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RESUMEN

RESUMEN
El plaguicida metil paratién es un compuesto organofosforado que se usa para controlar

plagas de insectos en los cultivos de las chinampas de Xochimilco. Cuando los agricultores
aplican el plaguicida a las plantas, éste también llega al suelo. Debido a que es un
compuesto altamente toxico, es importante saber como se comporta en el suelo. En este
trabajo se estudié la remocion de dicho compuesto, en el suelo de una chinampa de
Xochimilco, asi como su efecto en la emision de CO,, mineralizacion del nitrégeno, en la
comunidad bacteriana del suelo y en la produccién del 4-nitrofenol, el cual es un producto
de degradacion del plaguicida. Se realizd un disefio de experimentos factorial completo al
azar en condiciones aerobias, en donde las unidades experimentales fueron los
microcosmos. Los tratamientos consistieron en suelo esterilizado o no esterilizado, con o
sin metil paration (280 mg kg™). La remocion del metil paration siguié una cinética de
primer orden con una vida media entre 16 y 34 dias, la produccion del 4-nitrofenol (35 pg
kg™) se empezd a detectar después de los tres dias de incubacion. En el suelo esterilizado
no se detect6 produccion de 4-nitrofenol ni remocidn del metil paration.

El tipo de bacterias que se encontraron en el suelo de la chinampa pertenecen a los
grupos de a-Proteobacterias, 3-Proteobacterias, y-Proteobacterias, Bacillales y Firmicutes.
Tres secuencias obtenidas del ADN de bacterias del suelo de la chinampa son similares a
bacterias que pueden degradar plaguicidas organofosforados y anillosaromaticos
(Achromobacter xylosoxidan, Brevundimonas diminuta y Ochrobactrum lupini). Lo
anterior indica que las bacterias que estan presentes en el suelo de la chinampa podrian
degradar plaguicidas organofosforados como el metil paration. Los valores de riqueza
disminuyeron significativamente cuando habia una concentracion elevada del plaguicida

11



RESUMEN

(280 mg kg™) y cuando la concentracién del 4-nitrofenol empez6 a incrementarse en el
suelo. La velocidad de cambio de las comunidades de bacterias en el suelo no varid
significativamente entre el suelo con y sin plaguicida, tal vez porque las bacterias tuvieron
la capacidad de adaptarse rapidamente a este tipo de estrés, ya que el suelo ha estado en
contacto con plaguicidas desde hace 20 afios. Por ultimo, se encontraron diferencias entre
las caracteristicas fisicoquimicas del suelo y el tipo de bacterias presentes a diferentes

profundidades, 0-15, 15-47 y 47-98cm.

ABSTRACT
Pesticides like methyl parathion are used to control pests on crops when cultivated in

chinampa soils of Xochimilco. The removal of methyl parathion from these soils was
investigated and its effect on soil characteristics, CO, emissions, mineral N, 4-nitrophenol,
a degradation product of methyl parathion, and soil bacterial community 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 methyl parathion concentration and no 4-nitrophenol was formed in
the sterilized soil. It was found that methyl parathion was removed rapidly from soil and
less than 35 pg kg™ 4-nitrophenol was found in soil.

o-Proteobacteria, [B-Proteobacteria, y-Proteobacteria, Bacillales y Fermicutes was
founded in chinampa soil. Three experimental DNA sequences were similar to bacterial
degradation of pesticides (Achromobacter xylosoxidan, Brevundimonas diminuta vy

12



RESUMEN

Ochrobactrum lupini). May be, these results indicated that soil bacteria can to degrade
methyl parathion. When methyl parathion was high (280 mg kg™) and 4-nitrophenol
beginning increase, the richnees value decreased significantly. In the rate of change of
treatments whit and whitout pesticide, there were not a significantly difference. Owing to
the fact that soil bacteria were adapt to pesticide, because soil was in contact whit pesticide
from 20 years ago. There are physicochemical and bacterial differences in soil between 0-

15, 15-47 y 47-98cm depth.

13



1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1 Marco tedrico

1.1.1 Resefia histérica
Xochimilco se localiza al sureste de la cuenca de México, en la zona que corresponde al

lago de Xochimilco. Su origen data desde el Preclasico Mesoamericano (aproximadamente
200 d.C.), lo habitaban los xochimilcas, quienes fueron sometidos por los mexicas en el
postclasico (900 a 1521 d.C.) (Pérez Taylor y Ramirez, 1997). Los habitantes de la cuenca
de México, como los xochimilcas, construyeron lotes rectangulares de suelo adentro de la
zona lacustre. Estos lotes estan hechos de una base de carrizo que contienen sedimentos del
lago y estan rodeados de arboles llamados ahuehuetes (Taxodium mucronatum; del nahuatl
ahuehuétl, arbol viejo de agua) (Hugh et al., 1993). A esos lotes los llamaron chinampas
(del nédhuatl chinamitl, cerca de cafas), éstas les servian para cultivar y construir sus
hogares (Montemayor, 2007). Desde Tenochtitlan, pasando por la época de la colonia hasta
principios del siglo XIX, Xochimilco fue uno de los proveedores de alimentos para los
habitantes de la Ciudad de México (méas del 20% de los alimentos consumidos en
Tenochtitlan provenia de Xochimilco) (Stephan-Otto, 2005).

En este siglo XXI, aln existe una zona agricola de chinampas en las delegaciones de
Xochimilco y Tlahuac, aunque provee menos del 1% de los alimentos dela ciudad de
México. Dependiendo del poblado, es el tipo de siembra que realizan. San Gregorio
Atlapulco siembra hortalizas, pueblo de Xochimilco y San Luis Tlaxialtemalco siembran
flores de ornato, estos productos son para consumo local. El suelo de las chinampas ha sido

clasificado como antrosol cumulico (Ramos-Bello et al., 2001) Es un suelo con un alto
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1. INTRODUCCION

contenido de materia organica, carbono y nitrégeno, por lo que lo hacen muy feértil, y se
pueden obtener de 2 a 4 cosechas al afio dependiendo del cultivo. La UNESCO, en 1987,
declaré a Xochimilco Patrimonio de la Humanidad debido al tipo de siembra que usan en

las chinampas, la cual se considera Unica en el mundo.

En la actualidad, la zona de las chinampas de Xochimilco presenta un deterioro

ambiental debido a (SMADF, 2004):
a) Expansion no controlada de la zona urbana

b) Vertimiento de aguas negras en los canales de las chinampas

¢) Tratamiento inadecuado del agua residual

d) Empleo de plaguicidas y fertilizantes quimicos

15



1. INTRODUCCION

1.1.2 Plaguicidas
La fabricacion de los plaguicidas se incrementé a partir de 1930, con la sintesis quimica

de compuestos organoclorados como el dicloro difenil tricloroetano (DDT). Sin embargo,
los plaguicidas organofosforados empezaron a usarse después de la segunda guerra mundial
(EPA, 2006). Los plaguicidas se usan para controlar plagas provocadas por animales,
plantas y microorganismos.

Cuando a un cultivo se aplica un plaguicida, este puede migrar al suelo, sedimentos,
agua superficial, agua subterranea, aire y/o biota. Su movimiento dentro del ambiente
depende de: a) las caracteristicas fisicoquimicas de cada plaguicida; b) del clima, y c¢) de las
caracteristicas de la matriz en donde se encuentre (suelo, agua, etc.) (NPIC, 2011). El
transporte y transformacion de los plaguicidas en el ambiente es complejo y se explican
brevemente en la tabla 1.1. En la figura 1.1 se muestran los procesos de movimiento y

degradacidn de plaguicidas en el ambiente.

Dispersion por alre_.-/-_:__,:*

Absorcién) f fr\;\l_
; o
\/=
X %
f..' " Depésito de moléculas suspendidas

Fotodegradacién

- ‘Escurrimiento
Volatilizacion
Lixiviacion 1
-

[l : Degradacion
Degradacionq .= Adsorcione - biologica

uimica

Agua subterranea
Figura 1.1Transporte y transformacion de plaguicidas en el ambiente (adaptada de Alberta,

2012)
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1. INTRODUCCION

Tabla 1.1Movimiento y transformacién de los plaguicidas en el ambiente (Piercynski et al.,
2000)

Proceso Consecuencia Factores

MOVIMIENTO (proceso que transfiere al plaguicida)

Volatilizacion Evaporacion del plaguicida del Presion de vapor,
suelo, plantas, ecosistemas acuéaticos temperatura, velocidad del viento
Adsorcion Adhesion de las moléculas del Tipo de arcillas, materia

plaguicida en la superficie de plantas, organica
particulas del suelo y sedimentos

Absorcion Incorporacion de los compuestos Transporte a través de la
por plantas o ingestion por animales membrana celular, tiempo de

contacto
Lixiviacion Traslado del compuesto a través Textura del suelo,
del suelo (verticalmente) macroporos, contenido de arcilla

y materia orgénica, intensidad de
las lluvias, irrigacién
Erosion Movimiento del plaguicida por Lluvia, velocidad del viento
agua o viento

DEGRADACION (proceso que altera la estructura quimica del plaguicida)

Fotoquimica Rompimiento de las moléculas del Estructura  quimica  del
plaguicida por absorcion de luz plaguicida intensidad y duracién
(ejemplo: luz UV) de la luz, exposicion

Quimica Separacion de la molécula en sus pH, humedad
elementos

Microbioldgica Transformacion de los compuestos Factores ambientales (pH,
por accion de enzimas humedad, materia organica)

Cuando los plaguicidas son degradados por la microbiota edéfica, los elementos que
forman parte de dichos compuestos organicos son incorporados a los ciclos
biogeoquimicos. El carbono, azufre, fosforo y nitrégeno que se encuentra en la estructura
quimica de algunos plaguicidas se incorporan al metabolismo de los microorganismos o
queda disponible para las plantas (Topp, 2012).
1.1.2.1 Metil paration

Es un plaguicida organofosforado nombrado por la ITUPAC como O,0 dimetil-O-p-
nitrofenil fosforotioato. Este plaguicida es neurotoxico para animales como el humano,
porque afecta el funcionamiento del sistema nervioso (Edwards y Tchounwou, 2005). Esta

clasificado como altamente toxico (clase I) por la Agencia de Proteccion al Ambiente de los
17



1. INTRODUCCION

Estados Unidos (U.S.EPA), y extremadamente toxico (categoria la) por la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO) (Jaga y Dharmani, 2006). Se ha encontrado como
contaminante en alimentos, suelos, sedimentos y aguas (Carvalho et al., 2002).

1.1.2.2 Biodegradacion del metil paration

En el suelo, los plaguicidas pueden ser degradados por comunidades de
microorganismos. Las caracteristicas quimicas del suelo, como pH, materia organica,
humedad y/o condiciones aerobias, afectan la velocidad de biodegradacion de los
plaguicidas, ya que tales caracteristicas influyen en la actividad y crecimiento de los
microorganismos (Fishel, 1997).

La degradacién bioquimica del metil paration, la cual es realizada por bacterias, puede
llevarse a cabo de tresmaneras: i) hidrolisis, ii) oxidacion, y iii) reduccion. Las dos primeras
se dan en presencia de oxigeno y la tercera puede suceder a niveles altos 0 muy bajos de
oxigeno (Singh y Walker, 2006; Yang et al. 2007).

i) Hidrolisis. La hidrolisis del metil paration puede ser realizada por la enzima metil
paration hidrolasa (MPH) o la enzima organofdsforo hidrolasa (OPH). Ellas hidrolizan el
enlace fosfotriéster, dando origen a los compuestos p-nitrofenol (PNP) y dialquiltiofosfato.
Después, el PNP es transformado a &cido 3-oxoadipico. Este compuesto puede ser
incorporado al ciclo de Krebs y degradado hasta CO, (Figura 1.2: Al, A2, A3).

i) Oxidacion. El metil paration puede ser oxidado a paraxon, por medio de una
oxigenasa. El paraxon es hidrolizado y transformado a PNP y dialquiltiofosfato; el PNP
puede ser degradado por otros microorganismos hasta ser incorporado al ciclo de Krebs
(Figura 1.2: B1, B2, A2y A3).

iii) Reduccion. Cuando existen niveles muy bajos de oxigeno (O,), el grupo nitro del

metil paration puede ser reducido a un grupo amino por una nitrorreductasa, formando una

18



1. INTRODUCCION

molécula denominada aminoparation. EI aminoparation es hidrolizado a p-aminofenol y

después a p-benzoquinona (Figura 1.2: C1, C2 y C3).

- REDUCCION
OXIDACION 5
RO - |P|
RO o @— s C1
AN
B1 Metil 3 s
paration ro !
- ﬁ (R = C,H" RO~ P"‘“-:} NH,
~po HIDROLISIS

Paraxon / Al c2 ‘
DATP /\
/ \ DATP
A 4
DAT B2 b O o
P Ho@ NG,
Cc3

p nitrofenol N
A2
DATP = l p-aminofenol
Dialquiltiofosfato
p-
benzoauinona
a
COOH
co A 3

Ac. 3-oxoadipico
— Ciclo de
Krebs

Figura 1.2 Biodegradacion del metil paration. (Singhy Walker, 2006)

Bacterias como Serratia sp. cepa DS001, Bacillus sp., Pseudoaminobacter sp.,

Achromobacter sp., Brucella sp., Ochrobactrum sp., Flavobacteriumbalustinumy
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Pseudomonas sp. A3 han sido aisladas de suelos agricolas donde se aplica metil paration y
capaces de degradar el plaguicida (Zhang et al., 2006; Pakala et al., 2007; Sreenivasulu y
Aparna, 2011). La biodegradacion de este plaguicida en medio liquido ocurre entre pH de
7.0 a 10.0 y temperaturas de 30 a 37°C (Qiu et al., 2007; Sreenivasulu y Aparna, 2011).
Pseudomonas sp. WBC-3, Pseudomonas putida y Ochrobactrum sp. B2 utilizan el PNP
como fuente de carbono y energia (Qiu et al, 2006; Singh y Walker, 2006). Las bacterias
Serratia DS001 y Pseudomonas sp. A30 sp., obtienen su carbono y energia de las
moléculas metil paration y p-nitrofenol (Pakala et al., 2007). Pseudomonas sp. A30 usa el
ditiometilfosfotioato como fuente de fosforo (Ramanathan y Lalithakumari, 1999).

En la tabla 1.2 se muestran las bacterias que contienen el gen mpd, el cual codifica para

la enzima metil paration hidrolasa (MPH).

Tabla 1.2 Bacterias que tienen el gen de funcién mpd

Bacteria No. acceso Clasificacion (NCBI, 2009)
del gen mpd
Se localiza en el cromosoma
A pseudaminobacter salicylatoxidans AY627033 a-proteobacteria; Rhizobiales;
AF072542 Phyllobacteriaceae
A Brucela melitensis AEO09656 AY627039 a-proteobacteria; Rhizobiales;
Brucellaceae
A Ochrobactrum tritici AF508089 AY627035 a-proteobacteria; Rhizobiales;
Brucellaceae
A Achromobacter xylosoxidans AY627034 B-proteobacteria;
AF411020 Burkholderiales; Alcaligenaceae
Se localiza en plasmido
®) pseudomonas sp WBC-3 AY251554 ¥-proteobacteria;
Pseudomonadales;
Pseudomonadaceae
No mencionan en donde se localiza
9 plesiomonas sp. M6 AF338729 ¥-proteobacteria;

Enterobacteriales;
Enterobacteriaceae
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EF515812 ¥-proteobacteria;
Pseudomonadales;
®) Pseudomonas stutzeri HS-D36 Pseudomonadaceae
®) Stenotrophomonas sp. YC-1 DQ677027 ¥-proteobacteria;
Xanthomonadales;
Xanthomonadaceae
b) Stenotrophomonas sp. OP-1 DQ823418 ¥-proteobacteria;
Xanthomonadales;
Xanthomonadaceae
® Ochrobactrum sp. Yw28 DQ843608 a-proteobacteria; Rhizobiales;
Brucellaceae
® Ochrobactrum sp. Yw18 DQ843607
® Ochrobactrum sp. Yw15 DQ843606
D) Agrobacterium tumefaciens DQ843605 a-proteobacteria; Rhizobiales;

Rhizobiaceae;

FUENTE: ¥ Zhang et al., 2005. ® Liu et al., 2007. © Cui et al., 2001. ” NCBI, 2009

1.1.3 Generalidades en ecologia microbiana del suelo
La ecologia agrupa a los organismos vivos en diferentes niveles de organizacion, entre

los cuales se encuentran las comunidades. Una comunidad es el conjunto de poblaciones de
diferentes especies que interactian en un mismo espacio (habitat) (Begon et al., 2006). En
las comunidades existe una estructura y una dinamica.
1.1.3.1 Estructura de las comunidades

La estructura de una comunidad esta determinada por el tipo, el nimero y la distribucion
de los individuos de cada poblacion. Puede ser descrita por la diversidad y la riqueza, las
cuales son caracteristicas que muestran la composicion de la comunidad. La diversidad se
refiere a la variedad entre organismos Vvivos, entre especies y dentro de las especies en los
ecosistemas (Bardgett et al., 2005) y depende de la riqueza y la abundancia. La riqueza
indica el nimero de especies (Escalante, 2004). La diversidad de microorganismos en el
suelo puede indicar el efecto de un disturbio natural o humano, como la presencia de

plaguicidas (Collins y Qualset, 1999). En suelos de Canada y Australia, expuestos a altas
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concentraciones de metil paration, las bacterias que han encontrado pertenecen a los
géneros Pseudaminobacter, Achromobacter, Brucella y Ochrobactrum. (Zhang et al.,
2005). En suelos agricolas de Andhra Pradesh (India) en donde han usado metil paration, el
género que predomina es Serratia sp. cepa DS001 (Pakala et al., 2007). En un suelo de
China, sin el plaguicida metil paration, las bacterias dominantes fueron del género Bacillus,
y del grupo de a-proteobacteria; mientras que en el suelo con dicho plaguicida, las bacterias
encontradas fueron del phylum de las Bacteroides Flexibacteracitofaga y 2 miembros de la
clase y-Proteobacteria (Lo, 2010). En un suelo de Medellin, Colombia, en donde se
disponian residuos como metil paratidn, se encontréun consorcio de bacterias formado por
Acinetobacter sp, Pseudomonas putida, Bacillus sp, Pseudomonas aeruginosaCitrobacter
freundii, Stenotrophomonas sp, Flavobacterium sp, Proteus vulgaris, Pseudomonas sp,
Acinetobacter sp, Klebsiella sp y Proteus sp (Pino et al., 2011).
1.1.3.2 Dinamica

La dindmica de una comunidad se refiere al cambio en la estructura de la comunidad con
respecto al tiempo y al espacio; es decir, algunas poblaciones son remplazadas por otras
mejor adaptadas a nuevas condiciones ambientales (sucesion). Estas condiciones pueden
ser contaminaciéon por plaguicidas, cambios estacionales e introduccién de
microorganismos, entre otros (Bardgett et al., 2005). Cuando el plaguicida “fenpropimorf”
fue aplicado a un suelo agricola en Dinamarca, bacterias del género Bacillus disminuyeron
a los 17 dias y aumentaron después de los 56 dias; sin embargo la bacteria Pseudomonas y
algunos hongos actinomicetos no se vieron afectados durante los 56 dias de exposicion al
plaguicida (Thirup et al., 2001). Durante la degradacion del plaguicida 2,4-D amina en el
suelo, se observo un cambio en las poblaciones microbianas, lo cual indico la presencia de

diferentes grupos funcionales en el tiempo de incubacion (Lerch et al., 2009). En algunos
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casos, durante la biodegradacion en el suelo del paration, metil paration y p-nitrofenol, no
se han observado cambios significativos en las poblaciones de bacterias como el grupo
Proteobacteria, y los géneros Actinobacteria, Acidobacterium y Planctomycetes (Debarati
et al., 2006).

Los microorganismos del suelo pueden adaptarse y reproducirse en presencia de
compuestos quimicos sintetizados por el humano, como son los plaguicidas. En un inicio
muchos de los plaguicidas son recalcitrantes, pero después suelen ser degradados por
microorganismos como las bacterias. Los genes que codifican para las enzimas que
degradan los plaguicidas se encuentran frecuentemente en plasmidos. Algunos de los
plasmidos son elementos mdviles que pueden ser intercambiados entre bacterias. Asi, la
capacidad de degradar algin compuesto no es propia de una especie de bacteria, y tal
funcién se encuentra distribuida dinamicamente en una comunidad por transferencia
horizontal. Esto hace que las comunidades de bacterias se adapten rapidamente y que exista
redundancia fisiologica y ecoldgica (Topp, 2012). La redundancia se refiere a que si existen
varios organismos que pueden llevar a cabo un mismo proceso y algunos de los organismos
son incapacitados o removidos, entonces el proceso no puede ser afectado (Bardgett et al.,

2005).
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Antecedentes
El crecimiento y desarrollo de la ciudad de México ha afectado negativamente la zona

lacustre de Xochimilco y Tlahuac, debido a la extraccion de agua subterranea, las descargas
de aguas de plantas de tratamiento, las descargas de aguas residuales sin tratamiento, a la
contaminacion por plaguicidas y fertilizantes empleados por los agricultores en sus

sembradios (Crossley, 2000).

Desde 1970 se empez6 a reportar la presencia de cloruro de sodio, cloruro de magnesio,
bicarbonatos de sodio y magnesio y sulfato de calcio en el suelo de las chinampas (Lot et
al., 1979). Otros estudios como los de Ramos-Bello y colaboradores (2001) y Pérez-Olvera
y colaboradores (2008) reportan que el suelo de las chinampas tiene un pH alcalino, son
ligeramente salino-sédicos, siendo los iones Na * y SO, los que predominan, asi como los
metales Pb, Cd, Ni, Cu, Cr y Zn. Lo anterior se debe a que el agua proveniente de las

plantas de tratamiento tiene una gran cantidad de sales y metales.

Juarez Figueroa y colaboradores (2003) analizaron efluentes de agua residual que llega
a los canales de las chinampas de Xochimilco:el contenido de quistes de Giardia y de
colifagos fue de 1199.8/100 L y 1467.5/100 mL, respectivamente; apareciendo ademas
coliformes fecales (media de 40.4/100 mL), enterococos (media de 58.8/100 mL) y quistes

de Cryptosporidium (media de 13.2/100L).

Brocoli cultivado en el suelo de las chinampas presenta de 30.60 a 47.16, de 0.8 a 4.49,
de 0.77 a1.03 y de 0.5 a 4.51 mg kg™de Zn, Pb, Ni y Cd, respectivamente (Pérez-Olvera et
al., 2008). Rosas y colaboradores (1984) encontraron altas cantidades de bacterias, en

espinacas, 8700 (numero de bacterias/100g) de coliformes totales y 2400 (numero de
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bacterias/100g) para coliformes fecales, y en lechuga, 37000 (numero de bacterias/1009)

para coliformes totales y 3600 (numero de bacterias/100g) para coliformes fecales.

Desde 1990, los agricultores de Xochimilco han empleado plaguicidas organofosforados
como el metil paration, clorpirifos, malatién y diazindn, para controlar plagas (Alcantara et
al., 2009). En el suelo de la chinampa que se uso para realizar este trabajo experimental, los
agricultores cultivan lechuga y aplican metil paration para controlar plagas como pulgones
y gusanos verdes. La cantidad que aplican es de 2mL L* (FOLEY 5DCE, nombre
comercial). Se obtienen cuatro cultivos por afio en la chinampa, lo que resulta en grandes
cantidades de plaguicida aplicado en la parte superior del suelo, dos veces con un rociador
antes de que la lechuga empiece a madurar y un mes antes de ser cosechada. Se aplican
como fertilizantes sulfato de amonio junto con estiércol bovino y equino, y los cultivos son
regados con agua potable para prevenir la contaminacién con microorganismos patdgenos.
Debido a lo anterior, la zona lacustre de Xochimilco y Tlahuac presenta un problematica

ambiental muy compleja que no debe dejarse de lado.

Como ya se menciond anteriormente, las bacterias son microorganismos que pueden
degradar plaguicidas como el metil paratiébn. Ademas, para saber como los plaguicidas
afectan a las comunidades bacterianas del suelo existen métodos que no necesitan del
cultivo de las bacterias y que se basan en el andlisis de los &cidos nucléicos. Uno de las mas
usados es la obtencion de secuencias del gen ADNr 16S. Previamente debe extraerse el
ADN total de las muestras de suelo y después hacer una amplificacion del gen ADNr 16S
por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los productos amplificados se
separan por electroforesis, usando la técnica de DGGE (Denaturing Gradient Gel

Electrophoresis). A cada banda obtenida en el gel, se le denomina OTU (por las siglas en
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ingles de “unidad taxondmica operacional™). Las bandas son cortadas y purificadas, para
después ser secuenciadas(Escalante, 2004). Las técnicas mencionadas anteriormente se han
empleado para analizar la diversidad de microorganismos que degradan compuestos como

plaguicidas, surfactantes, hidrocarburos, entre otros (Hosoda et al., 2010).
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Justificacion

El plaguicida metil paration puede ser transportado al suelo después de ser aplicado a las
plantas. Debido a que es un plaguicida altamente toxico para el ser humano es importante
saber si los microorganismos del suelo tienen la capacidad de degradar dicho compuesto o

si el suelo funciona como un reservorio.

No existen estudios sobre el efecto de los plaguicidas como el metil paration en las
comunidades de bacterias del suelo de las chinampas de Xochimilco, asi como de la
biodegradacion de dicho compuesto en el suelo. Debido a que es un suelo endémico y muy
fértil, es importante desarrollar estudios que permitan recalcar la importancia de cuidar este

recurso no renovable.
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2. OBJETIVOS

Objetivo general:
Evaluar la remocion del plaguicida metil paration por las bacterias autdctonas, asi como

el efecto de dicho plaguicida sobre la diversidad bacteriana en suelo agricola de una

chinampa de Xochimilco.

Objetivos particulares:
1. Evaluar la cinética de remocion del metil paration en suelo superficial de una

chinampa de Xochimilco.
2. Evaluar la estructura de la comunidad bacteriana (ADNr 16S) en el suelo superficial
para identificar diferencias en muestras con y sin plaguicida de la chinampa de Xochimilco.
3. Analizar la estructura de la comunidad bacteriana (ADNr 16S) en el suelo a

diferentes profundidades de la chinampa

28



3. MATERIALES Y METODOS

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 CINETICA DE REMOCION DE METIL PARATION

3.1.1 Sitio de muestreo
La chinampa estudiada se ubica en el barrio de Apatitla del pueblo San Gregorio Atlapulco,

Xochimilco (19° 15.9° N y 99° 4.0’ W) a 2237 msnm. La temperatura promedio anual fue de
16.8°C (calculada para los afios 2003-2012) y la precipitacién anual de 755 mm a™* (SMN,
2011).
3.1.2 Muestreo del suelo

Una chinampa de 1350 m? (90 x 15 m) fue muestreada en mayo de 2009, (Figura 3.1). La
chinampa se dividi6 en tres sitios de 450 m? (90 x 5 m), los cuales fueron perpendiculares al
canal. Cada sitio fue dividido en tres subsitios, en cada subsitio se tomaron 20 muestras a una
profundidad de 0-15 cm con un muestreador Auger de 7 cm de diametro (Eijkelkamp,
Netherlands). Las muestras de suelo de cada subsitio se mezclaron, obteniéndose en total 9
muestras de suelo. Las muestras de suelo (n = 9) se secaron a temperatura ambiente en el

laboratorio, fueron pasadas en un tamiz de 2-mm y se analizaron en el laboratorio.
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Figura3.1. Ubicacion de la chinampa

3.1.3 Disefio de experimentos
Se empled un disefio de experimentos factorial completamente al azar. EI primer factor fue

el numero de sitios (n = 3) y subsitios (n = 3). El segundo factor fue el tiempo de incubacion
con 7 mediciones, por ejemplo 0, 1, 3, 10, 15, 20 y 25 dias. El tercer factor fue la cantidad de
plaguicida adicionada al suelo 0 6280 mg kg™ suelo seco. El cuarto factor fue el suelo
esterilizado o no esterilizado. Y se usaron tres réplicas del suelo para cada subsitio
(manteniendo las réplicas que se tomaron durante el muestreo). Generalmente, en estudios de
laboratorio se han aplicado bajas concentraciones de metil paratién (1 mg kg™ a 100 mg kg™)
(Ou et al., 1985; Bindhya et al., 2009). Sin embargo en este trabajo experimental se us6 una

concentracion mas alta.
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A continuacion se describe como se armaron los microcosmos: 756 submuestras de 40 g de
suelo fueron adicionadas a frascos de 250 mL de vidrio. La mitad de los frascos (378 frascos)
fueron esterilizados en una autoclave horizontal a 121°C y 1.3 bar por 35 min (1 bar = 14.5
psi) en tres dias consecutivos. A 189 frascos esterilizados y 189 no esterilizados se les
adiciono metil paration bajo condiciones estéeriles. Una solucion al 22% de metil paration fue
preparada de la emulsion (Foley 50E), 18 mL de dicha solucidn se agregaron a 40 g de suelo
y después se mezclaron. La concentracion final del metil paration en el suelo fue de 280 mg
kg™ suelo seco. A la otra mitad de los frascos esterilizados y no esterilizados (189 frascos para
cada lote) se les agregd una cantidad igual de agua destilada y se mezclaron en condiciones
estériles. La cantidad de agua usada fue suficiente para mantener un contenido de agua del
40% (WHC). Tres submuestras de suelo se tomaron al azar del suelo estéril y no estéril, con o
sin metil paration, de cada sitio (n=3) y subsitio (n=3); a esas muestras se les analiz6 la
concentracion de metil paration.

El frasco de 250 mL de vidrio con suelo se colocé adentro de un frasco de vidrio de 2 litros
con tapa de rosca, que también contenia un frasco de 20 mL con una soluciéon 0.5M de NaOH
para atrapar el CO,. Los frascos de 2 litros se taparon y cubrieron con papel aluminio. La
incubacion se realizé a 19°C + 2.0 por 25 dias. También se pusieron 18 frascos de vidrio de 2
litros, conteniendo un frasco de vidrio de 20 mL 0.5 M de NaOH como trampa de CO..
Durante los 0, 1, 3, 10, 15, 20 y 25 dias de incubacidn, tres frascos fueron seleccionados al
azar para cada sitio y subsitio, lo cual represent6 un total de 108 frascos sacrificados para cada
muestreo. Los frascos de 20 mL con 0.5 M de NaOH fueron removidos vy titulados con acido
clorhidrico (HCI) 1M para analizar la cantidad de CO, producido. Las caracteristicas

estudiadas del suelo (de los frascos de 250 mL) fueron: pH, conductividad eléctrica (CE),
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metil paration, 4-nitrofenol, NO,” y NO3". Cada microcosmos se abria durante 15 min cada
tercer dia para mantener las condiciones aerobias.
3.1.4 Quimicos empleados

Se us6 una solucion de trifenil fosfato grado analitico 48064 SUPELCO (estandar interno),
Tributil fosfato 44094-U SUPELCO (estandar interno), metil paration PESTANAL® 36187
FLUKA (estandar analitico) y 4-nitrofenol PESTANAL® 335836 FLUKA (estandar analitico)
fueron obtenidos de SIGMA-ALDRICH Meéxico. La solucion de plaguicida, el metil paration,
Foley 50E Dragon fue comprado a ‘Agricultura Nacional S. A. de C.V, México’.

3.1.5 Analisis de suelo

El andlisis de cada muestra de suelo, obtenida en campo, se realiz6 por triplicado. Se
emplearon blancos en los andlisis de laboratorio, a excepcién del pH y la conductividad
eléctrica. Los blancos estaban compuestos de los reactivos que se usaron para cada analisis
quimico, y sin suelo. Los estandares que se emplearon para calibrar los equipos o hacer las
curvas estandar fueron grado analitico.

El pH fue medido en 1:2.5 suelo/H,O (w/w) usando un medidor de pH 716 DMS Titrino
(Metrohm Ltd. CH.-901, Herisau, Suiza) con un electrodo de vidrio. La conductividad
eléctrica (CE) fue determinada en una solucién de acuerdo a Rhoades y colaboradores (1989).
El nitrégeno total fue analizado por el método de Kjeldhal usando &cido sulfurico concentrado
(H,SO,), sulfato de potasio (K2SO,) y sulfato de cobre (CuSO,) para digerir la muestra
(Bremner, 1996). La distribucion de las particulas del suelo fue determinada por el método del
hidrometro, segun Gee y Bauder (1986). Diez gramos de suelo se usaron para extraer el
nitrégeno inorganico con 100 mL de 0.5 M K;SQy, agitado durante 30 min y filtrado con papel
Whatman No. 42; el NOs,, NO,” y NH," fueron determinados colorimétricamente en un

analizador automatico (San Plus System- SKALAR automatic analyzer Segmented Flow
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autoanalyzer, Holanda). El contenido de agua fue medida por diferencias de peso en muestras
de suelo saturados con agua y después secadas en una estufa. El carbono total fue determinado
en un analizador de Shimadzu (Nelson y Sommers, 1996). El fosforo total se determind por
digestion de 500 mg de suelo con acido clorhidrico concentrado (HCI) y acido nitrico (HNO3)
a 125°C, y medido a 880 nm con un espectrofotometro Spectrumlab 752S (Kuo, 1996). EI
fosforo extraible se determind en 10 g de suelo con NaHCOj3 0.5 N. El extracto fue analizado a
880 nm con el espectrofotdmetro citado anteriormente (Kuo, 1996). EI K" y Na" fueron
cuantificados en un flavémetro (Flame Photomether Jenway PFP7), el Ca** y Mg?* con un
espectrofotometro de absorcion atomica (Perkin ElImer Analyst 800) (Sumner y Miller, 1996).
Las cantidades de HCOs, COs%, CI" y SO, fueron determinadas de acuerdo a Zelazny y
colaboradores (1996).
3.1.6Determinacion del metil paration y 4-nitrofenol

La extraccion del metil paration se baso en una técnica modificada descrita por Zhang y
colaboradores (2005). Una muestra de 5 g de suelo fueron mezclados con Na,SO, anhidro
para absorber el agua del suelo en un vaso de extraccion de Teflon. Un volumen de 30 mL de
acetato de etilo se adicionaron al vaso de extraccion, y 30 pl (1000 ng mL™) de tributil fosfato
fueron adicionados como estandar interno. El vaso de extraccion se coloc6 en un sistema de
reaccion de microondas a: 950 W, 1207 kPa y 110°C durante 20 min. Despues del
enfriamiento, la mezcla se filtré en papel Whatman® 43, 20 ul de trifenil fosfato (1000 ng mL"
1) fueron adicionados como estandar interno. Para cada 10 muestras de suelo se prepard un
blanco, el cual contenia los reactivos para la extraccion del plaguicida. El metil paration fue
analizado en un cromatdgrafo Agilent Technologies 6890N Gas Cromatography Systems
acoplado a un detector de Fosforo/Nitrogeno y a un inyector Agilent Technologies

split/splitless InjCEtor 7683B. Se usd una columna capilar ultra inerte HP-5MS de 30 m x
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0.25 mm x 0.25 mm con una capa interna de 5%-fenil-metilpolisiloxano. ElI volumen
inyectado fue de 2 pL, con un tiempo de anélisis de 35.42 min. La temperatura del inyector
fue de 250°C, la del detector de300°C y la del horno de320°C. Los gases acarreadores fueron
N, aire y He, los cuales tuvieron un flujo de 3, 60 y 1 mL min™, respectivamente. La
eficiencia de extraccion del metil paration fue de 92%.

La extraccion del 4-nitrofenol se basé en una técnica modificada por Lopez-Avila y
colaboradores (1994). Se tomaron 5 g de suelo, los cuales se mezclaron con 20 mL 2% NaOH
para ser centrifugados a 5000 rpm por 20 min. El sobrenadante se mezcl6 con 30 mL de
acetato de etilo en un vaso de extraccion de Teflon. Los vasos de extraccion se colocaron en
un sistema de reaccién de microondas CEM-MARS a 950 W, 1207 kPa y 110°C por 20 min.
Después de dejar enfriar a los vasos, el extracto se filtrd en papel. Para cada 10 muestras de
suelo se preparo un blanco, el cual contenia los reactivos para la extraccion del 4-nitrofenol.
Whatman® 43. Se usé un rotavapor para concentrar el analito y se resuspendio con etanol.
Una alicuota de 4 pL del extracto fue analizadaa 315 nm en un cromatégrafo Varian HPLC
acoplado a un detector UV-VIS 9050 y con una columna Waters Spherisorb C8 de 250 mm x
4.6 mm x 10 um. La fase mdvil que se us6 fue 0.1% de acido trifluoroacético/acetonitrilo
(80:20) a una velocidad de flujo de 1 mL min™. La eficiencia de extraccién del 4-nitrofenol
fuede 90%.

3.1.7 Andlisis estadistico

La emision de CO, fue analizada usando un modelo de regresion lineal. Las diferencias
significativas para la produccion de CO, fueron determinadas usando el modelo PROC
MIXED (SAS, 1989).

Los datos de pH, CE y concentraciones de NO;", NO3", metil paration y 4-nitrofenol fueron

analizados por un ANOVA con el programa PROC GLM (SAS, 1987).Con el fin de
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determinar diferencias significativas entre tratamientos, se usé la prueba de Tukey’s
Studentized Range test. Todos los datos se presentaron por triplicado para los tres subsitios
(n=9).
3.1.8 Constante de la velocidad de reaccion (k) y la vida media (t 1/2)

El logaritmo neperiano de la concentracion de metil paration versus tiempo de incubacion
se usé para determinar el orden de la cinética. El tiempo de vida media, t 1/2, para el metil

paration se calculé usando la ecuacion:

t1/2 =Ln2/k

donde: k es la constante de la velocidad de reaccion y Ln representa el logaritmo neperiano.
3.1.9 Analisis moleculares

Se tomaron 2 g de suelo de cada microcosmos, de los cuales se usaron 0.3 g de suelo por
triplicado para hacer las extracciones de ADN con el kit de extraccion Ultra Clean Soil DNA
isolation kit® (MoBio, ICESA, México). EI ADN se amplificoé con oligonucledtidos
especificos del gen ADNr 16S, empleando la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), en un termociclador Mastercycler® Eppendorf (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Oligonucleétidos utilizados

Primer Posicién Secuencia (5’-3’)

ADNr 16S-F° 1070-1085 ATGGCTGTCGTCGTCAGCT

ADNr 16S-R* 1392-1378 ACGGGCGGTGTGTAC

ADNr16S-R 1392-1378 ACGGGCGGTGTGTACGCCCGCCGCGCCCCGLGLCC
GC° GCCCGCrGeeeccaecece

#La posicion de los oligonucleétidos en el gen ADNr 16S se expresa con referencia a la secuencia
de Escherichia coli (X80725 del GenBank).
® Oligonucleétidos con grapa. Fuente: Burr et al., 2006
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El programa utilizado para amplificar al gen 16S rDNA se muestra en la tabla 3.2.

Tabla 3.2 Programa para PCR

Temperatura Tiempo Ciclos
(°C)
94 5 min 1
94 40s
54 40s 30
72 30s
72 5 min 1

Los productos del PCR, obtenidas por triplicado para cada microcosmos se usaron como
molde para hacer amplificaciones anidadas con el oligonucledtido 1392R-GC, el cual tenia
una “grapa” que permite que la doble cadena de ADN se quede unida al gel durante el DGGE.
En los geles de acrilamida del DGGE se colocaron los triplicados de las amplificaciones
mencionadas anteriormente.

En los andlisis de DGGE se usaron geles de acrilamida:bis-acrilamida (37.5:1) al 6%, con
un gradiente de 54% a 64%, durante 18 horas a 65V. Los geles se incubaron durante 1 hora en
un bafio de SYBR Gold®, en una concentracion de 1:1000 v/v. Las imagenes de los geles se
analizaron en el programa Quantity One, version 4. 6, Bio-Rad. Posteriormente se cortaron las
bandas de interés, se colocaron en 20 ul de agua grado molecular durante 24 horas a 4°C y se
realizaron amplificaciones con oligonucleétidos del gen ADNr16S. Los productos de dichas
amplificaciones se purificaron usando el kit Wizard® SV Gel y el PCR Clean-Up System.
Estas muestras se secuenciaron por el método BIG DYE Terminator, en el secuenciador ABI
PRISM 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Perkin-Elmer) (Laboratorio

divisional de Biologia molecular, UAM Iztapalapa).

3.1.10 Andlisis de los datos moleculares
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Secuencias
Las secuencias obtenidas en el experimento se examinaron en el programa Bellerophon

(http://greengenes.lbl.gov/cgi-bin/nph-bel3_interface.cgi) para descartar posibles quimeras.
Como no se encontraron quimeras, las secuencias se compararon con las secuencias
ambientales y de bacterias de la base de datos del
GenBank(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), usando el programa BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool), con la opcion de alta similitud. Se eligieron las secuencias que en los
andlisis BLAST mostraron una identidad maxima del 97%. Los dendrogramas se hicieron con
las secuencias experimentales y las del GenBank en el programa Phylip 3.69
(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html). Se emple6 el método Jukes-Cantor
para calcular las distancias (1000 réplicas). Para hacer el fenograma se us6 el método
Neighbor-joining con 1000 réplicas y un numero al azar de 999. El arbol filogenético se
visualizo en el programa SplitsTree4 version 4.12.3 (www.splitstree.org/).

De las secuencias obtenidas en el trabajo experimental se seleccionaron 3, las cuales
mostraron una identidad maxima del 97% con secuencias del GenBank. A estas secuencias
(OTU’s) se les calculd su frecuencia relativa, a partir de su presencia o ausencia, en los
tratamientos con y sin plaguicida. Para calcular la frecuencia relativa (fi) se usé la siguiente

ecuacion:

Donde

. es la frecuencia absoluta

: es el tamafo de la muestra
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Las frecuencias relativas se analizaron con el estadistico multivariable: escalamiento
multidimensional no métrico, empleando el coeficiente de similitud de Bray-Curtis. Para ello
se uso el programa PAST version 2.15 (http://folk.uio.no/ohammer/past/).

Indice de riqueza

Las fotografias de los geles del DGGE se examinaron en el programa Quantity One, para
seleccionar y contar las bandas de cada carril. Con esos datos se calculé el rango ponderado de
riqgueza (Range-weighted richness, Rr) para cada carril, usando la siguiente férmula de

acuerdo a Marzorati y colaboradores (2008):

Donde N: nimero total de bandas en el carril

: gradiente de desnaturalizacion entre la primera y ultima banda de cada carril

Los datos obtenidos del rango ponderado de riquezafueron de los tratamientos con y sin
plaguicida, a dichos datos se les aplicd la prueba estadistica ANOVA y correlacion de
variables en el programa JMP® 7 (SAS Institute Inc.).
Dindmica

Las imagenes digitalizadas de los geles del DGGE se analizaron en el programa Quantity
One para comparar la semejanza de las bandas obtenidas en cada carril. EI programa genero
matrices de similitud, usando el coeficiente de Dice. De esta manera, se obtuvieron los
porcentajes de similitud entre cada carril. Los porcentajes de similitud se usaron para calcular

los porcentajes de cambio para cada carril, segin Marzorati y colaboradores (2008):

Posteriormente, se construy6 una grafica de tiempo vs % de cambio, en donde la media

(promedio) del % de cambio calculada para el tratamiento con plaguicida y la calculada para
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el tratamiento sin plaguicida representan la velocidad de cambio (At) de las comunidades de

bacterias.

3.2 PERFILES DE SUELO

3.2.1 Muestreo del suelo

La chinampa se dividié en los sitios 1, 2 y 3. Y cada sitio se dividié en 2 subsitios. En cada
subsitio se realizd un perfil. Los perfiles se muestran con letras mayusculas (Figura 3.2). En
cada perfil se tomaron muestras a las siguientes profundidades: 0-15cm (capa arable), 12-
47cm y 47-98cm. De cada profundidad se tomaron 3 muestras inalteradas de suelo con tubos
de aluminio de 3cm de @ y 15cm de altura, para determinar la densidad aparente del suelo.
Posteriormente en cada profundidad, se tomaron 3 muestras de suelo con un nucleador de
acero inoxidable de 2% @ (Mud Auger). Las muestras se pusieron en bolsas de plastico por
separado. Las muestras de suelo (n = 54) fueron pasadas en un tamiz de 2-mm para
caracterizar el suelo. Los parametros fisicoquimicos que se analizaron se enlistan en la Tabla

3.3
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Ciudad
de Estado
México de canal
éxico deagua
—— chinampa
Morelo 1, 2, 3 = sitios

(2]

A, B,C,D,E,F = perfile

lcm

L
chinampa  escala

Figura 3.2 Chinampa. Se muestran los sitios y los perfiles .

Tabla 3.3 Pardmetros determinados en los perfiles

Parametros
Fisicos Densidad aparente
Densidad real
Arcilla, arenay limo
Porosidad
Quimicos pH y conductividad eléctrica (CE)

Carbono organico total

Nitrégeno total, N- NH,", N-NO5 "y N-NO,°
Fosforo total y fésforo disponible
Metilparation y 4-nitrofenol

K+ , Na+, Ca2+ y Mg2+,

HCO;, CO5™, CI'y SO~

La densidad aparente se analiz6 con el método del cilindro (Blakeet al, 1986).La densidad real por
el método del picnémetro (ASTM, 1990). La cantidad de arcilla, arena y limo por densidad y la
porosidad por diferencia de pesos (Bigham et al, 1996). El pH, conductividad eléctrica (CE), carbono

organico total, nitrogeno total, N-NH,", N-NO; y N-NO,, fésforo total, fosforo disponible,
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metilparation, 4-nitrofenol, K*, Na*, Ca," , Mg,", HCO3, COs”, CI'y SO,* se determinaron usando los
métodos que se describieron en el subtitulo 3.5.

Los resultados obtenidos de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo fueron analizadas
estadisticamente con la técnica ANOVA (SAS, 1989). Para determinar diferencias significativas entre
los perfiles y profundidades se uso la prueba de Tukey’s Studentized Range test. Las variables que
fueron significativamente diferentes se analizaron con la técnica multivariada de Componentes
Principales, para encontrar los componentes o factores que describieran al suelo en sus caracteristicas
fisicoquimicas (SAS, 1987).

3.2.2 Andlisis moleculares

De cada muestra de suelo se realizaron anélisis moleculares, para observar el tipo de bacterias
presentes en cada profundidad de los perfiles y calcular los indices de riqueza. La metodologia que se
siguio ya fue descrita en los subtitulos 3.1.9y 3.1.10.

Los indices de riqueza calculados se analizaron estadisticamente con la técnica ANOVA (SAS,
1987). Se usoé la prueba de Tukey’s Studentized Range test para encontrar las diferencias significativas.
Finalmente, se aplico el andlisis multivariado de Andlisis de correspondencia para determinar posibles
asociaciones de los indices de riqueza entre los perfiles y las profundidades del suelo, usando el

programa PAST version 2.15 (http://folk.uio.no/ochammer/past/).
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RESULTADOS

4.1 CINETICA DE REMOCION DE METIL PARATION
4.1.1 Parametros fisicoquimicos
En la tabla 4.1 se muestran algunas caracteristicas del suelo de la chinampa.

Tabla 4.1 Algunas caracteristicas del suelo de los tres sitios muestreados de la
chinampa, 0-15 cm de profundidad

Sitio
1 2 3
Caracteristicas del suelo
1 610° 560
Arena (g kg™) (60) (10) 600 (30)
Arcilla (g kg™) 30(1.0) 40 (1.0) 50 (1.0)
Limo (g kg™) 360 (60) (42%(; 350 (30)
. 3 0.42 0.46 0.48
Densidad aparente (g cm?) (0.01) (0.02) (0.02)
’ 8.4 (0.1) 7.7 8.03 (0.1)
P (0.1)
Conductividad eléctrica (dSm™) 1.3(0.2) 0.2 0.3(0.01)
(0.01)
. L. 1 86.4 86.6
Carbdn organico (g kg™) (8.9) (7.9) 92.8(2.1)
Nitrégeno total (g kg’l) 5.8 (0.5) 6.0 5.8 (0.4)
(0.7)
Metil paration (ug kg™) 290 (40) (2365(; 307 (39)
4-Nitrophenol (ug kg™) 2(0.1) 3(0.4) 2 (0.2)

Los valores son promedios de los tres subsitios, ® Valores entre paréntesis son las desviaciones
estandar de los promedios (P<0.05), (n =3).

En el suelo esterilizado la concentracion de metil paration mostré una pequefia variacion
pero no significativamente diferente en el tiempo (Figura 4.1). ElI decremento de la
concentracion del metil paration en el suelo no esterilizado se ajusta a una cinética de
primer orden, y fue significativamente diferente para los sitios 1, 2 y 3 (P < 0.05). A los 25

dias, 66% del metil paration fue removido del sitio 1, y 42% y 39% en los sitios 2 y 3,
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respectivamente. El tiempo de vida media fue de 16 a 34 dias (Tabla 4.2). La concentracion

de 4-nitrofenol empezo a incrementar a partir de los 15 dias, Figura. 4.2.

300

N
al
o

200

150

100

a1
o

Concnetracion de metil paration (mg

o

0 5 10 15 20 25
Tiempo (dias)

Figura. 4.1. Concentracion del metil paration en el suelo de la chinampa. (sitio 1 (H),
sitio 2 (A) y sitio 3 (@)) incubado a 19 + 2°C por 25 dias. Las lineas sélidas pertenecen
al suelo no esterilizado y las lineas punteadas al suelo esterilizado. Las barras verticales son
las desviaciones estandar

40
35
30
25
20
15
10

Concnetracion de 4-nitrofenol (mg kg)

0 5 10 15 20 25

Tiempo (dias)

Figura 4.2. Concentracion del 4-nitrofenol en el suelo de la chinampa (sitio 1 (), sitio
2 (A) y sitio 3 (@)) incubado al9 + 2°C por 25 dias. Las lineas solidas corresponden al
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suelo no esterilizado y las lineas punteadas al suelo esterilizado. Las barras corresponden a
la desviacion estandar

En cada sitio el pH disminuyo, mientras la conductividad eléctrica (CE) se incremento
significativamente cuando el suelo estaba con metil paration, comparado con el suelo sin
plaguicida (P < 0.0001), Tabla 4.2.La emision de CO, fue significativamente mayor para el
sitio 1 que para los sitios 2 y 3, Tabla 4.3. El metil paration incrementd la emision de CO,
en cada sitio (P < 0.0001) y las concentraciones de NH;" no se vieron afectadas (los datos
no se muestran). La media de la concentracion de NO;™ fue significativamente mayor en el
sitio 2 que en el 1 y 3 (P < 0.05). La media de la concentracion de NOj3 fue
significativamente mayor para el sitio 1 que para los sitios 2 y 3 (P < 0.05). ElI metil
paration increment6 la concentracion de NO3s™ con 12 mg N kg™, medias de los sitios 1, 2 y

3.
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Tabla 4.2. Promedios de pH y CE (dS m™) en el suelo de la chinampa con o sin metil paration incubado a 19 + 2°C por 25 dias.

Suelo pH CE*(dS m™)
- metil + metil b - metil + metil
- - MSD valor de P - - MSD valor de P
paration paration paration paration

Sitiol 84Aa° 8.2Ba 0.1 <0.0001 1.3Ba 14Aa 0.04 <0.0001
Sitio2 7.7Ac 74Bb 0.1 <0.0001 0.2Bc 03Ac 0.03 <0.0001
Sitio3 80ADb 75Bb 0.1 <0.0001 0.4Bb 0.5Ab 0.03 <0.0001

MSD 0.1 0.1 0.03 0.05
P value <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

*EC: Conductividad eléctrica, > MSD: Minima diferencia significativa (P < 0.05), ¢ Valores con misma letra mayUscula en el renglon no son

significativamente diferentes entre tratamientos, ¢ Valores con la misma letra en la columna no son significativamente diferentes entre sitios
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Tabla 4.3 Velocidad de produccién del CO, (mg C kg™ d*), medias de NO,” (mg N kg’

1) yNO3™ (mg Nkg™)del suelo de la chinampa con y sin metil paratién, incubado a 19 + 2°C

por 25 dias
SEE
Sitio - metil paration + metil paratién , valor de P
Velocidad de produccién de CO,(mgCkg™ d™)
1 209B°a°¢ 277 Aa 4 <0.0001
2 191Bb 255Ab 7 <0.0001
3 194Bb 254 Ab 6 <0.0001
SEE 6 7
valor 0.0064 0.0006
de P
MS
NO, (mg N kg™) D P value
1 1.1Ab 1.3Aab 0.5 0.3746
2 22Aa 22Aa 1.2 0.9991
3 09AbDb 1.0Ab 0.5 0.6855
MSD 0.9 1.1
valor
0.0003 0.0158
de P
MS
NO; (mg N kg™) 5 P value
1 97Ba 115Aa 12 0.0034
2 64Ab 72 Ab 14 0.2653
3 61Ab 71Ab 10 0.0679
MSD 12 17
valor <0.0001 <0.0001
de P

2 SEE: error estandar del estimado (P < 0.005), ° Valores con la misma letra mayuscula en el
renglén no son significativamente diferentes entre los tratamientos, © Valores con la misma letra en
la columna no son significativamente diferentes entre sitios, ® MSD: Minima Diferencia

significativa.

46



4. RESULTADOS

4.2 PERFILES DE SUELO

4.1.2 Anélisis de las bandas de los geles de DGGE
En la figura 4.3 se muestran bandas del gen ADNr 16S del DGGE, las cuales se

purificaron y secuenciaron.
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Figura 4.3 DGGE del gen ADNr 16S. Las bandas numeradas se purificaron y
secuenciaron

El dendrograma se construyé con secuencias experimentales y del GenBank. Las
secuencias experimentales estan relacionadas con 5grupos de bacterias: a-Proteobacteria,
[-Proteobacteria, y-Proteobacteria, Actinobacteridae y Bacillales (Figura 4.4). El tamafio de

las secuencias fue de 315 pb.
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Halococcus morrhua X00662.1
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Figura 4.4. Dendrograma de los fragmentos del gen ADNr 16S. Comparacion de
secuencias de DGGE y secuencias tomadas del GenBank. Las distancias filogéneticas se
determinaron por el analisis de Neighbor-joining. Como grupo externo se usé a la
arqueobacteria Halococcus morrhua (gen ADNTr 16S)

De las secuencias experimentales del gen ADNr 16S que se obtuvieron, tres se
emparentan con bacterias que han sido reportadas como degradadoras de plaguicidas
organofosforados y de anillos aromaticos (Tabla 4).

Tabla 4.4 Secuencias experimentales y su alineamiento con secuencias de bacterias

No. Alineado con el closest match del Identidad Funcion
secuencia GenBank maxima (%)
experimental
21-1070 NR_044925.1| Achromobacter 98 Degrada insecticidas organofosforados
xylosoxidan (zhang et al., 2005)
25-1070 NR_040805.1| Brevundimonas 96 Degrada insecticidas organofosforados
diminuta (Purushotham et al, 2009)
54-1070 NR_042911.1| Ochrobactrum lupini 96 Degrada compuestos aromaticos (Shi
et al, 2011)
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De éstas 3 secuencias se observd su presencia y ausencia en los geles del DGGE que
correspondieron a los tratamientos sin y con plaguicida. Con estos datos se calcularon sus
frecuencias relativas, las cuales se analizaron con el método multivariable de escalamiento no
métrico (Figura 4.5). El valor de Stress del modelo fue de 0.0161, los valores de R para el eje 1y

eje 2 fueron de 0.947 y 0.027, respectivamente.

0.16+

)
0.12- 25_CP

] [ )
0.08 15_CP % cp

0.04+

®5 sp

% s

Coordinate 2
et

-0.04
-0.08- 3 sp
-0.121

-0.16

-0-2 T T T T T T T @, T T
04 -03 02 01 0 01 02 03 3 o5
Coordinate 1

Figura 4.5. Comportamiento de las 3 secuencias experimentales 21-1070, 25-1070 y

54-1070 en los tratamientos sin y con plaguicida. SP: sin plaguicida; CP: con plaguicida

Al iniciar la cinética, las frecuencias relativas de las tres secuencias son similares en el
suelo sin y con plaguicida, 0_CP (promedio de 0.87) y 0_SP (promedio de 0.86). A los 3
dias de incubacidn se observo la mayor disminucion de las frecuencias relativas en el suelo
con plaguicida, 3_CP (promedio 0.28). Sin embargo a los 25 dias de incubacién las
frecuencias relativas tienden a parecerse a las del tiempo 0, para 25_SP (promedio de 0.76)
y 25 CP (promedio de 0.76) (Figura 4.5). No me queda muy clara tu grafica y lo que

representa. ¢Las escalas que muestran?
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Indice de riqueza
Los indices de riqueza para el tratamiento sin plaguicida no presentan diferencia

significativa durante el tiempo. Sin embargo en el tratamiento con plaguicida la
disminucion del indice de riqueza a los 3 y 25 dias de incubacion es significativamente
diferente (Tabla 4.5). Lo anterior puede deberse a que cuando las concentraciones del metil
paration y 4-nitrofenol son altas el indice de riqueza disminuye, segun el analisis de
correlacion de variables: -0.2064, p < 0.0023, para metil paration; y -0.1302, p < 0.05 para
4-nitrofenol.

Tabla 4.5 Medias del indice de riqueza para los tratamientos sin y con plaguicida.
Concentraciones del metil paration y 4-nitrofenol presentes en el tratamiento con
plaguicida.

Indices de riqueza para los tratamientos con y sin plaguicida

Tiempo - metil paration + metil paration  valor de P

(dias)
0 28.77 A%a° 31.34 Aa 0.064
3 31.87 Aa 9.44 Bb 0.022
15 26.42 Aa 25.60 Aa 0.080
25 36.86 Aa 16.74 Bb 0.017
valor 0.080 0.011

de P

Concentraciones del metil paration y 4-nitrofenol en el suelo

Tiempo metil paration 4-nitrofenol
(dias) (mg kg™ de suelo) (mg kg™ de suelo)
0 284 0
3 257 0.01
15 198 0.76
25 145 27.89

Valores con la misma letra mayuscula en el renglén no son significativamente diferentes entre
tratamientos. ° Valores con la misma letra en la columnano son significativamente diferentes en el
tiempo.

En las figuras 4.6, 4.7 y 4.8 se muestran los geles del DGGE para los sitios 1, 2 'y 3 con
y sin plaguicida. En los geles se afiadieron tres muestras de ADN, para cada dia de

incubacion, las cuales correspondian a los triplicados de la extraccion de una muestra de
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suelo de un microcosmos. Se sefialan con flechas las bandas que corresponden a las

secuencias, 21-1070, 25-1070 y 54-1070 (Tabla 4.4).

Tiempo de incubacion (dias) Tiempo de incubacion (dias)
0 3 15 25 0 3 15 25
A A r—Hr—H A : A A A
A) r B) ' F L
: ' - ol |
L™
21- 1070 21-1070 ’ .k i
— ke
iii !!L..
—>
25- 1070 25-1070
54- 1070 54-1070
:> . -

Figura 4.6 Geles del gen ADNr 16S (DGGE) para el Sitio 1. A) Tratamiento sin
plaguicida. B) Tratamiento con plaguicida.
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Figura 4.7 Geles del gen ADNr 16S (DGGE) para el Sitio2. A) Tratamiento sin
plaguicida. B) Tratamiento con plaguicida.

52



4. RESULTADOS
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Figura 4.8Geles del gen ADNr 16S (DGGE) para elSitio3. A) Tratamiento sin plaguicida. B)
Tratamiento con plaguicida.

Dinamica
La velocidad de cambio (At) de la comunidad de bacterias para el tratamiento sin y con
plaguicida fue de 56 + 3.0% y 58 + 2.9% respectivamente, y no son significativamente

diferentes (Figura 4.9).
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Figura 4.9Dindmica de las comunidades de bacterias en el suelo. La curva con ()
representa al tratamiento sin plaguicida y la curva con (m) al tratamiento con plaguicida.

Las barras son las desviaciones estandar
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4.2 PERFILES DE SUELO

4.2.1 Parametros fisicoquimicos
Se obtuvieron los valores de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo para las

tresprofundidades de cada uno de los seisperfiles. Esas caracteristicas fueron: densidad
aparente, densidad real, arcilla, arena, limo, porosidad, pH, conductividad eléctrica (CE),
carbono organico total, nitrogeno total, N-NH;*, N-NO3", N-NO,", fésforo total, fosforo
disponible, metil paratién, 4-nitrofenol, K*, Na*, Ca®* Mg?*, HCO3, COs*, CI" y SO,
(datos no presentados).

Los valores de las caracteristicas fueron analizados con la técnica de ANOVA. De
acuerdo a la prueba de Tukey, se encontraron diferencias significativas en: densidad
aparente, arcilla, pH, conductividad eléctrica (CE), N-NOjs, fosforo total, fosforo
disponible, metil paratién, 4-nitrofenol, K*, Na*, Ca?*, HCOs,, COs*, CI" y SO,*. Estas
caracteristicas se analizaron con el método de Componentes Principales, los 3 primeros
factores o componentes describieron el 74% de la variabilidad; el factor 1 (51%), factor 2

(16%) y factor 3 (7%), figura 4.10.
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Figura 4.10 Componentes principales. Los factores 1 y 2 explican el 51% y 16% de la
variabilidad, respectivamente. Los m representan al perfil y su profundidad; ejemplo: 4=1

(ndmero de la izquierda es el perfil 4 y el nimero de la derecha la profundidad 1).

En los perfiles 1 y 2, a las profundidades de 0-15cm (capa arable) y 15-47cm,
presentaron valores similares para el plaguicida metil paration (1=1, 0.58; 1=2, 0.29; 2=1,
0.25; y 2=2, 0. 29 mg kg™) y para el 4-nitrofenol (1=1,0.005; 1=2, 0.002; 2=1, 0.007; y
2=2,0.002 mg kg™). La presencia del 4-nitrofenol nos indica que el metil paratién se esta
degradando, ya que el 4-nitrofenol es un producto de la degradacion de dicho plaguicida.
También comparten concentraciones de cationes (K*, Na*, Ca**) y aniones (COs* y SO,%),
los cuales son responsables de que la conductividad eléctrica del suelo se eleve. Los
promedios de la conductividad eléctrica para los perfiles 1=1, 1=2, 2=1, 2=2 y 3=2 son 1.7,
1.9, 2.1, 1.9 y 0.8 (dS m™), respectivamente. Las altas concentraciones de sales en esos
perfiles se debe a que el suelo esta en contacto con el agua del canal, la cual tuvo una
conductividad eléctrica promedio de 2.2 dS m™. El pH estuvo en un rango de 7.5 a 7.7 para

los perfiles mencionados anteriormente (Figura 4.10).
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La densidad aparente y el contenido de arcilla son caracteristicas que agrupan a los
perfiles 4, 5 y 6 a diferentes profundidades. El perfil 4 se destaca en las dos primeras
profundidades en, sin embargo para los perfiles 5 y 6 de 15-47cm y 47-98cm de
profundidad. Aniones como el HCO3™ y el CI" agrupan a los perfiles 4, 5 y 6 a diferentes

profundidades (Figuras 4.10 y 4.11).
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Figura 4.11 Componentes principales. Los factores 1 y 3 explican el 51% y 7% de la
variabilidad, respectivamente. Los m representan al perfil y su profundidad; ejemplo: 4=1
(ndmero de la izquierda es el perfil 4 y el nimero de la derecha la profundidad 1).

El perfil 5=1 esta muy apartado de los perfiles 1=1,1=2 y 2=2, porque su concentracion
promedio del metil paratién fue de 2.05 (mg kg™), con una desviacién estandar de 0.11,
figura 4.11. Tal valor fue 3.5 veces mas alto para el perfil 1=1 (0.58 mg kg™) y 7 veces
mayor para los perfiles 1=2 y 2=2 (0.29 mg kg™). El fésforo total y disponible agrupa a los

perfiles 1, 2 y 3, figura 4.11.

4.2.2 Analisis molecular
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En las figuras 4.12, 4.13 y 4.14 se muestran los geles del DGGE para los perfiles 1, 2, 3,
4,5y 6 a0-15, 15-47 y 47-98 cm de profundidad. Se realiz6 un gel para cada perfil. Para
cada profundidad se pusieron tres muestras de ADN, cada una de esas muestras
correspondia a cada una de las tresmuestras de suelo tomadas a esa profundidad. Las

bandas del gen ADNr 16S del DGGE que se purificaron y secuenciaron se sefialan en cada

gel.
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Figura 4.12 Geles del gen ADNr 16S (DGGE). Perfil 1 y perfil 2, con sus tres
profundidades. Las bandas que se purificaron y secuenciaron se sefialan con flechas
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Figura 4.13 Geles del gen ADNr 16S (DGGE). Perfil 3 y perfil 4, con sus tres
profundidades. Las bandas que se purificaron y secuenciaron se sefialan con flechas
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Figura 4.14 Geles del gen ADNr 16S (DGGE). Perfil 5 y perfil 6 con sus tres
profundidades. Las bandas que se purificaron y secuenciaron se sefialan con flechas

Se deberia de esperar un perfil relativamente similar para cada profundidad en los
respectivos perfiles 1-4. ¢si 0 no?. Justificar.

indice de riqueza
El perfil 3, 0-15cm de profundidad, presento el indice de riqueza mas alto con respecto a

los perfiles 1 y 6, fueron significativamente diferentes. De 15-47 cm de profundidad, en los
perfiles 4 y 6 los indices de riqueza son los méas bajos con respecto a los valores de los
perfiles 1, 2, 3 y 5, con diferencias significativas. Y de 47-98 cm de profundidad, los
indices de riqueza son menores en todos los perfiles con respecto a los observados en las

dos primeras profundidades (Tabla 4.6).
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Tabla 4.6 Promedios de los indices de riqueza para los perfiles en las tres

profundidades

Profundidad PERFIL
(cm) 1 2 3 4 5 6 Valor de P
0-15 5.15 A%a° 59.16 Ba 91.03 Ca 34.40 Da 69.02 Ba 7.32 Aa [>0.0001
15-47 35.62 Ab 32.40 Aa 19.29 Bb 4.12 Ca 44,96 Aa 3.59 Ca [>0.0001
47-98 3.59 Aa 16.07 Bb 12.10Bb 0.48 Ab 3.45 Ab 1.27 Aa >0.00
1
Valor de P >0.0001 >0.0001 >0.0001 >0.0001 >0.0001 [~0.0001

# Valores con la misma letra mayuscula en el renglén no son significativamente diferentes entre
los perfiles. ® Valores con la misma letra en la columna no son significativamente diferentes en las

profundidades.

Generalmente, los mayores indices de riqueza se presentaron de 0-15 cm de

profundidad, perfiles 2, 3, 4, 5y 6. Sin embargo en el perfil 1, de 15-47 cm de profundidad,

el indice de riqueza fue muy parecido a los observados a 0-15cm de profundidad. Y en

todos los perfiles, a 47-98cm de profundidad, los indices de riqueza fueron menores con

respecto a los observados de 0-47 cm de profundidad (Figura 4.16).
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Figura 4.16Analisis de correspondencia de los indices de riqueza de los perfiles y sus

profundidades. Asociacion de los perfiles de acuerdo a los indices de riqueza observados a
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0-15, 15-47 y 47-98 cm de profundidad. El eje 1 representa el 84.84 % de la variabilidad y
el eje 2 el 15.16% de la variabilidad.

Analisis de las secuencias
Con las secuencias experimentales se realizd un dendrograma, Tabla 4.7, el cual se

muestra en la figura 4.17. Se us6 como grupo externo a la arqueobacteria Holococcus
morrhua X00662.1. EI dendograma se construyé con secuencias experimentales y del
GenBank. Las secuencias experimentales estan relacionadas con 7grupos de bacterias: o-
Proteobacteria, [-Proteobacteria, y-Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria,
Sphingobacteria y Bacillales. El tamafio de las secuencias fue de 315 pb.

Tabla 4.7 Bandas de los geles de DGGE vy el porcentaje de identidad

Banda % de Banda % de
Identidad Identidad
30-1070 Olivibacter soli 96
22-1070 Uncultured Acidobacteria 96 20-1070 Caulobactereceae 97
bacterium
4-1070 Duganella sp. 97 20-1070 Brevundimonas sp. 96
7-1070 Herbaspirillum 96 20-1070 Brevundimonas 96
rhizosphereae diminuta
14-1070 Massilia niabensis 97 25-1070 Lysobacter 98
enzymogenes
17-1070 Massilia aurea 97 25-1070 Balneimonas floculans 98
18-1070 Masillia sp. 97 25-1070 Rhizobium huahutlense 99
19-1070 Massilia timonae 96 25-1070 Ochrobactrum lupini 97
21-1070 Telluria mixta 96
24-1070 Collimonas sp. 97 10-1070 Bacillus boronophilus 97
26-1070 Achromobacter 96 12-1070 Bacillus sp. 96
xylosoxidans
27-1070 Pseudomonas oleovorans 96 13-1070 Virgibacillus salarius 96
11-1070,6-  Xanthomonas 96
1070, 3- translucens
1070, 28-
1070
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Figura 4.17 Dendrograma de los fragmentos del gen ADNr 16S. Comparacion de
secuencias de DGGE y secuencias tomadas del GenBank. Las distancias filogéneticas se
determinaron por el analisis de Neighbor-joining. Como grupo externo se usé a la
arqueobacteria Halococcus morrhua (gen ADNr 16S).
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5. DISCUSION
5.1 CINETICA DE REMOCION DEL METIL PARATION

5.1.1 Parametros fisicoquimicos
La aplicacion del metil paration increment6 la conductividad eléctrica (CE) en el suelo

empleado en este experimento. La solucion del metil paration Foley 50E, tiene una
conductividad de 0.3 + 0.01 dS m™. El uso del Foley 50E a largo plazo podria incrementar
la CE del suelo y como consecuencia inhibir el crecimiento de la vegetacion.

En los microcosmos con plaguicida, se observé una disminucién en la concentracion del
plaguicida después del primer dia, esto puede deberse a que durante los ultimos 5 afios el
plaguicida fue aplicado con frecuencia y las bacterias del suelo hayan desarrollado la
capacidad de degradar el plaguicida.. Misra y colaboradores (1992) reportan resultados
similares en la remocidn de paration de suelos aluviales. La ausencia de una fase de latencia
en las figuras 3 y 4 se atribuye a que los microorganismos del suelo estan adaptados al
contaminante (Kah et al., 2007). La vida media del metil paration en suelos arcillo arenosos
es de 20 y 28 dias (Sims et al., 1988; Ragnarsdottir, 2000), estos valores son similares a los
obtenidos en nuestro estudio. El tiempo de vida media fue diferente entre los sitios de
muestreo. Para el sitio 1 fue de 16 dias, de 33 dias para el sitio 2 y de 34 dias para el sitio 3.
Hay diferentes factores que influyen en la remocion del metil paratién del suelo. La
actividad microbiana analizada por la emision de CO, fue mayor para el sitio 1 que para el
2 y 3. Una alta actividad microbiana en el sitio 1 puede deberse a una rapida remocién del
metil paration comparado con los sitios 2 y 3. Aunque la CE es mayor en el sitio 1, no
parece inhibir la remocion del metil paration (Mishra, 2008). Los procesos abioticos no

afectan la concentracion del metil paration, como puede observarse en el suelo esterilizado.
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La concentracion de 4-nitrofenol se incremento a partir de los 15 dias de incubacion
mientras que el metil paration empezo a disminuir al primer dia de incubacion. En este caso
se observa una fase de latencia entre el decremento de la concentracion del metil paration y
la aparicion del 4-nitrofenol,su producto de degradacion. La presencia de esta fase de
latencia ha sido reportada, en una solucion acuosa que contenia 250 pg/mL de metil
paration, para Pseudomonas sp. A3 (Ramanathan y Lalithakumari, 1999).

La produccion media de CO, aumentd 1.3 veces en el suelo con plaguicida de la
chinampa. Sin embargo, Bindhya y colaboradores (2009) reportaron que la emisién de CO,
se incrementd cuando fue aplicado 1 mg de metil paratién kg™, pero disminuyé cuando 50
0 100 mg de metil paration kg'fueron adicionados. Esto podria indicar que dicho
plaguicida puede ser toxico para los microorganismos del suelo. Estudios de toxicidad
muestran que 4 mg L™ de metil paration en cultivos puros pueden ser letales para bacterias
como Flavobacterium y Pseudomonas (Nazarian y Mousawi, 2005). La chinampa ha sido
tratada con plaguicidas por 20 afios, lo que pudo favorecer la resistencia de los
microorganismos asi como la capacidad de degradar plaguicidas. La produccion de CO, se
incrementd entre 60 y 68 mg C kg™ en suelos con 280 mg de metil paration-C kg™ después
de 25 dias. Andrea y colaboradores (1999) también observaron un incremento en la emision
de CO, cuando en el suelo habia metil paration. (2mg kg™). Esto sugiere que
aproximadamente el 60% de los 104 mg de C afadido con el metil paratién se mineraliza a
CO..

El metil paration aumenta la concentracion de NO3™ en el suelo, ese incremento fue de
12 mg kg' (promedio de los 3 suelos). Aproximadamente, 15 mg de N kg™ suelo fueron
adicionados al suelo a través del metil paration, pero fueron mineralizados. Andrea y

colaboradores (1999) reportaron resultados similares en un suelo agricola de San Paulo,
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Brasil, en donde siembran algodén y han aplicado metil paration por méas de dos afios.
Misra y colaboradores (1992) encontraron que la concentracion de NO;, se incrementd
cuando se adiciond metil paration al suelo. EI NO, fue oxidado inmediatamente

incrementando rapidamente la concentracion de NOj3™ en el suelo (Bruining, 2005).

5.1.2 Analisis de las bandas de los geles de DGGE

indice de riqueza
En este estudio, la riqueza del suelo sin plaguicida se mantuvo sin cambios significativos

a través del tiempo; sin embargo, en el suelo con plaguicida la riqueza vario
significativamente. Estos valores disminuyeron al tercer dia de iniciada la cinética, ya que
la concentracién inicial del metil paration fue de 284 mg kg™. Generalmente la riqueza de
los microorganismos del suelo disminuye cuando las concentraciones de plaguicidas son
altas y cuando se encuentran algunos productos de su degradacion (Fang et al., 2009). La
resistencia del suelo a la perturbacidn por el metil paratién tuvo un periodo de 3 dias, ya
que a los 3 dias de haberse iniciado la cinética, la riqueza disminuyd 3.32 veces con
respecto al valor inicial. La capacidad que tuvo el suelo de casi regresar al valor inicial de
la riqueza, resilencia, fue a los 15 dias de incubacion, ya que el valor de riqueza aumento
2.71, tabla 4.5). Sin embargo, a los 25 dias de iniciada la incubacién se observd otra
disminucion de la riqueza, de 1.53 veces con respecto a los 15 dias de incubacion. Esta
ultima disminucion esta correlacionada con la aparicion del compuesto 4-nitrofenol.
Generalmente, cuando un ecosistema es perturbado, su recuperacion no es total; es decir la
rigueza o diversidad de las comunidades de microorganismos no logran mantener los
mismos valores observados antes de una perturbacion (Bardgett et al., 2005). En un suelo
calcareo, después de aplicar 1.5mg kg™ del plaguicida atrazina, dos veces cada 15 dias, se
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observoque la estructura de la comunidad bacteriana cambié 0.1 veces con respecto al suelo
donde no aplicaron dicho compuesto. Y a los 90 dias de incubacidn, la estructura de la
comunidad bacteriana mostré valores muy parecidos a los iniciales (Bressan et al., 2008).
Dinamica

Para saber de qué manera los plaguicidas afectan a los suelos y sus posibles
implicaciones ecol6gicas, es importante estudiar la estructura y dindmica de las
comunidades de los microorganismos en el suelo, antes y durante la exposicion a dichos
compuestos (Imfeld y Vuilleumier, 2012). Algunas de las bacterias que han sido aisladas de
suelos con metil paration y que tienen genes que codifican para la enzima organofésforo
hidrolasa, la cual interviene en la degradacion de ese compuesto, pertenecen a los géneros
Pseudaminobacter, Achromobacter, Brucella, y Ochrobactrum (Zhang et al., 2005). En el
suelo de la chinampa de Xochimilco se hizo el seguimiento de tres secuencias
experimentales, las cuales coincidieron con bacterias que han sido reportadas como
degradadoras de plaguicidas (Achromobacter xylosoxidan, Brevundimonas diminuta y
Ochrobactrum lupini), estas secuencias se encontraron en los tratamientos sin y con
plaguicida durante toda la cinética. En el tratamiento con plaguicida, se observa que al
tercer dia de incubacion, las frecuencias relativas de esas tres secuencias experimentales
disminuyeron 70%, siendolas mas bajas. Mientras, en el tratamiento sin plaguicida las
frecuencias relativas de esas secuencias fueron parecidas a las frecuencias relativas del
primer dia de incubacion,disminuyeron 32%. A los 15 dias las frecuencias relativas
empezaron a aumentar, en los tratamientos con y sin plaguicida. Y a los 25 dias de
incubacion las frecuencias relativas para los dos tratamientos se acercan a los valores
iniciales, 71% para el tratamiento con plaguicida y 88% para el tratamiento sin plaguicida.

Lo anterior pudo deberse a que la concentracion del plaguicida aplicada fue toxica para los
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microorganismos del suelo, lo cual se observa a los 3 dias de incubacion. Y a medida que
disminuye la concentracion del plaguicida en el suelo, la frecuencia de los
microorganismos va aumentando hasta observarse frecuencias relativas parecidas al tiempo
inicial. Un comportamiento similar observaron Chu y colaboradores (2008), los plaguicidas
clorpirifos y clorotalonil, después de 7 dias de haber sido aplicados al suelo, disminuyeron
72 % y 59% a la poblacion bacteriana, respectivamente. Y después de 21 dias, en el suelo
con clorpirifos la poblacidn bacteriana se recuperd 88%, y para el suelo con clorotalonil fue
de 89 %.

En cuanto a las velocidades de cambio (At) de toda la comunidad bacteriana, para los
tratamientos con y sin plaguicida del suelo de Xochimilco, no fueron significativamente
diferentes. Es decir que la aparicion y desaparicion de unidades taxonémicas (OTUSs) en los
tratamientos con y sin plaguicida durante los 25 dias de incubacion no tuvieron diferencias
significativas. Lo anterior podria deberse a que las bacterias del suelo de la chinampa estan
adaptadas a la presencia de plaguicidas, debido a que durante 20 afios los agricultores de la
chinampa han aplicado esos compuestos a sus cultivos. Bressany colaboradores (2008) han
observado que las comunidades bacterianas pueden preadaptarse a perturbaciones por
plaguicidas y después soportar un estrés mas fuerte, como el aumento de temperatura o la
aplicacion de una concentracion elevada de algin metal. Las bacterias pueden adaptarse
rapidamente a exposiciones toxicas de plaguicidas o desarrollar la capacidad de degradar
dichos compuestos (Imfeld y Vuilleumier, 2012). Lo anterior se debe a que las bacterias
que presentan genes que codifican para las enzimas que degradan plaguicidas, como el
metil paratién, pueden transferir horizontalmente esos genes a bacterias que no los tenian

(Karns et al., 1990).
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5.2 PERFILES DE SUELO

5.2.1 Parametros fisicoquimicos
La conductividad eléctrica fue uno de los parametros que domind en los perfiles 1,2y 3

a las 3 profundidades, asi como los ionesK*, Na*, Ca**, COs* y SO,*. Estos iones se
consideran responsables de que la conductividad eléctrica del suelo aumente. Esos perfiles
se encuentran en contacto con el agua de los canales, que tiene una conductividad promedio
de2.2 dS m™. En el suelo cercano a los canales los agricultores ya no siembran debido a que
las plantas no crecen adecuadamente. Los valores de conductividad eléctrica del suelo de
los perfiles 1, 2 y 3 se encuentran en el rango de 1.7 a 2.1 (dS m™), lo cual se considera
muy ligeramente salino segin la NOM-021-RECNAT-2000. Ramos-Bello y colaboradores
(2001) reportan una conductividad eléctrica de 6.0 dS m™, 3.5 veces mas alta que la
conductividad medida en nuestro estudio para la superficie de la chinampa; conforme
aumenta la profundidad, la conductividad eléctrica disminuye. Asimismo, en la superficie
(0-15 cm) los ionesNa*, Ca®*, y SO, tienen una mayor concentracién que a 15-98cm de
profundidad, lo cual se puede explicar por el fendbmeno de capilaridad. De 0-15 cm de
profundidad, el pH del suelo de los perfiles 1, 2 'y 3 fue de 7.7, 7.5 y 7.7 respectivamente,
medianamente alcalino segin la NOM-021-RECNAT-2000, lo cual difiere con los valores
reportados por Pérez-Olvera y colaboradores (2008), cuyos valores son 1.2 veces mayores
con respecto a los que obtuvimos.

El plaguicida metil paratién y 4-nitrofenol estdn mas correlacionados con los perfiles 1,
2 y 3 alas tres profundidades y con el perfil 5 a 0-15 cm de profundidad. Es decir, es donde
se encuentran las concentraciones mas altas de esos 2 compuestos. La presencia del 4-
nitrofenol indica que el metil paratién en el suelo se esta degradando. Debido a que el metil
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paration y el 4-nitrofenol se encuentran de 15-47 y 47-98 cm de profundidad, dichos
compuestos estan siendo lixiviados en el suelo, aunque el contenido promedio de materia
organica del suelo de la chinampa fue de 16%, contenido alto de acuerdo a la NOM-021-
RECNAT-2000. Roticha y colaboradores (2004) mencionan que si en el suelo el contenido
de materia organica es alto, también aumenta la capacidad de retencion del agua, por lo
quelos plaguicidas pueden ser hidrolizados o desadsorbidos, y por lo tanto estar disponibles
para los microorganismos o ser lixiviados. El pH del suelo también es un factor que afecta
el movimiento de los plaguicidas: el valor promedio de pH para el suelo de la chinampa fue
de 7.9. Cuando el pH del suelo es mayor a 8, algunos plaguicidas como el imidacopril,
disminuyen su adsorcion en el suelo y pueden ser lixiviados (Bajeer et al., 2012).

Cuantomayor sea la concentracion de carbonatos y sulfatos en el suelo, mayor sera la
competencia con el fésforo por los sitios de adsorcion en el suelo (Shen et al., 2011). Lo
anterior puede explicar que el fosforo total y el fosforo disponible se encuentren en mayor
proporcion en los perfiles 1, 2 y 3 de 0-15 y 15-47 cm de profundidad. También puede
deberse a que los agricultores siembren pocas plantas en esos perfiles, las cuales hacen uso
de dichos nutrientes, debido a que las plantas no crecen adecuadamente por la
conductividad eléctrica del suelo.

El nitrato se encuentra en mayor cantidad en los perfiles 1, 2 y 3 a las tres
profundidades. Tal vez se deba a que la velocidad de transformacion del amonio a nitrato,
realizada por las bacterias del suelo, sea alta (nitrificacion). Debido a que es un suelo con
arcillas y alto contenido de materia organica, las cargas del suelo son negativas, lo cual
permite que los cationes sean facilmente adsorbidos; y los aniones como el nitrato no
puedan ser retenidos en el suelo. Por lo tanto el nitrato puede ser lixiviado y/o lavado de la

superficie del suelo y llegar a contaminar el agua.
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La densidad aparente esta relacionada con la arcilla en los perfiles 4, 5y 6, de 15-47 y
47-98 cm de profundidad. Las densidades para 4=2, 4=3, 5=2, 5=3, 6=2 y 6=3 fueron de
0.47,0.49, 0.52, 0.61, 0.50 y 0.62 respectivamente. Son densidades por debajo de 1, lo cual
concuerda con las densidades esperadas para el suelo de las chinampas, ya que su contenido
de carbono orgénico es alto (86-92g kg™). Es un suelo que no presenta compactacion, ya
que el sistema de sembrado es por chapines. Debido a que la densidad aparente es baja, la
porosidad del suelo es mayor y por lo tanto habra una mejor disponibilidad de agua,

nutrientes y oxigeno para las plantas y microorganismos del suelo (ANRA, 2012).

5.2.2 Anélisis molecular

indice de riqueza
De 0-15 cm de profundidad en los perfiles 2,3, 4 y 5 de la chinampa, los indices de

riqueza estuvieron en un rango de 34.40 a 91.01. De 15-47 cm de profundidad, los indices
de riqueza fueron de 3.59-44.96. Y de 47-98 cm de profundidad los indices fueron de 0.48-
16.07. En las dos primeras profundidades los indices de riqueza llegan a tener valores
similares. Y de 47-98 cm los indices de riqueza son méas pequefios, 0.48-16.07, que en las
dos primeras profundidades. En el suelo, a mayor profundidad la riqueza es menor porque
la difusion de oxigeno disminuye (Himaya y Williams, 2010). Will y colaboradores (2010)
reportaron que en suelos cubiertos con pastos, los indices de riqueza fueron de 5.65a 7.16 a
una profundidad de 0-10 cm, y de 5.01 a 6.72 a 10-34 cm de profundidad;lo anterior se
debié a que la cantidad de carbono orgéanico y nitrégeno fueron menores a mayor
profundidad. Sin embargo en el suelo de la chinampa, el carbono organico se encuentra en
un rango de 78-96 g kg™ y el nitrégeno de 4.0-6.9 g kg™ en las tres profundidades de los 6

perfiles; es decir no hay una diferencia significativa en el contenido de carbono organico y
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nitrégeno en las tres profundidades. Por lo tanto, el oxigeno puede ser un factor que esté
afectando la riqueza del suelo de la chinampa de 47-98 cm de profundidad.

En el suelo de la chinampa la distribucion de las bacterias es homogenea, ya que a las
tres profundidades el tipo de bacterias que se encuentran presentes pertenecen a los grupos
Bacilliales, o-Proteobacteria,  [B-Proteobacteria, y-Proteobacteria, = Acidobacteria,
Actinobacteridae y Sphingobacteriia. La acidobacteria, secuencia 22-1070F, sélo se
observé de 15-47cm de profundidad. Xanthomonas translucens, alineada con la secuencia
11-1070F, se encuentra de 0-15 cm de profundidad y puede degradar compuestos
organofosforados.Bacillus solisalsi, alineada con las secuencias 10-1070F, 12-1070F o 13-
1070F, se observd de 0-15 cm de profundidad; es una bacteria halotolerante que soporta
concentraciones por arriba del 15% de NaCl, ademas es alcalifilica ya que puede vivir en
pH de 5-13 (Liu et al., 2009). Virgibacillus salarius, alineada con las secuencias 10-1070F,
12-1070F o 13-1070F, también es una bacteria halotolerante. Lo descrito anteriormente nos
indica que las bacterias del suelo de la chinampa se han adaptado a las condiciones de
salinidad y contacto con los plaguicidas.

Bacterias como Duganella sp., Herbaspirillum rhizosphaerae, Bacillus niacine
(secuencias 17-1070, 19-1070 y 21-1070) se encuentran asociadas a las raices de las
plantas. Las bandass se encuentran en las profundidades 0-15 y 15-47cm. Su presencia a
15-47cm puede deberse a la técnica agricola que usan para sembrar, ya que cada vez que se
siembra se coloca una nueva capa de sedimentos sobre la capa de suelo en donde crecieron
las plantas de la cosecha anterior (Martinez-Ruiz, 2004).

Will y colaboradores (2010) reportaron los siguientes grupos de bacterias en suelos con
pastos: horizonte A, Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Fibrobacteres,

Firmicutes, Spirochaetes, Verrucomicrobia, Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria y
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Gammaproteobacteria; y para el horizonte B, Acidobacteria, Chloroflexi,
Gemmatimonadetes, Nitrospira, TM7 y WS3. Acidobacteria, Betaproteobacteria,
Actinobacteria, Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria,
Deltaproteobacteria,Chloroflexi, Firmicutes y Bacteroidetes, representando 26.98, 15.76,
11.62, 11.10, 9.69, 5.09, 3.85, 3.22 y 1.45%, respectivamente.

Brevundimonas diminuta se encuentra asociada con las secuencias 20-1070F y 25-
1070F, y se observd a la profundidad de 15-47 cm y 47-98cm. Acromobacter lupini esta
asociado a las secuencias 21-1070F y 26-1070F, se observd de 15-47 y 47-98cm de
profundidad. Estas dos bacterias tienen la capacidad de degradar insecticidas
organofosforados (Zhang et al., 2005;Purushotham et al, 2009). A 15-47 y 47-98 cm de
profundidad también hay metil paration y 4-nitrofenol, tal vez la presencia del 4-nitrofenol
a esas profundidades esté relacionadacon Brevundimonas diminuta y Acromobacter lupini.
Aunque el suelo tiene un alto contenido de materia organica, estos compuestos se
encuentran de 15-98 cm de profundidad. Lo anterior puede deberse a que el plaguicida se
esté lixiviando,porque la concentracién de cationes adsorbidos en el suelo es alta y no
permiten la adsorcion del plaguicida y el 4-nitrofenol. También por el tipo de siembra
realizada en las chinampas, la cual fue descrita anteriormente. Y porque el suelo ha estado
expuesto a plaguicidas durante 20 afios. En perspectiva, la actividad de dichos
microorganismos se podria estudiar para poder definir si en estas profundidades se sigue
degradando los plaguicidas presentes o si su presencia es resultado de la técnica de siembra

propia a la zona chinampera de Xochimilco.
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6. CONCLUSIONES
El metil paration fue removido del suelo de la chinampa y tuvo una vida media de entre

16 y 34 dias. Estos valores fueron similares a los reportados para suelos arcillo arenosos. Se
observo una fase de latencia de 15 dias entre la disminucion del metil paration y el
incremento de uno de sus mas importantes productos de degradacion, el 4-nitrofenol. El
metil paratién incrementa la emisién de CO, entre 60 y 68mg C kg™y la concentracion del
NO5', la cual fue de 8 y 18 mg N kg™ suelo. El Foley 50E contiene sales que elevan los
valores de la CE del suelo, y a largo plazo puede inhibir el cultivo de hortalizas.

Durante la cinética de degradacion del metil paration, el tipo de bacterias que se
encontraron en el suelo de la chinampa pertenecen a los grupos de o-Proteobacterias, B-
Proteobacterias, y-Proteobacterias, Bacillales y Firmicutes. En los tratamientos con y sin
plaguicida fue constante la presencia de 3 secuencias experimentales de ADN, las cuales
son similares a las de las bacterias que degradan plaguicidas organofosforados y anillos
aromaticos (Achromobacter xylosoxidan, Brevundimonas diminuta y Ochrobactrum lupini).
Lo anterior indica que las bacterias que se encuentran en el suelo de la chinampa pueden
degradar plaguicidas organofosforados como el metil paration. Los valores de riqueza
disminuyeron significativamente en el suelo después de tres dias de haber aplicado 280 mg
kg™ de metil paratién, y cuando empez6 a incrementar la concentracion del 4-nitrofenol en
el suelo (27.89 mg kg™). La velocidad de cambio (At) de las comunidades de bacterias en el
suelo no tuvouna diferencia significativa entre el suelo con y sin plaguicida, tal vez porque
las bacterias tuvieron la capacidad de adaptarse rapidamente a este tipo de estrés, ya que el

suelo ha estado en contacto con plaguicidas desde hace 20 afios.
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Las caracteristicas fisicoquimicas del suelo de la chinampa estudiada son heterogéneas.
El suelo que se encuentra en contacto con el agua de los canales presenta valores de pH y
conductividad eléctrica considerados como medianamente alcalino y ligeramente salino,
respectivamente. El suelo presenta cargas negativas, debido a que es un suelo con arcillas y
un alto contenido de materia organica, por lo tanto permite que cationes como el K*, Na’,
Ca®* y Mg?* sean adsorbidos en el suelo, mientras que aniones como el nitrato puedan ser
lixiviados o lavados de la superficie del suelo.

La densidad aparente, el pH, el contenido de carbono organico, el fosforo disponible y la
concentracion de nitratos hacen que este suelo sea adecuado para el crecimiento de las
plantas y que puedan obtenerse de 2 a 3 cosechas de legumbres por afio, por lo tanto debe
recalcarse la importancia de cuidar este recurso no renovable.

El analisis de diversidad es una parte muy importante de tu trabajo y se ve muy pobre en
tus conclusiones.

La estructura de las comunidades de las bacterias en las tres profundidades del suelo de

la chinampa fue homogenea.

RECOMENDACIONES
Realizar una cinética de remocién en los suelos de 15 a 47 y 47 a 92 cm de profundidad

para saber si se observa el mismo comportamiento de las comunidades de bacterias
reportado ene este trabajo

Analizar las muestras de suelo de la chinampa una vez que el agricultor aplica el
plaguicida y en durante los 40 dias después. Y comparar los resultados de campo y

laboratorio.
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Aislar bacterias del suelo de la chinampa, después de tenerlo en contacto con ciertas
dosis del plaguicida, para saber que tipo de bacterias estan presentes.

A esas bacterias aisladas, mantenerlas en medio liquido para hacer cinéticas de remocion
del plaguicida. Y tal vez poder desarrollar investigacion relacionada con biotecnologia y

biologia molecular.

Hacer un seguimiento de las caracteristicas quimicas del suelo de las chinampas de
Xochimilco y Tldhuac, como pH, conductividad eléctrica, aniones, cationes y plaguicidas,
para que esa informacion sirva a las autoridades en la toma de decisiones sobre el uso de
plaguicidas y manejo adecuado del suelo. Ya que si las valores de dichos pardmetros
aumentan, el suelo puede salinizarse, y los agricultores no podrdn sembrar una gran
variedad de hortalizas, leguminosas, cereales y flores. Lo cual provocaria un problema

socioeconémico para los agricultores de Xochimilco y Tlahuac.

Que el agua de los canales provenga de plantas de tratamiento en donde eliminen la
mayor cantidad de cationes y aniones, para que no se siga salinizando el suelo de las
chinampas de Xochimilco y Tlahuac.

Continuar con el estudio de los microorganismos del suelo de las chinampas, ya que es

un ecosistema unico en el planeta.
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Large amounts of methyl parathion are used to comtrol pests on crops when cultivated in chmampa soals
al Memioo Ciry. The et of adding msetlsd parathson on soil characrernistics, OO emissions, nyineial N
aml d-nitrophenal, a degradation product of methyl parathion, and the degradation of methyl paracboon,
was investigated m an aerobic moubation experiment. Treatments were stenlized and non-sterilized soil
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soil. Methyl parathion removal followsd a frst-order knetic with a half-hife ranging froms 16 to 34 days,
wiliihe small ariivts of 4-nitraphencl were detécted alter thiee daye, N alsotic processes sffected the
methyl parathion concemtration and no d-nitrophenol was formed inthe stenlized sod. it was found that
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4_rh,mp|,mu merl) parathion was removed rapidly from sail and less than 35 pg kg~ S-nitmophencl was Toumnd in
C dynamics sail.
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1. Introdduction

In some parts Mexico City. Le. to the southwest in Xochimiloo,
agriculiure i sll done a8 was dome by the Azlecas or Mexicas
whom founded the city Tenachtitlan, They made rectangular plots
[rom Lake sediments and called them chinampas meaning arvificial
islands or floating gardens. Sediment from the canals that
surraund the chinampas is sull applied to the goil, which is wed 1o
cultivate flowers. vegetables and maize. As such, the soils are
nutrient and organic rich and irrigation is unlimited so up W fowr
harvests of certain crops can be obtained per year. The lettuce i
harvested two months after application. Owerall. four harvests of
lectuce are obraned per year and a8 such Laicge amounts of methyl
parathion, i.c. 2 kg ha™', are applied to the soil layver. Ammonium
sulphate, and horee and cow manure are applied as lertilizers,
while crops are irngated wath tap water o prevent pathogen
contamination. This antropogenic pre-hispanic  agroecosysiem
was declared a World Heritage site by UNESCE in 1987, due to its
unigque agricultural radition in the world. Since 1990, Tarmers at
Kochimileo have used organophesphorus pesticides, such as

# Derresponding author, Tel: +52 55 54848004, faa: 52 55 547 3313,
E-mai nddves: raicabenkFvahoo.com (N, Cabirod]

11E4-5563(% — sew front msatter © 2011 Bsevier Masson SAS. All rights resenved.
doi: TS} epahi 201105000

methyl parathien, chlorpirifos, malathion and diazinon, to control
pesis | 1| Farmers cultivate beiiuce. Overall, four harvests of letiuce
are ohtained per year and as such large amounts of methyl para-
thion, ie. 2 kg ha ', are applied 1o the soil layer. These pesticides
are neuwrotoxic to animals and humans as they affect nervous
syalem [unctioning |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 1a) by the World Health Organization
[WWHD) |3 The IUPAC name of methyl parathion is 0,0-dimethyl
O-d-nitrophenyl phospharathioate.

Bacteria that can degrade the pesticide, such as Sevrofio sp
strain DEDO1, Bacilus sp., Peendoaminodacrer sp., Achromobacrer p,
Brucelle sp., Ochrobactriem sp., Fovobacterivm balustinem, Pseudo-
o sp A, have been isolated Trom cultivated soil treated with
methiyl parathion [4-6]. Some of these bacteria use methyl para-
thion as a carban and phodphoras source | 7,8). Biodegradation of
meethiyl parathien in a liquid media occurs bevween pH 70 and 10,10
and temperatures of 30-37 °C [4,9] Other lactors, such as salinity,
organic carben content, water holding capacity and microorgan-
wrns are alio known o affect it removal from god | 1001
Biadegradation of methyl parathion begins by a hydrolysis whereby
wo compounds d-nitrophenol and dialkydthiophesphate [DATF)
are formed [ 1213 4-nitrophenol is the major degradation product
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of methyl parathion and can accumulate in seil [ 14], Two enzymes,
metlwl parathion hydrolase {MPH] and organophosphors hydro-
lase (OPH)L are imvolved in the hydmolysis of methy| parathion and
produced by the alore mentioned bacteria [15].

Large amounts of methyl parathion, up to 2 kg ha~ "y % have
been applied to vegetaliles being cultivated in the chinampa soils
since the beginning of 19490, But no imformation exists an how
lomg it remaing in chinanpa soils and how it alfects the dynamics of
inorganic M and micrebial activity in this particular and unigque
ecosystem. The objective of this study was fo investigate the
removal of methyl parathion frem a chinampa seil, the dynamics of
d-pitrophenal, it major degradation product, concentrations of soil
mineral M. and the emissions of C0; frem treated soil,

2. Materials and methods
21 Foil sampling sile

The chinampa soil used in this study is sstuated in the village San
Gregorio Atlapuleo (15 15.9° N and 59 400 W) al 2237 masl in
Xochimilco  (Mexico City) Mexico City has a mean annual
termperature of 168 °C [calculated over 2003—2010) and an average
annwal rainfall of 755 mm y~' [16) The chinampa soil is from
anthrapogenic origin, 5ot s consadered a curmullic Anthrosol [17].
Farmers cultivating lettuce apply methyl parathion to control pests,
mastly aphids {plant louse] Nasorovio ribismigri [Mosfey) and e
cabbage looper, Trichoplusia i (Hubner), Farmers apply generally
a methyl parathion pesticide solution at 05 kg ha " (Foley S0E)
during the first 15 days. Foley 50E is a commercial available
ermulsion of methyl parathion. The lettuce 15 harvested Do manths
after application. Ammonium sulphate, and horse and cow manure

&5

are applied as fertilizers, while crops are irngated wath tap water fo
prevent pathogen contamination.

22 Soil sampling

Achinamga soil 1350 m (90 = 15 o) was sampled to study the
effects of methyl parathion on soil processes in May 2009, two
months alter methyl parathion was applied by the Lomer (Fig 1),
Three similar plats of 450 m? (90 = § m) were defined and sampled
perpendicular (e the canal, Each plot was divided in three subglots
and sampled by augenng 20 times the 0-15 cm Layer with a stony
soil auger 7 cm i diameter {Ejkelkamp, NI Sail lrom esch sub-
plot wias pooled so that nine different soil samples were obtained.
The soil samples (0 = 9) were 2-mm seved and characterized
(Table 1), Concentrations of methyl parathion ranged from 290 fo
307 g kg ' and 4-nitroplens] fom 2 1o 3 pg kg ' upon sampling,
This field-based replication, ie three different soil samples in
triplicate, was maintained in the incubation study,

23 Experimental sel-up and iréalménts

The experimental design was a completely randomized factorial
with three replications al soil taken Irom the plots and subglods
(raintained from the field site replications). A first factor was the
mumber of plots (n = 3] and subplods (= 3] The second lacton was
incubation time with seven measurements during the incubation,
Leed, 1, 3, 10, 15, 200 and 25 days. The thind Lactor was the amount of
methyl parathion added to seil ie @ or 280 mg kg~ ', while the
lourth Laetor was sterlized or wasterilited soil Normally boveer
amounts of methyl parathion ranging from 1 mg kg’
100 mg kg ' lnave been used in laboratory stusdies | 1418]. However,
as the lettuce plants are handsprayed with methyl parathion and

x gt 22 W g8 57 W
ia ] |
& WA
M Gl of
Pacific Max
Doean Mexica
Slale £ water canal
 — chinampa
sall

= Morelos
I"-.-_u'JI 1. 2, 3 = plols
o

a, b, ¢ = subplots

Fig. 1. Loscation of fie chisarmgsa soil in Messoo Ciry (Mexion) and outline of plats and subplors.
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Tahie 1
Same charactenscies of the 0-20 om Liver of thiee plots sanphed of 3 chinamgs soil
il chamactenstes Fot number
1 2 1

Sand (g kg ") GLD* (BN " 5B0(10] 00 [ 30]
Clay {g kg ") 10 (10 sa(1.0)
Silcig g 'y 360 [60] A0 [20] 350 [ 30]
Bulk density (g cm ') O (001) DLk (ONZ) 0B 00Z)
pH a4 (01) TTION) &DI(00)
Electrabytic conductivity (d% m ') 130 nRinmy eEnop
Dirganic Carban (g kg~ ") LEREL B0k (T SAE(Z1
Tetal Mitrogen (g kg ") 53 [05) GO0T) 5.8 [0L4)
M-y (mg kg ") TR dma(nm) AT
M-HIOy (mg kg ') 12 [01) G4 (03] 18 (0.2)
Tokal phosphorus {mg kg ) w1 (R0) k(2 i (2 0)
Extractibde phicgdors (mg kg ') A0 [0 A3 (03 502}
Methyd parathion {ug kg ") 0 (401 260 (5] 307 (8]
a-sitmphenel (g kg ") o ¥ina) rinz)
Exchange K™ oo kg ') 13 [03) L7 (02) [T
Exchange Ma* {omal kg ') 0 [0) G (02) 1.4 (003}
Exchange Ca?* ool kg 1) A1 N6E 03 9.3 (02)
Exckange Mg* [emol kg '] LERRUEN] BE(OA)  2TE(0E)
Exchange 50,7 (ool kg ' G0z 1)
Exchange C1 (cmal kg ") 45 [03) A0(04)  14E(D4)
Exchange Coy* [emol kg '] 6 [na) nEOmy  nEna
Exchange HODy [omod kg ™' [LFRUN 5.3 (0.2) 6.3 (0.4)

* Mean of three sod subplats.
b Vialues between parenthesis e standand deviation of the mean (P < 0051
qn =1l

that Towr tmes ana year, iU was assurmed that the concentrations of
methyl parathion in the top sl Layer will reach much higher values
than the above mentioned concentrations. Therefore, a high dose of
methyl parathion was applicd in this study,

Seven huncred and [y six sub-samples of 40 g sodl were aclded
to 250 ml glass Masks. Hall of the Masks were sterilized an a sectical
autnclave at 121 °C and 1.3 bar for 35 min {1 bar = 14.5 psi) on three
comgecutive days. Hall of the stenlized and unsterilized soil samples
were amended with methyl parathion under stenle conditions, A
022% methyl parathion solution was prepared [rom the comimer-
cial available ermulsion (Faley S0E), 18 mil of this selution was added
o 40 g soil and mided. The fina average methyl parathion
comcentration in soil was 280 mg kg~ dry soil. The ather half of the
sterilized and unsterilized soil samples were amended with an
equal amaunt of distilled water and mixed under sterile conditinons.
Foley SOE was aclded to steribe wiater and applied to the Sodl 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 seil sub-samples of sail were
taken ab randam from sterilzed and unsterilized soil amended with
or without methyl parathion from each of the plots (n = 3) and
subplots (n = 3] and extracted lor methyl parathion. These
provaded 2ero hme samples.

The open glass Aasks were placed in screw-capped 2 1 glass jars
comtaining a wessel with 20 ml0.5 M NaOH to trap Che CO; evolve.
Thee serew-capped 2 | glass jars woere closed air-tight. covered with
aluminivm Fedl and incubated at 19 °C = 2.0 for 25 days. An sdds-
tianal 18, 2 | glass jars. containing a wessel with 200ml 05 M MadH,
bul without soil were incubated to account lar the CO; trapped
from the air After 001, 3,100,015, 20 and 25 days, three glass jars were
selected al randem [rom each reatment, plot and sub-plot and
opened, ie a total of 108 jars, The vessel with 20 ml .5 M NadH
was reroved and titrated with 1 M HC to determine the trapped
Coiy Three jars without soil were alsa selected ar randorn and the
COp trapped from the air determined. The soil was removed [rom
thee 250 mil flasks and analyzed for pH, elearelytic conducmity
[EC), methyl parathion, d-nitrophenal, MOy and MOy . Al the

remaining jars were opened, aired for 15 min o avoid amacrobic
conditions, closed and Turther moubated

24, Chemicals wsed

Analytical-grade tniphenyl phosphate solutien 48064 SUPELCO
[standard type inlernal], tibutyl phosphate 44094-U SUPELCD
[surrogate], methyl parathion FESTANAL® 36187 FLLIKA (analytical
standard ) and d-nitrophenal PESTANAL® 3135836 FLUKA [analytical
standard) were obtained from SEMA-ALDRICH Mexico, Methyl
parathion emulsion Foley S0E Dragon was supplied by Agricufienn
Mociomal £ A de OV, Mexico”,

25, Soil analysis

The pH was measured in 1-2.5 soil{HzO [ww) suspension using
a 716 DME Titrino pH meter [Metrahm Ll CH-900, Herisau,
Switzerland) fitted with a glass electrede. The BC was determined
in a saturated solution extract a8 described by Rhoades et al. [19].
Tatal M was measured by the Kjeldhal method using concentrated
sulphuric acid [Hz504), potassium sulphate [E;504]0 and coppse
sulphate (Cufiy) to digest the sample [20] 501l particle size
distribution was deternmined by the hydrometer method a8
described by Gee and Bauder [21]. 10 g soil was extracted for
inarganic nitrogen with 1080 ml 0.5 M E;50y solution, shaken lor
30 min, filtered through Whatman Mo, 42 paper™ and My~ Moy
andd MHy" in the K350 were determined colourimetrically ona San
Flus System-SKALAR automatic analyzer Segmented Flow auto-
analyzer (The Netherlands], The WHC was determined by difler-
ences of weight on soil samples water-saturated in a funnel and
lelt 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 HNOq at 125 “C and measured at 880 nm with
a spectrophotemeter [23]. Extractable P owas determined by
extracting a 10 g sodl sub-sample with NaHTDy 0.5 M The extract
was analyzed for P at 880 nm with a spectrophotometer [23]. The
cation exchange capacity was determined with ammsonium acetate
1.0 M at pH 7. while K* and Ma~ were quantified with a Flame
Plwtamether Jemvay PFPT and Ca®* and Mg?' with an Atemic
Absorption Spectrometer Perkin Elmer Analyst 800 [24]. The
amount of HOO5, ©0;F, C1 and 50,° was determined as
described by EZelazny ot al. [25].

286 Determination of methy! porathion and d-nitrephenol

The extraction ol methyl parathion was based on a modified
technique described by Zhang et al. [26]. Briefly. a 5 g so1l sub-
sarmple was mioed with anhydrous Naz50y te absork soil water in
a Tellon extraction vessel and 30 mil ethyl acetate was aclded o
extract the methyl parathien, while 30 ul (1000 ng mi~"} tribusyl
phosphate was added as surrogate. The Tellon extraction vessel was
placed in a CEM-MARS Microwave Reactions System ar 950 W,
1207 kPa and 110 °C For 20 min and coaled dowen The mixiure was
filtered awer Whatman® paper 43, 20 yl trpheryd phosphate
(1000 ag ml "} was added as intersal standard and analyzed Tor
maethyl parathion on an Aglent Technologies BRFON Gas Croma-
tography Systenms fitled with a Phosphorus/MNitrogen detector ancd
an Agilent Technologies splitfsplitless Injector Pe83E, A HP-5M5
ultra inert capillary colunmn of 30 m =« 025 mm = 025 pm was
used with an internal layer of 5%-phenyl-methylpelysilocane. The
injection volume was 2 pl with an analysas time of 3542 min. The
temperature of the inpector was 250 °C, the detectar 200 °C and the
oven 320 “C The carrier gases Ne air and He were llowing at 3, 60
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and 1 ml min~", respectively. The methyl parathion extraction
efliciency was 92%.

The extraction of 4-nitrophenal was based on a madified tech-
nigquee 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
SO00 rpm for 20 mine The supernatant was mixed with 30 mil ethyl
acetate in a Teflon extraction wessel and placed in a CEM-MARS
Microwave Reactions System at 9500 W, 1207 kPa and 110 °C for
200 mim and cosled down, The extract was fltered over Whatman ™
paper 43, concentrated i a rotavapor asd dissolved in methanal A
4 pl aliquot of the extract was analyzed at 315 nm on a Varian HPLC
chromatograph fitted with an UV—VIS detector 5050 and a walers
Spheriserk C& column of 250 mm = 46 mum = 10 gm, The mabile
phase used was 0UE trillureacetic soudfacetonitiile (BO-20) ac
a flow rate of 1.0 ml min ', The 4-nitrophenol extraction efficiency
wils

27 Sransticel analysis

The experimental design was a completely randamized factorial,
The [actors were sterilized and unstenlized sodl, three plots in
triplicate and two soil amendments, ie. 0 or 280 mg methyl para-
thion kg ! sedl.

Emission of €07 was regressed on elapsed time using a linear
regression madel, which was lorced 1o pass through the arigin but
alloweed different slopes (praduction rates) for each treatment. The
jars without soil accounted for the OO in the atmosphere. Signil-
icant dillerences between reatments for the cumulative C0s
production were determined using PROC MISED [28]

pHL EC and concentrations of Nd; |, Ky, methy] parathion and
4-nitrophenal were subjected to one way analysis of variance using
PROC GLM |28] no 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 Irom the three
subplats (n = 4],

28 Reaction rate constant (k) and kalf-fife (tyz)

A neperian legarithm of the methyl parathion concenfration
versus fime was uded (o define the order of kinetics, The kineticg
showed a first-order reaction, ie. highest Ra. with a strasght Lnes
and a slope cqual te k (days ") The half-life, ty, for methyl para-
thion wias calculated uging the eguation:

[z = Lnd/K (1)

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

3. Results

In the stenlized soil. the concentration of methyl parathion
showed little varation and o significant changes over Wme (Fig 2.
The decrease in the concentration of methyl parathion in the
unsterilized soil was a frst-order Kinetic and was significantly
faster in plat 1 than in plots 2 and 3 (F < 005) Within 25 days, 665
of the methyl parathion was removex] from plot 1, 425 and 39% in
plot 2 and 3 respectively. The half-life ranged from 16 to 34 days
{Table I). The concentration ol d-nitroghenal stamed (o increass
only after 15 days (Fig. 31

In each of the plots, the pH decreased while the EC increased
sigmificantly when soil was amended with methyl parathion salu-
tion compared o the unamended soil (P < 00001] [Table 3). The
emission of COg was significantly larger from plot 1 than frem plot 2
and 3 (Table 3). Application of methyl  parathion  selution

ssssnmjfase=qguessshsssal

Concenration of medsy] parathion

o L L L ’
L] 5 L] 15 ] ¢~
Time {daysi

Fig. 2 Concentration of methyd paratheon i s canamps =il [ploe 1 (WL plt 20 &)
and plot & (| incubated ar 19 = 2 °C for 25 days The sobd lines cormespand te nos-
seribred sal and detted lines comrespend to steribwed sedl. Bars are | stamdaed dev-
ation of 3 replicates Srom 3 sub-plor samples

sipnificantly increased  the emission of 0y in each plot
(P 0.0D01Y The concentrations of NHy " were nod affected by
treatment (Data not shown). The mean concentration of MOy~ was
significantly Langer in plot 2 than in plot 1 and 3 [P« D05} Appli-
cation of methyl parathion had no significant effect on the mean
concentralion of MOz . The mean concentration of N0y was
significantly Larger in plot 1 than in plot 2 and 3 (P = 005} Appli-
cation of methyl parathion increased the concentration of MO
with 12 mg M kg soil. ie. mean of plot 1. 2 and 3,

4. Discussion

Application of methyl parathion solution increased the ECin sail
used in this experiment. The methyl parathion selution, ie. Faley
S50, had an EC 0.3 + 001 45 m | Long-terim application ol Foley
SOE might thus increase the soil EC, which is already high and
inhibating plant growth [29]

The concentration of methyl parathion decreased after the Arst
day. [1 leas 1o be remembered that methyl parathion was [regquently
applied to the soil at high rates over the last 20 years and the
microbial community may be adapted 1o utilise methyl parathion.
Misra et al. | 30] found similar results while studying the removal of
parathion from an alluwial and a Laterite soil. The absence of a lag
phase is normally attributed to adaptation of the microsrganisms to
the contaminant [31] Half-life times for methyl parathion in sandy
clay soils ranged from 20 to 28 days and thus similar to the values
found lar the chinampa soil |32.33). The hall-life of the methyl
parathion was different bevween the sails. It was 16 days in soil of
plot 1. 33 days in plot 2 and 34 days in plot 3. There are different
Lactors that will contral the remaval of methyl parathion rom soil.
Microbial activity as witnessed by the emission of €Oy was larger

Tabile 2

Reachion rate constant and ha¥-life of methd parasthion i chingmga =al incubated
ar B9 £ 30 o 25 daye

Mon-stenlized sol Finst order kinetc

reacton rabe constand Hali-hfe
[lay "1 ue (day}
“Fer 1 DA DOES 16
Pt 2 oz aurs T
Mot o auy EE]
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Concemdration of d-satraphemal Im:.k:"l

a 5 i 15 ki) ]
T dlays)

Fig. 3 Conceniration of 4-pitvopsenal in 2 chinampa sol (plof 1 (8 plot 2 | &) ad
plet 3 (@ 1) inosbated a0 B9 = 2 <0 for 25 daws. The solid lines conrespossd 1o non-
stemitmwed sal and dosied hines comespomd o stenlized scal. Bars are 1 standand devi-
atwon of 3 replicates from 3 sab-plot samples

from plat 1 than from plet 2 and 3, A higher microbaal activity in
plat 1 might have sccelerated the removal of methyl parathion
compared to plat 2 and 3, Although the EC was higher in plot 1 than
in phed 2 and 3, this did not appear to have inhibited the removal of
metlyl parathion |34]. Absotic processes did not affect the
comcentration of methyl parathion as it remained constant in the
sterilized soil. The amount of methyl parathion in the Soil upan
sarmpling ranged from 290 to 307 pg kg~ sail. It appears that the
metlyl parathion was removed lrom soil between the last appli-
cation and soil sampling. i.e. four moenths,

The concentration 4-nitrophene] increased alter 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 preduction of 4-nitrophenal. A
Lag berween the decrease in methyl parathion and an inerease in its
degradanion product 4-nitrophenal has been reported in liquid
media with Peeudoeemaras sp. A3 [7).

The proeduction of OO increased on the average 1.3 tmes in
the chinampa soil amended with methyl parathion. Howeves,
Bindhya et al. |18] reported that the emission of C0; increased
when an agricultural  soil fom India owas  ireated  with
1 mg pwetlyl paratlion kg |, but decreased sharply when 50 ar
100 g methyl parathion kg~ was added. This would indicate that
methyl parathion can be oxic for sodl microorganisms. Toxicily
stdies have shawn that 4 mg 1" methyl parathion can be lethal to
bacteria, such as Fievabacterivm and Pieudomonng, in pure cultures
[34]. The chinampa soil has been treated with methyl parathion for
over 20 years so it can be speculated that the micreorganisms have
adapted o the pesticde and have deweloped the capacity to
degrade the pesticide [32]

The production of €Oz increased with between B0 and
68 mg C kg " in sedl amended with 280 mg metlyl parathion-
C kg ' after 25 days. Andrea et al [35] also found an increase in
emiasions of COx when methyl parathion was added 1o seil This
would suggest that approximately 0% of the 104 mg © added with
the methyl parathion was mineralized to C0;. However, no priming

Tahle 3

H, electmalyaic comamiviny (45 m '), OOy production rare (mg € kg ' d ') msans
of MO (g Mg " and Wo; - (g Wi of chinamgpa soil with o without meshyd
paathion, incubared ar 19 = 2 < for 25 daye

Plett methyl parath +mthyl p [SaiEl Fyalue
pH

1 Baabar 8182 3] <anoa
2 TTAC TAER ol 00001
k] BOAL T5Bb n 0L
MSD ol ol

Pl 00000 T

B (s m [51H] Fualue
1 138a 14Aa .04 00000
2 nz2pec oFAC L] B 1]
3 048D o5AD 003 00001
MED nos o - -
Pl 00000 T

£0; produchon rabe (mg C kg ' d ') .11 Pualue
1 2B 2T A 1 B 1]
2 191E I 554D 7 00001
k] 138 A i R 1]
SEE B T

P walbe 10 DU - -

MO~ cancenirans (g N kg MEDY Pualue
1 LLAL L3 Al 05 0IT4E
2 Z2Aa 22Aa 12 aunmy
3 na Al 10AD 05 0BS5S
ML ny 8] - -
[T 0007 ouOISE

MOy concentrabon (mg M kg 'l 51 Fualue
1 Ba N5ha 12 [TERS
2 B4 A b Ak 14 LETLS
k] K14 b Ak m anGrs
MED 12 7

1" walbn 00000 0L - -

5 MSEe Mimmum sgmificant difference (P < 0051

¥ Walues with the saime capital lemmer i e fow are nod significatly differen
berwe el Che CIearments

© Walues wath the seme letier in the column ae not sgmficanthy different
berseen che plots.

4 B Electrolvtic conductivity

T SEE: standacd errer of the estsnarne.

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

Methyl parathson increased the concentration of NO3  in sol by
12 mg kg~ " (mean of the three soils). Approximately 15 mg N kg~!
sl was added waith the methyl parathion to the soil, seic appears
that mast of it was mineralized. Andrea et al. |35] reported similar
results in soils of Brazil. Misra et al. [30] found thar the concen-
tration of MOz~ increased in soil amended with methyl parathion
and that within 4 days. The HO,  will be oxidized immediarely
therehy increasing the concentration of NGy~ rapadly i soal |37].

5. Conclusion

Blerhyl-parathion wias removed smmediately rom a chinampa
sl with a half-life that ranged betwoeen 16 and 34 days. These
walues were similar lor those reported lor sandy clay soils even
though large amounts were applied in our study. There was a lag of
15 days between the dissapation of methyl parathion and the
imrease of its mast important degradation proeduct 4-nitraphenal.
Bdethyl-parathion increased the emission of O0g wath between 60
and 68 mg € kg~' and the concentration of MOy~ with between 8
ane 18 mg Nkg ' soil. The metlyl parathion solwtion, e, Faley SOE,
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contained salt and increased the EC of the sail, which might inhibat
crop cultivation on the long term.
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