinampa soil, the dynamics of
4-nitrophenol, its major degradation product, concentrations ofsoil
mineral N, and the emissions of CO; from treated soil.

2. Materials and methods
2.1. Soil sampling site

The chinampa soil used in this study is situated in the village San
Gregorio Atlapulco (19° 15,9 N and 99° 4.0° W) at 2237 ms.L in
Xochimilco (Mexico City). Mexico City has a mean annual
temperature of 16.8 °C (calculated over 2003—2010) and an average
annual rainfall of 755 mm y~! [16]. The chinampa soil is from
anthropogenic origin, so it is considered a cumullic Anthrosel [17].
Farmers cultivating lettuce apply methyl parathion to control pests,
mostly aphids (plant louse) Nasonovia ribisnigri {Mosley) and the
cabbage looper, Trichoplusia ni (Hiibner). Farmers ap‘plyr generally
a methyl parathion pesticide solution at 0.5 kg ha™ (Foley 50E)
during the first 15 days. Foley S0E is a commerdal available
emulsion of methyl parathion. The lettuce is harvested two months
after application, Ammonium sulphate, and horse and cow manure

are applied as fertilizers, while crops are irrigated with tap water to
prevent pathogen contamination.

2.2 Soil sampling

A chinampa soil 1350 m? (90 « 15 m) was sampled to study the
effects of methyl parathion on soil processes in May 2009, two
months after methyl parathion was applied by the farmer (Fig 1).
Three similar plots of 450 m? (90 » 5 m) were defined and sampled
perpendicular to the canal. Each plot was divided in three subplots
and sampled by augering 20 times the 0—15 cm layer with a stony
soil auger 7 cm in diameter (Eijkelkamp, NI). Soil from each sub-
plot was pooled so that nine different soil samples were obtained.
The soil samples (n = 9) were 2-mm sieved and characterized
(Table 1). Concentrations of methyl parathion ranged from 290 to
307 pg kg~ and 4-nitrophenal from 2 to 3 pg kg~ ! upon sampling,
This field-based replication, i.e. three different soil samples in
triplicate, was maintained in the incubation study.

2.3, Experimental set-up and treatments

The experimental design was a completely randomized factorial
with three replications of soil taken from the plots and subplots
(maintained from the field site replications). A first factor was the
number of plots {n = 3) and subplots (n = 3). The second factor was
incubation time with seven measurements during the incubation,
ie.0,1,3,10,15, 20 and 25 days. The third factor was the amount of
methyl parathion added to soil, i.e. 0 or 280 mg kg™ ', while the
fourth factor was sterilized or unsterilized soil. Normally lower
amounts of methyl parathion ranging from 1 mg kg™'
100 mg kg~ have been used in laboratory studies [ 14,18]. However,
as the lettuce plants are handsprayed with methyl parathion and

= ag® 22'W 98" 57T W
ig | |
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Fig. 1. location of the chinampa soil in Mexico City (Mexico ) and outline of plots and subplots.
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Table 1
Some characteristics of the 0-20 cm layer of three plots sampled of a chinampa soil.
Soil characte ristics Plot number
1 2 3

Sand (g kg="} 610%(60)® 560 (10) 600 (30)
Clay (g kg™") 30(1.0) 40 (1.0} 50 (1.0}
silt (g kg™") 360(60) 200 (20) 350 (30)
Bulk density (g an®) 042(001) 046(002) 048 (0.02)
pH 8.4(0.1) 7.7 (0.0) 803 (00)
Electrolytic conductivity (d5 m~") 1.3(02) 02 (0.01) 03 (0on)
Organic Carbon (g kg™ B6.4(89) BEBE (79) 92.8(21)
Total Nitrogen (g kg~") 58(05) 6.0 (0.7) 5.8 (04)
N-NOs~ (mg kg™") 72.5(0.1) 28.1 (06) 327(07)
N-NOy~ (mg kg™') 32(00) 6.4 (0.3) 19 (02)
Total phosphorus (mg kg™") 91(3.0) 103 (2.0) 96 (2.0)
Extractable phosphorus (mg kg=") 41(0.1) 43 (03) 5(0.2)
Methy| parathion (ug kg=") 29040 260 (35) 307 (39)
4-Nitrophenol (ug kg™ 2(01) 3(04) 2(0:2)
Exchange K (cmol kg™") 33(03) 1.7 (02) 0.5 (02)
Exchange Na* {cmol kg™") 6.3(03) 6.6 (0.2) 1.6 (003}
Exchange Ca™ (cmol kg=") 18.9(13) 16.8 (0.3) 92 (02)
Exchange Mg (amol kg=') 13.1(09) 82(03) 276 (9.8)
Exchange 50,7 (cmol kg=) 46(002) 3.1(0.0) 19001}
Exchange C1- {anol kg"} 45(03) B0 (04) 14.6 (0.4}
Exchange CO5% (amol kg™!) G.1(04) 03 (0.01) 02(02)
Exchange HCO5™ (cmol kg=') 10.2(0.1) 53 (02) 6.3 (04)

3 Mean of three soil subplots,
" Values between parenthesis are standard deviation of the mean (F < 0.05),
n=3)

that four times in a year, it was assumed that the concentrations of
methyl parathion in the top soil layer will reach much higher values
than the above mentioned concentrations, Therefore, a high dose of
methyl parathion was applied in this study.

Seven hundred and fifty six sub-samples of 40 g soil were added
to 250 ml glass flasks. Half of the flasks were sterilized in a vertical
autoclave at 121 °C and 1.3 bar for 35 min (1 bar = 14.5 psi) on three
consecutive days, Half of the sterilized and unsterilized soil samples
were amended with methyl parathion under sterile conditions. A
0.22% methyl parathion solution was prepared from the commer-
cial available emulsion (Foley S0E), 18 ml of this solution was added
to 40 g soil and mixed. The final average methyl parathion
concentration in soil was 280 mg kg~ dry soil. The other half of the
sterilized and unsterilized soil samples were amended with an
equal amount ofdistilled water and mixed under sterile conditions.
Foley S0E was added to sterile water and applied to the soil under
sterile conditions. The amount of water used to apply the methyl
parathion was such that the water content of the soil reached 40%
water holding capacity (WHC). Three soil sub-samples of soil were
taken at random from sterilized and unsterilized soil amended with
or without methyl parathion from each of the plots (n = 3) and
subplots (n = 3) and extracted for methyl parathion. These
provided zero time samples.

The open glass flasks were placed in screw-capped 2 | glass jars
containing a vessel with 20 ml 0.5 M NaOH to trap the CO; evolved.
The screw-capped 2 | glass jars were closed air-tight, covered with
aluminium foil and incubared at 19 *C + 2.0 for 25 days. An addi-
tional 18, 2 | glass jars, containing a vessel with 20 ml 0.5 M NaOH,
but without soil were incubated to account for the CO; trapped
from the air. After 0,1, 3, 10,15, 20 and 25 days, three glass jars were
selected at random from each treatment, plot and sub-plot and
opened, Le. a total of 108 jars. The vessel with 20 ml 0.5 M NaOH
was removed and titrated with 1 M HCl to determine the trapped
CO;. Three jars without soil were also selected at random and the
CO; trapped from the air determined. The soil was removed from
the 250 ml flasks and analyzed for pH, electrolytic conductivity
(EC), methyl parathion, 4-nitrophencl, NO;~ and NOs3~. All the

remaining jars were opened, aired for 15 min to avoid anaerobic
conditions, closed and further incubated.

24. Chemicals used

Analytical-grade triphenyl phosphate solution 48064 SUPELCD
(standard type internal), tributyl phosphate 44094-U SUPELCO
(surrogare), methyl parathion PESTANAL® 36187 FLUKA {analytical
standard) and 4-nitrophenol PESTANAL® 335836 FLUKA { analytical
standard) were obtained from SIGMA-ALDRICH Mexico. Methyl
parathion emulsion Foley 50E Dragon was supplied by ‘Agricultura
Nacional 5. A. de CV, Mexico'.

25, Soil analysis

The pHwas measured in 1:2.5 soil{Hz0 (w/w) suspension using
a 716 DMS Titrino pH meter (Metrohm Ltd. CH.-901, Herisau,
Switzerland) fitted with a glass electrode. The EC was determined
in a saturated solution extract as described by Rhoades et al. [19].
Total N was measured by the Kjeldhal method using concentrated
sulphuric acid (Hz504), potassium sulphate {Kz504) and copper
sulphate (CuSO4) to digest the sample [20]. Soil particle size
distribution was determined by the hydrometer method as
described by Gee and Bauder [21]. 10 g soil was extracted for
inorganic nitrogen with 100 ml 0.5 M Kz504 solution, shaken for
30 min, filtered through Whatman No. 42 paper® and NO3~, NO;z~
and NH;" in the K350, were determined colourimetrically on a San
Plus System-SKALAR automatic analyzer Segmented Flow auto-
analyzer (The Metherlands). The WHC was determined by differ-
ences of weight on soil samples water-saturated in a funnel and
left to stand overnight. Total carbon was quantified with a total
organic carbon analyzer Shimadzu [22] Total phosphorus was
determined by digesting a 500 mg soil sub-sample with concen-
trated HCl and HNO3 at 125 °C and measured at 830 nm with
a spectrophotometer [23]. Extractable P was determined by
extracting a 10 g soil sub-sample with NaHCOs 0.5 N. The extract
was analyzed for P at 880 nm with a spectrophotometer [23]. The
cation exchange capacity was determined with ammonium acetate
1.0 N at pH 7, while K and Na™ were quantified with a Flame
Photomether Jenway PFP7 and Ca®" and Mg with an Atomic
Absorption Spectrometer Perkin Elmer Analyst 800 [24]. The
amount of HCOs, COs%~, 17 and S04% was determined as
described by Zelazny et al. [25].

2.6. Determination of methyl parathion and 4-nitrophenol

The extraction of methyl parathion was based on a modified
technique described by Zhang et al. [26]. Briefly, a 5 g soil sub-
sample was mixed with anhydrous Na;S04 to absorb soil water in
a Teflon extraction vessel and 30 ml ethyl acetate was added to
extract the methyl parathion, while 30 ul (1000 ng mi™!) tributyl
phosphate was added as surrogate. The Teflon extraction vessel was
placed in a CEM-MARS Microwave Reactions System at 950 W,
1207 kPa and 110 *C for 20 min and cooled down. The mixture was
filtered over Whatman® paper 43, 20 pl triphenyl phosphate
(1000 ng ml"] was added as internal standard and analyzed for
methyl parathion on an Agilent Technologies 6890N Gas Croma-
tography Systems fitted with a Phosphorus/Nitrogen detector and
an Agilent Technologies split/splitless Injector 7683B. A HP-5MS
ultra inert capillary column of 30 m = 0.25 mm = 0.25 pm was
used with an internal layer of 5%-phenyl—methylpolysiloxane. The
injection volume was 2 pl with an analysis time of 35.42 min. The
temperature of the injector was 250 °C, the detector 300 °C and the
oven 320 °C. The carrier gases Nz, air and He were flowing at 3, 60
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and 1 ml min~",

efficiency was 92%.

The extraction of 4-nitrophenol was based on a modified tech-
nique described by Lopez-Avila et al, [27]. Briefly, a 5 g sub-sample
of soil was mixed with 20 ml 2% NaOH and centrifugated at
5000 rpm for 20 min. The supernatant was mixed with 30 ml ethyl
acetate in a Teflon extraction vessel and placed in a CEM-MARS
Microwave Reactions System at 950 W, 1207 kPa and 110 “C for
20 min and cooled down, The extract was filtered over Whatman®
paper 43, concentrated in a rotavapor and dissolved in methanol. A
4 pl aliquot of the extract was analyzed at 315 nmon a Varian HPLC
chromatograph fitted with an UV—VIS detector 9050 and a waters
Spherisorb C8 column of 250 mm » 4.6 mm » 10 um. The mobile
phase used was 0.1% wifluroacetic acidfacetonitrile (80:20) at
a flow rate of 1.0 ml min~". The 4-nitrophenol extraction efficiency
was 90%

respectively. The methyl parathion extraction

2.7. Statistical analysis

The experimental design was a completely randomized factorial
The factors were sterilized and unsterilized soil, three plots in
triplicate and two soil amendments, i.e, 0 or 280 mg methyl para-
thion kg~ soil.

Emission of COz was regressed on elapsed time using a linear
regression model, which was forced to pass through the origin but
allowed different slopes (production rates) for each treatment. The
Jars without soil accounted for the COz in the atmosphere. Signif-
icant differences between treatments for the cumulative CO;
production were determined using PROC MIXED [28].

pH, ECand concentrations of NOz~, NO3~, methyl parathion and
4-pitrophenol were subjected to one way analysis of variance using
PROC GLM [28] to test for significant differences between treat-
ments with Tukey's Studentized Range test. All data presented
were the mean of three replicates of soil taken from the three
subplots (n = 9).

2.8. Reaction rate constant (k) and half-life {ty;2)

A neperian logarithm of the methyl parathion concentration
versus time was used to define the order of kinetics. The kinetics
showed a first-order reaction, i.e. highest R?, with a straight lines
and a slope equal to k (days™"). The half-life, t1j2, for methyl para-
thion was calculated using the equation:

f2 = Ln2/K (1)

with: where k is the reaction rate constant and Ln represents the
neperian logarithm

3. Results

In the sterilized soil, the concentration of methyl parathion
showed little variation and no significant changes over time (Fig. 2).
The decrease in the concentration of methyl parathion in the
unsterilized soil was a first-order kinetic and was significantly
faster in plot 1 than in plots 2 and 3 (P = 0.05). Within 25 days, 66%
of the methyl parathion was removed from plot 1, 42% and 39% in
plot 2 and 3 respectively. The half-life ranged from 16 to 34 days
(Table 2). The concentration of 4-nitrophenol started to increase
only after 15 days (Fig. 3).

In each of the plots, the pH decreased while the EC increased
significantly when soil was amended with methyl parathion solu-
tion compared to the unamended soil (P < 0.0001) (Table 3). The
emission of COz was significantly larger from plot 1 than from plot 2
and 3 (Table 3). Application of methyl parathion solution
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Fig. 2 Concentration of methyl parathion in a chinampa soil (plot 1 (@] plot 2 (&)
and plot 3 (@) incubated at 19 £ 2 =C for 25 days. The solid lines correspond to non-
sterilized soil and dotted lines correspond to sterilized soil. Bars are 1 standard devi-
ation of 3 replicates from 3 sub-plot samples.

significantly increased the emission of CO; in each plot
(P = 0.0001). The concentrations of NHs™ were not affected by
treatment (Data not shown). The mean concentration of NOp~ was
significantly larger in plot 2 than in plot 1 and 3 (P < 0.05). Appli-
cation of methyl parathion had no significant effect on the mean
concentration of NOp~. The mean concentration of NO3~ was
significantly larger in plot 1 than in plot 2 and 3 (P < 0.05). Appli-
cation of methyl E&rathion increased the concentration of NOs~
with 12 mg N kg™ soil, i.e. mean of plot 1, 2 and 3.

4. Discussion

Application of methyl parathion solution increased the ECin soil
used in this experiment, The methyl parathion solution, i.e. Foley
S0E, had an EC 0.3 4 0.01 d5 m™ %, Long-term application of Foley
50E might thus increase the soil EC, which is already high and
inhibiting plant growth [29].

The concentration of methyl parathion decreased after the first
day. It has to be remembered that methyl parathion was frequently
applied to the soil at high rates over the last 20 years and the
microbial community may be adapted to utilise methyl parathion.
Misra et al. [30] found similar results while studying the removal of
parathion from an alluvial and a laterite soil. The absence of a lag
phase is normally attributed to adaptation of the microorganisms to
the contaminant [31]. Half-life times for methy| parathion in sandy
clay soils ranged from 20 to 28 days and thus similar to the values
found for the chinampa soil [32,33]. The half-life of the methyl
parathion was different between the soils, It was 16 days in soil of
plot 1, 33 days in plot 2 and 34 days in plot 3. There are different
factors that will control the removal of methyl parathion from soil.
Microbial activity as witnessed by the emission of COz was larger

Table 2
Reaction rate constant and half-life of methyl parathion in chinampa soil incubated
at 19 £2 =C for 25 days.

Non-sterilized soil First order kinetic

reaction rate constant Half-life
(day™") LS (day)
Flot 1 —(L044 0885 16
Flot 2 -1 0973 34
Flot 3 -1 09493 EE]
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Fig 3. Concentration of 4-nitrophenol in a chinampa soil (plot 1(m ), plot 20 & Jand
plot 3 (@) incubated at ¥ + 2 C for 25 days. The solid lines correspond to non-
sterilized soil and dotted lines correspond to sterilized soil. Bars are 1 standard devi-
ation of 3 replicates from 3 sub-plot samples.

from plot 1 than from plot 2 and 3. A higher microbial activity in
plot 1 might have accelerated the removal of methyl parathion
compared to plot 2 and 3. Although the ECwas higherin plot 1 than
in plot 2 and 3, this did not appear to have inhibited the removal of
methyl parathion [34]. Abiotic processes did not affect the
concentration of methyl parathion as it remained constant in the
sterilized soil. The amount of methyl parathion in the soil upon
sampling ranged from 290 to 307 pg kg ! soil. It appears that the
methyl parathion was removed from soil between the last appli-
cation and soil sampling, ie. four months.

The concentration 4-nitrophenol increased after only 15 days
although the concentration of methyl parathion decreased within 1
day. As such, a lag occurred between the decrease in the concen-
tration of methyl parathion and the production of 4-nitrophenol. A
lag between the decrease in methyl parathion and an increase in its
degradation product 4-nitrophenol has been reported in liquid
media with Pseudomonas sp. A3 [7].

The production of CO; increased on the average 1.3 times in
the chinampa soil amended with methyl parathion. However,
Bindhya et al. [18] reported that the emission of CO; inaeased
when an agricultural soil from India was treated with
1 mg methyl parathion kg~*, but decreased sharply when 50 or
100 mg methyl parathion kg~ was added. This would indicate that
methyl parathion can be toxic for soil microorganisms. Toxicity
studies have shown that 4 mg I~ ! methyl parathion can be lethal to
bacteria, such as Flavobacterium and Fseudomonas, in pure cultures
[34]. The chinampa soil has been treated with methyl parathion for
over 20 years so it can be speculated that the microorganisms have
adapted to the pesticide and have developed the capacity to
degrade the pesticide [32].

The production of COz increased with between 60 and
68 C kz™! in soil amended with 280 mg methyl parathion-
C kg™ after 25 days. Andrea et al [35] also found an increase in
emissions of COz when methyl parathion was added to soil. This
would suggest that approximately 60% of the 104 mg C added with
the methy! parathion was mineralized to COz However, no priming

Table 3

pH, eledrolytic conductivity (ds m=1), CO, production rate (mg C kg='d="), means
of MO, ~ (mgN kg=')and NOs~ (mg N kg~ ") of chinampa soil with or without methyl
parathion, incubated at 19+ 2 <C for 25 days.

Hot —methyl parathion +methyl parathion MsD* Pyalue

pH

1 g4Aa"ac 82Ba 0.1 <0.0001
2 T7AC 74Bb 01 <0.0001
3 BOAbL 758Bb 01 <0.0001
MSD 0.1 0.1

Pwalue =0.00M <0.0001

EC 4 [dS m-) MsD Pyalue

1 13Ba 14/ a 004 <0.0001
2 02B¢ 03Aac 003 <.0001
3 048 05Ab 003 <0.0001
MSD 003 0.05

Pwalue =0.00Mm < 0.0001

€0, production rate (mg C kg d-") SEE® Pualue

1 2B Ba 297 Aa 4 <0.0001
2 191Bb 255 Ak 7 <0.0001
3 1M BbL 254 A b [} <.0001
SEE [} 7

Pwalue 00064 00006

MOz~ concentration (mg N kg='} MsD 4 Pvalue

1 1.1ADb 13 A ab 0.5 03746
2 22Ma 22Aa 12 09991
3 09ab 10ADL 0.5 L6855
MSD [18:] 1.1

Pwalue 00003 0.0158

MO= " concentration (mg N kg™'} MsD Pvalue

1 97Ba 115Aa 12 00034
2 G4 A b F2A0b 14 02653
3 Gl1Ab 1AL 10 0.0679
MSD 12 17

Pwalue =0.00M <0.0001

2 MSD: Minimum significant difference (P < 0.005).

" Values with the same capital letter in the row are not significantly different
between the treatments.

© Values with the same letter in the lumn are not significantly different
betwesn the plots.

4 EC: Electrolytic conductivity.

© SEE: standard error of the estimate.

effect was considered so the amount mineralized might have been
lower [36].

Methyl parathion increased the concentration of NOs™ in soil by
12 mg kg~' {mean of the three soils). Approximately 15 mg N kg~!
soil was added with the methyl parathion to the soil, so it appears
that most of it was mineralized. Andrea et al, [35] reported similar
results in soils of Brazil. Misra et al. [30] found that the concen-
rration of NO3z~ increased in soil amended with methyl parathion
and that within 4 days. The NO;~ will be oxidized immediately
thereby increasing the concentration of NO3 ™~ rapidly in soil [37].

5. Conclusion

Methyl-parathion was removed immediately from a chinampa
soil with a half-life that ranged between 16 and 34 days. These
values were similar for those reported for sandy clay soils even
though large amounts were applied in our study. There was a lag of
15 days between the dissipation of methyl parathion and the
increase of its most important degradation product 4-nitrophenol.
Methyl-parathion increased the emission of COz with between G0
and 68 mg C kg ' and the concentration of NO3~ with between 8
and 18 mgN kg" soil. The methyl parathion solution, i.e. Foley S0E,
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contained salt and increased the EC of the soil, which might inhibit
crop cultivation on the long term.
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