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RESUMEN

En el presente trabajo se evalué el grado de toxicidad de los plaguicidas mas
utilizados en el municipio de Popayan mediante bioensayos con Bacillus subtillis,
basdndose en estudios realizados en los dltimos afios que demuestran la
capacidad de resistencia, por parte de algunos microorganismos, contra
sustancias téxicas que amenazan su entorno, asi como también la capacidad de
biodegradar estas sustancias en compuestos menos complejos, gracias a su
potencial adaptativo y a las necesidades metabdlicas propias.

Para realizar este proyecto, se llevd a cabo una fase inicial, en la cual se
estandarizé el protocolo para el crecimiento de la cepa Bacillus subtillis ATCC
6633. Posteriormente, se realizd el bioensayo mediante la técnica disco de
sensibilidad, el cual consistié en analizar la toxicidad de los plaguicidas escogidos,
segun la inhibicién del crecimiento de B. subtillis sobre la superficie del cultivo en
caja, el cual se observd por la formacién de un halo translicido alrededor de la
zona de aplicacion del plaguicida sobre un disco de papel filtro. Cada plaguicida se
evalu6é a diferentes concentraciones, por encima y por debajo de las dosis de
aplicacién recomendadas para uso agricola. Para asegurar la solubilidad total de
los plaguicidas se empledé una solucion de DMSO-glicerol en proporciones
definidas. Como control de referencia positivo se empled Oxitetraciclina, un
antibiotico de amplio espectro del grupo de las tetraciclinas, eficaz en este caso
para las bacterias empleadas en el estudio.

Los resultados obtenidos en la prueba, mostraron que, la mayoria de los
plaguicidas a sus diferentes concentraciones ejercen efectos toxicos sobre
Bacillus subtillis. El plaguicida con mayor toxicidad fue el Manzate cuyos diametro
de sus halos de inhibicibn (en mm) tuvieron un promedio de (14.069 p= 0,00)
seguido del Curzate (12.86 p=0.00) y Format (11.637 p= 0.00) todos
pertenecientes al grupo de los funguicidas. Seguidos por los herbicidas que
presentaron resultados considerados como de mediana toxicidad Tordon (9.548
p=0.00), Gramoxone (9.375 p=0.00) y Roundup (8.99 p=0.00) frente al Combo
cuya toxicidad fue nula. Mientras los insecticidas fueron los menos toxicos, solo el
Lorsban (7.744 p=0.00) presento toxicidad frente al Tamaron y Furadan, los cuales
no tuvieron ningun efecto sobre B. subtillis. En cuanto a las concentraciones
empleadas, la mas alta (+1), fue la mas toxica (12,309 p =0,00) y la de menor
concentracion (-2) fue la menos toxica (9,212 p= 0,00). Por otra parte, se pudo
demostrar la efectividad del bioensayo, como herramienta fiable en pruebas de
toxicidad para plaguicidas.

Palabras clave: Bacillus subtillis, Biodegradacion, Bioensayo, Biorremediacion,
Inhibicién de crecimiento, Plaguicida, Toxicidad.
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INTRODUCCION

Los plaguicidas son sustancias quimicas toxicas, que se emplean para eliminar y
controlar la proliferacion de diferentes tipos de organismos, que afectan de manera
adversa los cultivos y lugares habitados por el hombre.

Los plaguicidas, conocidos también como pesticidas o biocidas, han alcanzado un
alto grado de eficiencia para controlar diferentes grupos de plagas, por ejemplo, la
mayoria de los fungicidas de uso agricola se fumigan o espolvorean sobre las
semillas, hojas o frutas para impedir la propagacion de la roya, el tizén, los mohos,
etc. Ademas, los herbicidas, que representan casi la mitad del valor de todos los
pesticidas utilizados, son empleados para eliminar, en las zonas de cultivo, las
hierbas que compiten por el suelo y los nutrientes con las plantas cultivadas. El
sistema de aspersion se hace directamente sobre la maleza. Otro grupo
importante de plaguicidas son los insecticidas, los cuales ocupan el sector mas
pequefio del mercado mundial de los plaguicidas y representaron una inversion de
unos 4,5 millones de délares en 1993, lo que equivale a un 28% del total del
mercado de los plaguicidas a nivel mundial, (www.interplagas.com.ar/control-de-
plagas.htm), estos se utilizan en la erradicacion de insectos nocivos para los
cultivos y la salud del hombre. Existen plaguicidas que son utilizados en bajas
proporciones, entre ellos estan los rodenticidas, acaricidas, nematocidas,
moluscidas, entre otros.

Los plaguicidas tienen un efecto acumulativo en la naturaleza, conocido como
bioacumulacion, debido a que presentan propiedades quimicas que les confieren
resistencia frente a los procesos de degradacion (www.sagan-gea.org / hojared
_AGUA /paginas/11 aguab.html). Debido a esto, es importante implementar
técnicas que contribuyan a la desnaturalizacion y eliminacion del compuesto en el
ambiente; es por ello que la biorremediacion, definida como la utilizacion de
organismos vivos en la eliminacion de sustancias contaminantes para la
recuperacion de un ecosistema, se ha implementado como solucion a dicho
problema.

Los microorganismos son un elemento muy importante para llevar a cabo este
proceso, debido a que transforman los compuestos complejos en simples, esto
gracias a la diversidad metabodlica que les ha permitido realizar procesos de
biodegradacion asi como sus adaptaciones a nuevas sustancias contaminantes, lo
que les permite ganar resistencia. Los microorganismos son también utilizados
para realizar ensayos de toxicidad con distintas sustancias quimicas que
contaminan el ambiente.


http://www.sagan-gea.org/hojared_AGUA/paginas/11aguab.html

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, en el presente trabajo se utilizo a
B. Subtillis ATCC6636, un microorganismo tipico del suelo con alto potencial como
indicador en el ambiente del suelo, con el propésito de evaluar el grado de
toxicidad de los plaguicidas usados con mas frecuencia en el municipio de
Popayan, asi como también, determinar a que concentraciones estos fueron mas
toxicos. Se realizaron bioensayos con el microorganismo, lo que permitio
determinar cual de los plaguicidas presento mayor indice de toxicidad, asi como la
concentracibn mas toxica, con respecto al crecimiento de B. subtillis. La cepa
empleada en el estudio ya ha sido usada en otras investigaciones relacionadas
con toxicidad obteniéndose buenos resultados (Martinez, M. Comunicado
personal).



1. ANTECEDENTES

En los ultimos afios, a nivel mundial, se ha venido mostrando una creciente
preocupacion por el incremento en el uso de plaguicidas, lo que ha hecho que las
organizaciones internacionales que se encargan de regular y controlar dichos
insumos, hayan tenido que realizar variados estudios acerca de las implicaciones
sobre el uso de los mismos; quiza uno de los organismos que mas se ha venido
mostrando interesado y se ha comprometido con el problema, ha sido la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la cual cre6 un ente especial llamado
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO)
el cual se encarga de vigilar y regular la utilizaciéon de plaguicidas en la produccion
de alimentos.

A nivel mundial el uso de plaguicidas se incremento enormemente desde la
década de los setentas hasta la década de los noventas. Durante estos veinte
afos, el mercado mundial de los agroquimicos se cuadruplicd, llegando casi a los
32 billones de ddlares. Desde ese momento las ventas han disminuido en 12%,
reportandose en el afio 2002 ventas globales por 27,7 billones de ddlares. Por
region, en 2002 las ventas de agroquimicos en el oeste de Europa mostraron un
incremento de 7,2% pero los mercados norteamericanos y el de la regién Asia-
Pacifico se redujeron en 1,7% y 1,8% respectivamente. Las ventas en América
Latina experimentaron el mas grande bajon de 3,8%. Las ventas de fungicidas se
incrementaron en 2,7% mientras las de herbicidas e insecticidas se mantuvieron
estables. Las ventas de herbicidas a nivel mundial constituyeron el mayor volumen
con 46,6% del total del mercado.

En Colombia, Las formulaciones de plaguicidas registradas en el Instituto
Colombiano Agropecuario ICA casi se han duplicado en los ultimos treinta afos,
pasando de 770 productos en 1974 formulados con base en 186 ingredientes
activos, a 1.370 en agosto de 2003, formulados con base en 400 ingredientes
activos. Se sabe que al menos una quinta parte de estos ingredientes activos (77)
se encuentran prohibidos o restringidos en otras partes del mundo por razones de
salud y/o ambientales (NIVIA, 2007).

En la tabla 1, se muestra el incremento de los porcentajes del uso de plaguicidas
en Colombia hasta el afio de 2003, segun el Instituto Colombiano Agropecuario
(ICA).



Tabla 1. Cantidad de plaguicidas registrados en el Instituto Colombiano
Agropecuario ICA durante los afios de 1974 y 2003

PRODUCTO ANO 1974 ANO 2003
Productos comerciales 770 1.370
Quimicos 767 (99.6%) 1.300 (95%)
Biolégicos y naturales 3 (0.4%) 70 (5%)
Ingredientes activos 186 400
Quimicos 184 (99%) 373 (94%)
Biolégicos 2 (1%) 27 (6%)
Clases de ingredientes activos
Insecticidas [i] 73 (39%) 133 (33%)
Herbicidas [ii] 57 (31%) 125 (31%)
Fungicidas [iii] 40 (21%) 106 (27%)
Coadyuvantes 11 (6%) 32 (8%)
Rodenticidas 5 (3%) 4 (1%)
Clasificacién por toxicidad aguda de los ingredientes activos [iv]
Extremadamente toxicos (l) 41 (22%) 36 (9%)
Altamente toxicos (I1) 50 (13%)
Moderadamente téxicos (Il 53 (28%) 210 (53%)
Ligeramente toxicos (IV) 92 (50%) 90 (22%)
Sin categoria toxicolégica 14 (3%)

(Nivia. 2007)

Entre 1980 y 1995 la produccion de plaguicidas en Colombia se increment6 en
142%, pasando de 24.202 toneladas en 1980 a 34.352 toneladas en 1995.
Durante el mismo periodo las ventas internas se incrementaron en 58%, pasando
de 12.572 toneladas en 1980 a 19.806 toneladas en 1995. (NIVIA. 2007)

Actualmente, a casi la totalidad de plaguicidas que se encuentran en el mercado
ya se les han realizado estudios de valoracion de su categoria toxicologica, los
cuales, en su mayoria, son llevados a cabo por los mismos laboratorios que los
producen, quienes se preocupan mas por fomentar los beneficios que se obtienen
por la utilizacion de dichos pesticidas, que por mostrar el verdadero impacto que
tienen a nivel de la salud humana y del medio ambiente en general. Los estudios
se realizan utilizando parametros como lo son LD50 (dosis letal 50) oral o
percutanea, aplicados a animales como perros, aves, peces, conejos etc. Los
cuales son también empleados en el hombre.

Por otra parte, se han realizado estudios del impacto de los plaguicidas sobre la
actividad de los microorganismos del suelo, en los cuales se concluye que los
pesticidas generan vectores de impacto multidireccional a los que hay que seguir
para detectar los efectos. Dichos efectos influyen en los flujos energéticos
organizados de los microorganismos, donde el reparto de trabajo esta
perfectamente equilibrado entre las diferentes poblaciones. Por eso, los
plaguicidas se constituyen como un modo de perturbar esos equilibrios naturales y
las modificaciones ocasionadas en las capas superficiales del suelo, alterando
significativamente la composicion de la comunidad microbiana y su potencial
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bioquimico (Pozzo. et al. 2004). Es por ello que los microorganismos han venido
cobrando mayor fuerza como parametros de estudio para evaluar toxicidad en
plaguicidas, prueba de ello es el desarrollo de el Test 0 ensayo de Ames, disefiado
por Bruce Ames en 1975 (Bastidas y Gomez. 1999), el cual permite obtener, como
resultado de la prueba, la capacidad mutagénica de un pesticida en el
microorganismo.

En algunos departamentos de Colombia especialmente en el Huila, se han
implementado este tipo de ensayos buscando evaluar el potencial mutagénico de
aplicaciones simultadneas y de mezclas de plaguicidas (Bastidas y Gomez. 1999).

En cuanto a la degradacién de los plaguicidas, ya se han establecido y evaluado
gran parte de los factores ambientales que afectan dicho proceso (tales como:
lixiviacién, volatilizacion, adsorcion, humedad, escurrimiento, pH, y temperatura),
los cuales, dependiendo de su condicién, pueden acelerar o disminuir la
degradacion del plaguicida, la cual puede ser desde unas pocas semanas 0 hasta
de varios afios. Uno de los factores mas importantes que incide en la degradacion
de los plaguicidas, es aquel llevado a cabo por los microorganismos, los cuales,
en los ultimos afios, se han visto como una posible solucion a la problematica de
la contaminacion ambiental por diferentes sustancias quimicas (desechos de
fabricas, pesticidas, pinturas, fertilizantes etc.). Esto se ha demostrado mediante
diferentes estudios, realizados en zonas de descarga de desechos de diferentes
tipos de fabricas, aqui se encuentran varios tipos de microorganismos que tienen
la capacidad de degradar los componentes quimicos de estos residuos, que en su
mayoria son toxicos.

Es asi como, las diferentes investigaciones a nivel ambiental y microbiol6gico han
prestado atencion a la biorremediacion llevada a cabo por microorganismos. Se
han realizado diversas investigaciones sobre el tema, encontrando que bacterias
tales como Ralstonia eutropha JMP134 (pJP4) (Matus, et al 2003) y Sphingopyxis
chilensis S37 (Godoy, et al 2003) poseen capacidad para degradar 2,4,6-
Trichlorophenol, un compuesto producido de manera secundaria por la industria
de la celulosa, utilizado para el blanqueamiento de madera y recientemente usado
como un biocida y preservativo; ademas es considerado uno de los principales
contaminantes en las zonas de descarga en afluentes, porque es demasiado
toxico, persistente y bioacumulable.

Se han realizado pruebas en las cuales el genero Bacillus es utlizado en
bioensayos y se han obtenido resultados rapidos y confiables para determinar
toxicidad en aguas contaminadas por quimicos solubles e insolubles (LIU, D. et
al1991). Otro tipo de pruebas han sido realizadas con respecto al aislamiento de
ciertos microorganismos presentes en las zonas de efluentes de descargas de
desechos industriales, por ejemplo, se han encontrado y aislado Pseudomonas,
Alcaligenes, Citrobacter, Aeromonas, entre otros. Los microorganismos
mencionados presentaron caracteristicas que las hacian resistentes a clorofenoles
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como el 2,4- dichlorofenol (DCP), 2,4,6-trichlorophenol y pentachloropheol (PCP)
(Martinez, M. et. al 2000).

En lo que respecta a los plaguicidas a usar en este proyecto, se ha podido
constatar, que los mas estudiados con fines de procesos de biodegradacion, han
sido entre otros: clorpirifox, carbofuran, paraquat y el popular glifosato, para los
cuales el factor de biodegradacion es muy importante para su eliminacion del
ambiente.

Para el caso de Colombia, varios de los estudios se han centrado principalmente
en el glifosato, ya que este ha sido elemento clave en la erradicacién de los
cultivos ilicitos, usandose tan solo para ese fin entre el 10% y 14% del total del
glifosato usado en Colombia (Solomon, et. al. 2005). Debido a que las areas de
siembra de estos cultivos son demasiado extensas, el gobierno ha utilizado
sistemas de aspersion aérea para las fumigaciones permitiendo que este caiga
indiscriminadamente sobre cualquier otro tipo de vegetacion, u forma de vida
presente en la zona, incluyendo al hombre (Solomon, et. al 2005).

Esto ha generado una variedad de problemas que las comunidades afectadas han
denunciado, desde contaminacion de fuentes de agua hasta intoxicacion y otros
problemas de salud (irritaciones y salpullidos tanto dérmicos como oftalmicos), sin
mencionar las pérdidas econdmicas que se presentan en la zona por las
fumigaciones con glifosato (Uribe, et al 2001). Debido a esto, el gobierno nacional
ha procurado llevar a cabo estudios del impacto del glifosato en el ambiente y de
los individuos que habitan en el, como por ejemplo genotoxicidad, biodegradacion,
toxicidad, bioacumulacion, entre otros.

En el departamento del Cauca se ha realizado un estudio que evalta los efectos
citotoxicos/genotoxicos del Roundup (Glifosato) en ratones, el cual muestra que
este herbicida induce efecto letal dominante en células germinales y células
somaticas (Chicangana y Uribe 2006).

En investigaciones llevadas a cavo en meristemos radiculares expuestos al
pesticida Furadan, se encontré6 que este produce alteraciones toxicas visibles en
las raices, ademas de efectos citotdxicos y genotoxicos (Candela 2005). En
general en el Cauca son muy pocos los estudios realizados sobre los pesticidas en
cuanto a su toxicidad e impacto sobre las tierras de cultivo expuestas y mucho
menos estudios que den solucion a esta problematica.



2. MARCO TEORICO.

2.1 DESCRIPCION GENERAL DE LOS PLAGUICIDAS

Los plaguicidas han sido disefiados primaria y especificamente para combatir a
organismos vivos conocidos por causar efectos no deseados y dafinos sobre
cultivos agricolas y forestales. Los plaguicidas, por lo tanto, son sustancias que
permiten:

e Combatir agentes nocivos para las plantas y sus productos 6 prevenir
Su accion.

e Favorecen y/o regulan la produccién vegetal, con excepcion de los
nutrientes y los destinados a la recuperacion de suelos.

e Conservan los productos vegetales, incluida la proteccién de las
maderas.

e Destruyen plantas indeseables.

e Destruyen parte de las plantas y/o previenen un crecimiento indeseable
de las mismas.

e Hacen inofensivas las plagas, ademas destruyen y/o previenen la accion
de otros organismos nocivos o indeseables (www.mtas.es/insht/ntp/ntp

143.htm).

Evidentemente la actividad del plaguicida sobre la especie objetivo no es
considerado un problema, ya que en esa actividad se basa su eficacia y la razén
de su utilizacion, sin embargo los problemas se presentan debido a la falta de
selectividad ya que en la liberacion de estas sustancias la toxicidad se extiende a
otras especies no objetivos. Este posible efecto no intencionado sobre otros
organismos, obliga a realizar valoraciones previas a modo de minimizar los
impactos sobre estos organismos y los diferentes compartimentos ambientales
(agua, suelo, etc.)(Enriquez. 1997).

2.1.1 Efecto de los plaguicidas en el suelo y los microorganismos

Uno de los mayores afectados por la utilizacion de los plaguicidas es el suelo, ya
gue éste, lejos de ser inerte, constituye un medio con caracteristicas particulares
en el que conviven bacterias, hongos, algas, actinomicetos, virus, ademas
organismos superiores. Es un lugar donde las interacciones biolégicas son muy
intensas y donde ocurren procesos bioquimicos vinculados con la degradacion de
la materia organica, la disponibilidad de nutrientes para las plantas y la


http://www.mtas/
http://www.monografias.com/trabajos15/calidad-serv/calidad-serv.shtml#PLANT

transformacion de los elementos minerales, entre otros. Pese a lo complejo de
estos acontecimientos, la evolucibn del habitat ha logrado que los
microorganismos generen flujos energéticos organizados, donde el reparto de
trabajo esta perfectamente equilibrado entre las diferentes poblaciones. (Pozzo, et.
al 2004).

Las actividades agropecuarias constituyen un modo de alteracion del equilibrio
natural y hace que ocurran modificaciones en las capas superficiales del suelo que
alteran significativamente la composicion de la comunidad microbiana y su
potencial bioquimico. Un ejemplo de ello, son las masivas y reiteradas
aplicaciones de agroquimicos y la persistencia de algunos de ellos, al quedar
retenidos en las particulas del suelo como residuos o productos estables. Frente a
esto, los microorganismos tienen un potencial genético excepcional que les
permite tolerar y reacomodar su composicion poblacional mediante estrategias
como la seleccion intra e inter especifica, las mutaciones, la activacion de genes
bloqueados, etc. (Pozzo, et al. 2004).

Lo cierto es que cuando una poblacion se ve afectada y su capacidad de
competencia disminuye, aparecen rapidamente otras formas de vida que la
sustituyen espacialmente. Muchas veces, este reemplazo significa la interrupcion
de alguna sucesidn metabodlica que desencadena posteriores cambios en la
composicion poblacional. Estas posibles alteraciones deben ser tenidas en cuenta
cuando se planifica algin cambio tecnologico en el manejo de los cultivos pues
dichas perturbaciones representan una de las formas modernas de erosionar los
suelos. El hecho de que un suelo agricola posea una importante actividad
microbiana, presupone pero no garantiza el cumplimiento de los ciclos energéticos
esenciales para la vida. (Pozzo. et al. 2004).

2.1.2 Procesos de degradacion de los plaguicidas

Independientemente de cdmo o cual haya sido el motivo de la aplicacion del
plaguicida en el ambiente, su concentracion en el medio va variando debido a los
procesos de dispersion, volatilizacién, lixiviacion y degradacion quimica y
biolégica. La medida con que se producen todos estos procesos depende en gran
parte de las caracteristicas fisico-quimicas de cada compuesto y también de las
propiedades de las aguas y del suelo, asi como las condiciones ambientales de
las zonas y del método de aplicacion. A continuacién se describen estos procesos
y factores asociados a los plaguicidas.

e \Volatilizacioén:

Es una propiedad considerada como la que mas afecta el movimiento del
plaguicida hacia la atmésfera después de la aplicacion, esta es determinada por la


http://www.monografias.com/trabajos16/romano-limitaciones/romano-limitaciones.shtml
http://www.monografias.com/trabajos/atm/atm.shtml

tensidon de vapor del plaguicida. Los plaguicidas normalmente tienen tensiones de
vapor relativamente bajas (10 a 10® mm Hg), como también hay algunos que son
muy volatiles y precisamente deben a ello gran parte de su eficacia al actuar por
inhalacion y penetrar vaporizado en lugares como el interior de un racimo de uvas.
La volatilizacion es aumentada por el viento y la temperatura. Un mismo
plaguicida, con distinta formulacion, tiene diferentes presiones de vapor y por ende
su grado de volatilizacién es distinto.

e Lixiviacién:

La lixiviacidon es el fendmeno por el cual un plaguicida se desplaza hacia el interior
del suelo, pero fuera de su é&rea objetivo causando en algunos casos la
contaminacion de las capas subterraneas dependiendo de la profundidad de esta
y de la movilidad del plaguicida. La lixiviacion es un proceso que depende de las
caracteristicas quimicas del plaguicida y las propiedades fisico-quimicas del suelo.

De manera general, se entiende que esta capacidad de los plaguicidas viene
definida con un parametro de interés ambiental denominado indice GUS que se
expresa como el cociente entre la vida media (tiempo necesario para reducir a la
mitad la concentracién de un determinado compuesto t1/ 2) y el Log Ko.w
(coeficiente octanol-agua).

Ko.w, es definido como la relaciéon de concentraciones de un compuesto entre el
octanol y el agua, como un indicador del grado de hidrofobicidad de cada
compuesto, lo que nos muestra la capacidad para acumularse en los organismos
Vivos y su potencial de absorcidén sobre la materia organica de los suelos. Se dice
que cuando un compuesto tiene un Ko.w elevado, tiene un potencial de
bioacumulacién muy alto, y por lo tanto es transferible a lo largo de las cadenas
troficas.

En suelos se utiliza el coeficiente de reparto, KD, como un indicador del grado de
atraccion y retencion de los pesticidas en la superficie de las particulas del suelo.
La retencién depende basicamente del tipo de suelo. Esta retencidon hace que el
compuesto no sea biodisponible pero disminuye la probabilidad de
biodegradacion. (Ruiz, 2001)

e Escurrimiento:

Se produce en zonas de aplicacion del plaguicida cercanas a aguas superficiales
donde se producen los escurrimientos, y contaminan las aguas con los
plaguicidas. Por esto, factores como el riego, lluvias y efectos de deriva son las
causas principales de esta situacion.


http://www.monografias.com/trabajos6/elsu/elsu.shtml

e Adsorcion:

La adsorcion de los plaguicidas en el suelo, es medida por el coeficiente de
adsorcioén del producto (Kd), y segun las caracteristicas de este sera el grado de
adsorcion y por lo tanto de inmovilidad del plaguicida. Segun el tipo de suelo, la
adsorcion cambia cuando:

v" Aumenta el % de materia organica, hay aumento de la adsorcion
v' Aumenta el % de arcilla, hay aumento de la adsorcién
v" Aumenta el % de arena, hay disminucién de la adsorcion

De igual manera, los plaguicidas mas solubles en agua tendran mayor nivel de
movilidad respecto a los menos solubles.

e Humedad:

Cuando hay aumento de la humedad del suelo, implica a que haya, en la mayoria
de los casos, un aumento de la sustancia disuelta y por ende mayor
desplazamiento de ellas hacia los estratos mas profundos del suelo.

° pH:

En los suelos agricolas el pH de los suelos varia entre 6 y 9, pero puede llegar a
valores de 3 en suelos boscosos. La constante de adsorcion varia con el pH,
siendo baja cuando el pH es muy alto o muy bajo, con lo que aumenta la liberacién
del plaguicida en el suelo.

e Temperatura:

La temperatura influye acelerando los procesos en la mayoria de los factores de
degradacion anteriormente mencionados. (Instituto Nacional de Ecologia, Mexico.
2007)

En la figura 1, se presenta un esquema en el cual se aprecia la cinética de los
plaguicidas en las plantas y en el ambiente, segun los anteriores parametros.
Cuando hay una aspersion del plaguicida directa sobre la planta (Grafica. 1-a), hay
una absorcion directa por medio del area foliar y sus raices. Otro efecto directo
observado es la volatilizacion que puede darse desde la planta o desde el suelo y
es dado por las propiedades del plaguicida y el ambiente; asi como también la
fotodegradacion llevada acabo por la luz solar.

Cuando el plaguicida actia también con otros elementos del ambiente como el

agua o el suelo (Grafica 1-b), se observan los procesos por los cuales estos
interactian sobre el medio. Cuando un plaguicida es esparcido en el ambiente,
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llega a dos lugares iniciales, el aire y el suelo, en el primero por medio de la
volatilizacion y en el segundo por medio de la lixiviacion, en donde habra una
descomposicion tanto quimica como biolégica. Un efecto importante a considerar
durante este proceso es la escorrentia, por medio de la cual el plaguicida llega
hasta los afluentes mas cercanos, en donde estos también sufren
descomposicion. Durante todo el recorrido, ocurren procesos como: la
fotodescomposicion, evaporizacion y volatilizacion de dichos componentes, de
manera tal, que posteriormente habrd una dispersion global de los mismos por
medio de las aguas lluvias.

Grafica 1. a) Cinética de los plaguicidas en las plantas, b) Cinética de los plaguicidas en el medio ambiente
Movimiento y destino de los plaguicidas en el
medio ambiente
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a L Procesas que afectan a los plaguicidas en el medio ambiente.

(Enriquez, 1997)

2.1.3 Componentes Integrales de los Plaguicidas y sus Implicaciones en el
Ambiente

Los plaguicidas no siempre actlan Unicamente con su ingrediente activo sino
también los componentes que hacen parte del producto. Estos pueden tener
caracteristicas muy toxicas pese a su baja concentracion. El siguiente tipo de
componentes son los que integran a un plaguicida:



e Ingrediente Activo.

Dependiendo de su finalidad e interés, esta presente en todos los productos con
determinada actividad plaguicida con un grado de pureza establecido.

e Ingredientes Inertes.

Son sustancias ligadas al ingrediente activo, y son importantes para la preparacion
de formulaciones. Ademas permiten modificar sus caracteristicas de dosificacién
o de aplicacion.

e Coadyuvantes.

Utilizados por su capacidad de modificar adecuadamente las propiedades fisicas y
quimicas de los ingredientes activos. Estos pueden ser: tensoactivos,
fluidificantes, estabilizantes y demas.

e Aditivos.

No tienen influencia en la efectividad de los plaguicidas; utilizados en la
elaboracion de los mismos para cumplir prescripciones reglamentarias u otras
finalidades.

2.1.4 Beneficios y Perjuicios del uso de Plaguicidas.

Cabe mencionar que los plaguicidas han sido de gran ayuda en la produccion
alimenticia, y ademas con la demanda creciente de alimentos para atender a una
poblacion humana que se multiplica rapidamente los plaguicidas han reportado
beneficios innegables. Entre otros aspectos, han sido colaboradores en el
mantenimiento de la salud humana, ya que han sido utiles en el control de plagas,
como el mosquito Anopheles o al Aedes, que son transmisores del paludismo.

La lista de beneficios es bastante significativa, sin embargo hay muchos contras
gue se desatan del uso excesivo de estos en el ambiente, por ejemplo:

El primer aspecto no considerado frecuentemente, es que al utilizar estos
compuestos se pueden matar muchos organismos que no se desean erradicar.
El segundo aspecto a considerar, es que el producto que se haya aplicado en
repetidas ocasiones, tiende a crear resistencia y fortaleza de la especie que se
quiere erradicar, dificultando y haciendo ineficaces a los productos aplicados.

Un tercer aspecto se desencadenaria a raiz del anterior, y es que el plaguicida al
ser ineficaz, las personas utilizan cantidades mucho mas altas que las
recomendadas aumentando los efectos contaminantes del mismo.



En cuarta instancia, puede inducir al exterminio de los enemigos naturales del
organismo que se quiere erradicar; por ende hay desequilibrio del ecosistema, ya
gue se esta eliminando el Gnico vector natural capaz de exterminar la plaga.

En quinto lugar, infiere en los enemigos naturales de las plagas, debido a que son
encontrados en menor proporciéon y ademas que sometidos a plaguicidas, en
estas condiciones son condenados a desaparecer rapidamente.

El sexto aspecto a considerar es la estabilidad del plaguicida, a mayor estabilidad
mayor eficiencia. El problema radica, en que los plaguicidas mas estables no se
degradan ni rapida ni facilmente, lo que induce su permanencia en el ambiente por
mucho mas tiempo dando lugar a que haya efectos nocivos a largo plazo.
www.sagan-gea.org/hojared  AGUA/paginas/1laguab.html

2.2 PLAGUICIDAS EVALUADOS Y SUS PRINCIPALES CARACTERISTICAS.

Los plaguicidas se seleccionaron mediante la realizacion de encuestas en algunas
de las mas importantes casas agricolas de la ciudad de Popayan (MultiAgro,
SuperAgro, Agro insumos del Cauca, Deposito Norte, SurtiAgro, ProAgro). Estos
se seleccionaron de acuerdo al posicionamiento en ventas en cada una de las
casas agricolas. Posterior a ello se compararon los resultados para determinar asi
los plaguicidas con mayor frecuencia de ventas (= a 3).

A continuacion, en la Tabla 2, se nombran y se describen los plaguicidas utilizados
en el presente estudio, asi como sus caracteristicas mas representativas tales
como: ingrediente activo, hombre comun, nombre quimico, propiedades, usos,
toxicologia, y andlisis del producto y sus residuos (WORTHING. et. al. 1987).



Tabla 2. Plaguicidas evaluados y sus principales caracteristicas.

PLAGUICIDA NOMBRE COMUN NOMBRE QUIMICO usos TOXICOLOGIA LD50 ANALISIS PRODICTOY
Herbicida no selectivo.
ROUNDUP Glifosato (C3H8NOSP) | 5ol isopropilamina de Elimina raices profundas | patas:5000mg a.i/kg HPLC.

N(fosfonometil)glicina

de plantas perennes
anuales y bianuales

Insecticida Acaricida

O. Ratones: 8-14mg

Producto: HPLC o cromatografia

Carbofuran 2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-il AN S a.i/Kg. . N
FURADAN 3SC e ! sistémico y nematicida. . . infrarroja.
(C12H15NO03) metil-carbonato Aplicacién a suelo y follaje. O. Perros: 19 mg a.i/Kg Residuos: HPLC.
O. Ratas: 8000 mg
Fungicida protector contra a.i/Kg , .
Mancozeb Manganeso etilenebis O. Pez rojo: 40 mg Descomposicién con acido y

MANZATE 200WP

[SCS.NHC2CH2NHCS.
S.Mn-] X(Zn)Y

(ditiocarbamato)(polimerico) compuesto
con sal de zinc.

un alto rango de
enfermedades fungosas
foliares.

a.i/Kg

Ingestion diaria humana
aceptable ADI: 0.05
mg/Kg

midiendo el carbdn bisulfuro
liberado

GRAMOXONE SL

Paraquat
(C12H14N2)

1,1-dimetil-4,4-bipiridilo

Herbicida. Destruye por
simple contacto.

0. Ratas: 150mg/Kg
O. Perros: 25-50mg/Kg

Colorimetria después de la
reduccion.

Picloram + 2,4-D

4-amino-3,5,6-tricloro-2-acido

Herbicida. Produce

epinastacia, y caida de los

O. ratas: 8200mg/Kg.
Conejos: 4000mg/Kg.

Cromatografia de gas liquida o

TORDON C5H3CI3N202 tl‘!C|0r‘OpICdInICO Fje sal ensortijamientos. Relativamente no toxico por HPLC, ta_nto de productos
trisopropanolamina. Acumulable en los nuevos - ) como de residuos.
para abejas meliferas.
brotes.
Herbicida.
Picloram + Produce epinastacia, y O. ratas: 8200mg/Kg. , -
. P i Cromatografia de gas liquida o
COMBO Metsulfuron metil 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico caida de los Conejos: 4000mg/Kg. por HPLC, tanto de productos

C5H3CI3N202

ensortijamientos.

Acumulable en los nuevos

brotes.

Relativamente no toxico
para abejas meliferas.

como de residuos.

TAMARON SL 600

Methamidophos
C2H8NO2PS

0,S-dimetil fosforamidotioato

Insecticida.

Acaricida e insecticida.
Sistémico al ser aplicado
en troncos perecederos.

O. Ratas: 30mg/Kg.
Conejos : 10- 30mg/Kg.
Hombre (ADI):
0.0006mg/Kg.

Producto: Espectrofotometria
infrarroja o cromatografia de gas
liquido. Residuos: cromatografia
de gas liquido con FID.

LORSBAN 4 EC

Chlorpyrifos

0,0-dietil O-3,5,6-tricloro-2-pyridyl

Insecticida.
Efectivo por contacto,
ingestion y accion del

O. Ratas: 135 -163
mg/Kg. Conejos: 2000

Producto: HPLC con U.V
Residuos: cromatografia de gas

C9H11C13NO3PS fosforotioato. vapor. Para plagas S
; mg/Kg. liquido.
voladoras domesticas y
mosquitos.
Producto: Titulacién con yodo,
Propineb Polimeric zinc Propilenebis Fungicida. O. ratas: 8500mg/Kg. seguido de hidrdlisis y carbon
FORMAT 70 WP P s P De proteccion, gran Inofensivo para abejas bisulfato liberado. Residuos:
C5H8N2S4Zn (ditiocarbomato) L ] , ) ; :
actividad residual meliferas. Colorimetria del complejo con el
carbdn bisulfato.
2-ciano-N-(etilaminoacetil)-2- Producto: HPLC con deteccidén
Cymoxanil y (metoxiimino) acetamida (Cymoxanil) Fungicida 0. Ratas: 1196mg/Kg. u.v
CURZATE M-8 Mancozeb Producto idnico de coordinacion de Zinc Acci%n sis.témica local 0. Conejos: 3000 Residuos: cromatografia de gas
C7H10N403 y etilenbisditiocarbamato de manganeso : mg/Kg. liquido.

(Mancozeb)
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2.3 CARACTERISTICAS DEL MICROORGANISMO UTILIZADO EN EL
BIOENSAYO (Bacillus subtillis ATCC 6633)

Son bacilos alargados y rectos, de 0.5-2.5 x 1.2-10 um agrupados en pares de
cadenas con terminaciones redondeadas. Las células presentan una coloracion
Gram positiva y tienen movilidad por flagelos peritricos.

Bacillus subtillis ATCC 6633, realiza una fermentacion 2,3 butanodiolica, cuyos
productos principales son butanodiol, etanol, CO2, y H20. Estos
microorganismos también producen glicerol como un producto de la
fermentacion.

Son bacterias Gram positivas, mesofilas, no son potencialmente patdégenas
(Holt. et al. 1994), no producen endotoxinas y secreta proteinas hacia el medio.
Presentan un buen crecimiento en medios sintéticos que contienen azucares,
acidos organicos, alcoholes, etc. como las Unicas fuentes de carbono y el
amonio como unica fuente de nitrégeno (Bioland, 2007) .

Son aerobicos facultativos. Se encuentran en un amplio rango de habitats y son
uno de los mas representativos del suelo (Holt. et al. 1994).

Producen endosporas termoresistentes, de forma oval, las cuales resisten a la
desecacion, la radiacion, los acidos y los desinfectantes quimicos.

Producen o secretan sustancias antimicrobianas, como la Subtilina, un tipo de
Lantabiotico peptidico sintetizado ribosomalmente, el cual actua contra
bacterias Gram positivas, y proporciona proteccion contra las condiciones
adversas en el medio ambiente (Heinzmann. et al. 2006). La produccion de
este antibidtico ha sido muy estudiada en la cepa ATCC 6633, en la cual se
han podido determinar los genes especificos involucrados en este proceso,
dichos genes son: Spa B, Spa T, Spa C. ( Stein, 2005)



3. METODOLOGIA

3.1 SELECCION DE LOS PLAGUICIDAS Y PREPARACION DE LAS
CONCENTRACIONES.

Para determinar los plaguicidas a utilizar en el bioensayo, se realizaron
encuestas en algunas de las casas agricolas mas importantes de la ciudad de
Popayéan, estas registran a su vez los mayores indices de ventas en insumos
agricolas. En la Tabla 3, se muestran los plaguicidas mas utilizados segun la
frecuencia de ventas.

Tabla 3. Lista de plaguicidas mas utilizados en el municipio de Popayan
HERBICIDAS FRECUENCIA DE VENTA
Roundup (Glifosato)
Gramoxone SL
Tordon (Picloram)

Rocket

Combo( Picloram-helechos)
2-4-D

Afalon (Linuron)
INSECTICIDAS

Furadan (Carbofuran)
Tamaron (Metamidophos)
Malathion (malathion)
Lorsban (Chlorpyrifos)
Cyromazina

Deltametrina

Profenofos

Permetrina

Carbosulfan

Cypermetrina
FUNGICIDAS

Manzate (Mancozeb)
Curzate (Cymoxanil)
Fosetal De Aluminio
Format (Propineb)
Benomyl

Oxicloruro De Cobre
Carbendazim
Carboxin (semillas)
Azufre 7-20 (roya)
Benalaxyl

1 Sandofan
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Los plaguicidas seleccionados fueron los que mostraron una incidencia de venta = a 3 (numero
de repeticiones del nivel en ventas que ocupaba un plaguicida) en las siguientes agropecuarias
consultadas: MultiAgro, SuperAgro, Agro insumos del Cauca, Deposito Norte, SurtiAgro,
ProAgro. La calificacion representa el nUmero de repeticiones obtenidas en las seis casas
agricolas.



Una vez seleccionados los plaguicidas a evaluar, se procedid a establecer las
concentraciones para su utilizacion en el bioensayo, estas se muestran en la
Tabla 4 y se fijaron de acuerdo a las recomendaciones de preparacion indicadas
en las casas agricolas y en las etiquetas de los productos, esto con el fin de hacer
el experimento lo mas cercano posible a la aplicacion real de estos productos.
Posteriormente se calcularon las respectivas cantidades para su utilizacion a
pequefa escala de la siguiente manera:

Primero se preparé la concentracibn recomendada (denotada también como
concentracion normal, N), luego se prepararon tres diluciones mas de cada
plaguicida a diferentes concentraciones, asi: Una concentracién superior a la
recomendada (+1) y dos por debajo de la misma (-1 y -2 respectivamente). Cada
uno de los plaguicidas se disolvié en una solucion de Dimetil Sulfoxido (DMSO) y
Glicerol en relacion 70 — 30 (D. Liu. et. al. 1991), con el propésito de garantizar
que las soluciones sean homogéneas.

Posterior a la preparacion de los pesticidas, estos se almacenaron, de uno a dos
dias, a 4°C para prevenir la desnaturalizacion de sus componentes.
Paralelamente, se esterilizaron discos de papel filtro de aproximadamente 5 cm de
diametro, de las siguientes caracteristicas: Papel filtro Wathman tipo 1, cuyo
tamafio de poro es de 11um, composicién: celulosa y un tipo de resina inerte que
corresponde a uno de los papeles filtro mas ampliamente utilizados en este tipo de
pruebas.

3.2 PREPARACION DEL BIOENSAYO.

El bioensayo se realiz0 a partir de las esporas de Bacillus subtillis liofilizadas
contenidas en una membrana (donacion: Miguel Martinez. Universidad de
Concepcion. Chile). Inicialmente se realiz6 una prueba de viabilidad la cual
consistié en tomar una porciéon de 1 cm? de las esporas, contenidas en papel, las
cuales fueron inoculadas en 100 mL de medio de cultivo liquido (Glucosa 1.0 g/L,
CHsCOONa 1.0 g/L, Caldo nutritivo 1.0 g/L, Extracto de levadura 1.0 g/L, NH4NOs
1.3 g/L, K2HPO4 0.8g/L) y se incub6 130 rpm a 35°C por 12 horas.



Tabla 4. Lista de Plaguicidas y las concentraciones utilizadas en el Bioensayo.

Concentraciones utilizadas
PESTICIDA Tino de Cantidades
(+INGREDIENTE Iapuicida recomendadas para
ACTIVO) piag uso agricola
+1 N -1 -2
ROUNDUP Herbicida 5 mLL 75mUL | 5mUL | 2.5mUL | 1.25mLiL
(Glifosato)
GRAMOXONE SL . 0.75 0.375
(Paraquat) Herbicida 1.5 mL/L 2.25mL/L | 1.5 mL/L mL/L mL/L
TORDON 101 SL .
(Picloram + 2,4-D) Herbicida 6 mL/L 9 mL/L 6 mL/L 3mL/L | 1.5mL/L
(Piclora%?k/l/lstgulfuron) Herbicida 12.5¢g/L 18.75g/L 12.5¢g/L | 6.25¢g/L | 3.125g/L
FURADAN 3SC - 0.5
(Carbofuran) Insecticida 1 mL/L 1.5 mL/L imL/L mL/L 0.25 mL/L
TAMARON SL600 . 1.875 0.625 0.312
(Metamidofos) Insecticida 1.25 mL/L mL/L 1.25 mL/L mL/L mL/L
LORSBAN 4EC - 0.625 0.312
(Clorpirifos) Insecticida 1.25 mL/L 1.87 mL/L | 1.25 mL/L mL/L mL/L
MANZATE 200WP -
(Mancozeb) Fungicida 5g/L 7.5g/L 5g/L 2.5g/L 1.25¢g/L
CURZATE M-8
(Cymoxanil + Fungicida 25490/l 3.75g/L 2.50/L 1.25¢/L | 0.625g/L
Mancozeb)
FORMAT 70WP .
(Propineb) Fungicida 2g/L 3g/L 2g/L 1g/L 0.5g/L

Posteriormente se establecié la curva de crecimiento del microorganismo para
determinar el tiempo al cual se alcanza el punto maximo de la fase exponencial.
Ver grafica 2.



Grafica 2. Curva de crecimiento de B. subtillis. Se observa que a las 6 horas de
crecimiento se obtuvo el nimero maximo de células que corresponde a una
poblacion de 2x 10° cel / mL. El nimero de células se estimd mediante conteo en
camara de Neubauer y espectrofotometria.
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En este punto de la fase exponencial se tomaron e inocularon 0.5mL que
contenian aproximadamente 2,1x108 cel/mL de B. subtillis sobre una caja de Petri
con el medio de cultivo anteriormente mensionademencionado y adicionando
agar-agar (15g/L) para su solidificacion (previamente secados a 30°C x 8 horas) ,
y cuya densidad Optica fue de 0.4, ya que a esta densidad Optica el
microorganismo presentd su punto maximo de crecimiento, dentro de la fase
exponencial, determinada a una longitud de onda de 620 nm (D. Liu et al. 1991).

3.3 BIOENSAYO.

En cada una de las cajas inoculadas con B. subtillis se ubicaron 4 discos de papel
filtro, en los cuales, se aplicaron 7uL de los plaguicidas a las diferentes
concentraciones seleccionadas (ver tabla 4); Paralelamente, y en otra caja, se
ubicaron dos discos, los cuales se emplearon como controles. El negativo,
compuesto por el solvente Dimetilsulfoxido+Glicerol (DMSO+Glicerol) y el control



positivo compuesto por Oxitetraciclina mas el solvente (Gesche, et al. 2001). Las
cajas se incubaron a 35°C por 18 horas. Transcurrido este tiempo, se determiné la
toxicidad de cada plaguicida al medir el tamafio de los halos de inhibicion
alrededor de cada disco con plaguicida. En la grafica 3, se observa un esquema
del montaje experimental, ademas de la ubicacion de los discos en las cajas. Los
anteriores procedimientos se realizaron en cada una de las cuatro repeticiones
ejecutadas. Debido a la disposicion de material con el que se contaba, se
implemento un disefio experimental que se ajustara a ello, para lo cual fue
necesario realizar las cuatro repeticiones.

3.4 DISENO EXPERIMENTAL.

Para la realizacion de dicha investigacion se llevo a cabo un tipo de disefio de
bloques completos aleatorizados con unidades experimentales divididas, como
variables independientes cada uno de los plaguicidas y las diferentes
concentraciones de los plaguicidas; como variable dependiente el tamafio de halo;
el factor cuantitativo sera el diametro del halo en milimetros. Los bloques seran
cada uno de los experimentos realizados en diferentes tiempos; la unidad
experimental cada una de las cajas de Petri y la subunidad experimental cada uno
de los discos. Grafica 3.

3.4.1 Plan de Procesamiento y Andlisis Estadistico

Para el procesamiento estadistico de los datos obtenidos en la investigacion se
utilizo el programa SPSS para Windows, version 10 (SPSS Inc., Chicago, IL,
EUA), para el analisis de varianza se aplico una prueba de analisis de varianza
factorial y prueba de comparaciones multiples de Dunnet. Ademas se realizo una
prueba de correlacion lineal de Pearson.



BLOQUES COMPLETOS ALEATORIZADOS

Grafica 3. Esquema que ejemplifica el disefio experimental utilizado.
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4. RESULTADOS

4.1 PRUEBAS DE TOXICIDAD

Los diametros de los halos de inhibicion correspondientes a los plaguicidas en
general se ajustan a la distribucion normal (Shapiro-Wilk; p>0,05), pero no a la
homogeneidad de varianzas (Levene; p<0,05). En consecuencia, los analisis
comparativos se realizaron mediante analisis de varianza factorial y prueba de
comparaciones multiples de Dunnet.

Mediante andlisis de varianza se establece que hay diferencias estadisticamente
significativas entre plaguicidas, (f= 304,2; p= 0,000) y entre concentraciones (f=
158,13; p= 0,000) (ver anexo 1). No obstante las diferencias entre plaguicidas son
dependientes de la concentracion puesto que la interaccién plaguicida-
concentracion fue significativa estadisticamente (f=9,09; p=0,000)

Por medio de un analisis de comparacién mdultiple de Dunnet (Ver anexo 2), se
logra establecer lo siguiente:

El Manzate (14,620mm + 2.1), el Curzate (12.81mm + 2,3) y el Format (11,63mm
+ 1.65) son los plaguicidas con promedio de diametros de halos mas alto y difieren
significativamente entre si y de los demas grupos que se mencionan a
continuacion (p<0,005).

El Gramoxone, Tordon, y el Roundup con los promedios 9.37mm + 2.15, 9.5mm
+ 1.4 y 8.99mm + 0,73 respectivamente, no difieren significativamente entre si
(p>0,05) y ocupan el segundo lugar en cuanto a menor efectividad.

El plaguicida de menor efecto es el Lorsban con un promedio de halo de inhibicion
de 7.7mm +0,89 difiriendo significativamente del resto de los plaguicidas
(p=0,000).

En la tabla 5, se presentan los valores promedios de cada uno de los plaguicidas
anteriormente nombrados.

Por otra parte el Combo, Tamaron y Furadan conforman un cuarto grupo de
plaguicidas, los cuales no produjeron halos de inhibicion en ninguna de sus
concentraciones evaluadas (ver tabla 6), por lo tanto no presentaron toxicidad
frente a B. subitillis.



Segun los resultados obtenidos en el bioensayo se observo que siete de los diez
plaguicidas utilizados presentaron toxicidad sobre B. subtilis ATCC6633,
destacandose los fungicidas, como los plaguicidas que produjeron los mayores



halos de inhibicién (ver grafica 4), en donde el Manzate, presentd el mayor valor
promedio (14.6mm), seguido del Curzate (12.8mm) y Format (11.6mm). En
cuanto a los herbicidas estos presentaron en general un tamafio de halo
intermedio, destacandose el Tordon con un tamafio de halo promedio de 9.5mm,
el Gramoxone con 9.3mm y el Roundup con 8.9mm, Por otra parte, el Combo fue
el unico herbicida que no produjo halos de inhibicion.

De los tres insecticidas empleados en el estudio, Tamaron, Furadan y Lorsban,
solo este Ultimo presentd toxicidad. Vale la pena resaltar que los halos de
inhibicion presentados por el Lorsban fueron los mas pequefos, con respecto a
los generados por los otros plaguicidas, siendo su valor promedio de 7.7mm.

Tabla 5. Valores promedio (mm) de los halos de inhibicion de los plaguicidas que
causaron efecto toxico, segun las concentraciones evaluadas.

GRUPO DE CONCENTRACIONES Promedio P(a)
PLAGUICIDAS ) 1 N 1 total de los
plaguicidas
Manzate 13.06+1,92 13,50+1,83 1565+ 1,68 | 16.25+ 1,21 14.62+2.1
Curzate 9.94+0.45 | 12.41+0.86 | 13.30+1.08 | 1556+ 1.01 | 12.86+2.3
Format 9.55 +0.66 | 11.11+0.82 | 12.67 +1.04 | 13.21+0.73 | 11.63+1.65
Gramoxone 859+1.37 | 8.08+1.49 | 850+121 | 12.32+0.73 | 9.37+2.15 | 0,00
Tordon 8.23+0.37 | 9.16+0.97 | 999+ 1.33 | 10.80+1.24 | 9.54+1.41
Roundup 8.15 + 0.52 9.0 + 0.60 9.27 +0.52 9.5+0.43 8.99+0.73
Lorsban 6.93+045 | 759+0.73 | 7.99+0.95 | 8.45+0.60 | 7.74+0.89
Promedio total de
las 9.212+2.1 | 10.124+2.3 | 11.056+2.8 | 12.309+2.8 P(c) =0,00
concentraciones !
P(b) 0,000

P(a)= Significancia estadistica entre Plaguicidas
P(b)= Significancia estadistica entre concentraciones
P(c)= Significancia estadistica interaccién Plaguicidas-concentracion.

* Las anteriores significancias fueron obtenidas mediante un andlisis de varianza factoriales.

** | os promedios de los didmetros de los halos se expresan en mm.




Tabla 6. Valores promedio (mm) de los halos de inhibicion de los plaguicidas
gue no causaron ningun efecto toxico, segun las concentraciones evaluadas

GRUPO DE CONCENTRACIONES Fromedio total
e oS
PLAGUICIDAS | -2 -1 N +1 plaguicidas
Combo 0 0 0 0 0
Tamaron 0 0 0 0 0
Furadan 0 0 0 0 0
Promedio total de | 0 0 0
las concentraciones

Grafica 4. Diametro promedio de los halos de inhibicién producidos por los
plaguicidas.
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En cuanto a las concentraciones, al ser sometidas a un analisis de comparaciones
multiples prueba de Dunnet (ver anexo 2), se determinaron las siguientes
relaciones:

La concentracién que produjo una mayor toxicidad fue la +1 con un valor promedio
de 12,3mm +2,8 y la cual es estadisticamente diferente a las demas
concentraciones utilizadas (p<0,05).

Las concentraciones -1 y N con un promedio de 10.12mm +2.3 y 11.05mm +2.89
respectivamente, no difieren significativamente entre si (p> 0,00) y ocupan un nivel
medio en cuanto a toxicidad.



La concentraciéon -2 produjo la menor toxicidad, con un valor promedio de 9,2mm
+ 2,8 difiriendo significativamente de las concentraciones anteriormente
mencionadas (p<0,05).

Al detallar la tabla 5, se observa cada uno de los plaguicidas a sus diferentes
concentraciones, destacandose como se mencioné anteriormente, el Manzate, el
cual en la concentracion +1 el halo de inhibicién fue de 16.25mm+1.21, siendo
este el de mayor toxicidad encontrado, seguido por el Curzate, cuyo promedio del
halo de inhibicion a la concentracion +1 fue de 15.56mm + 1.01. El tercer puesto lo
ocupo el Format a concentracion +1, con un promedio de halo de 13.21mm + 0.73.
Los otros plaguicidas se ubican en orden descendente respectivamente.
Gramoxone, con un promedio de halo de 12.32mm + 0.73, el Tordon, con
promedio de halo de 10.80mm+1.24, el Roundup, cuyo diametro de halo fue de
9.5mm=+0.43. En ultimo lugar se encuentra el Lorsban, cuyo promedio de halo a la
fue de 8.45mm+0.60. Todos los promedios de los halos aqui descritos
corresponden a la maxima concentracion empleada en el estudio (+1).

En la Grafica 5 podemos observar algunas fotografias de halos de inhibicion
producidos por los plaguicidas.

Grafica 5. Fotografia de los halos de inhibicién producidos por algunos de los plaguicidas.
a) Format, b) Lorsban, c) Curzate.
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Se identificd la asociacion lineal positiva, significativa estadisticamente (Pearson:
p= 0,00), entre la concentracion de cada plaguicida y el diametro de halo.

Mediante los coeficientes de determinacion (R?) (ver grafica 6) se puede inferir que
la variabilidad que se observa en el diametro, depende de la concentracién para
los plaguicidas asi:

La influencia mas alta se encuentra en el grupo conformado por el Curzate, con-4n
68%, v el Format con un 70%.

Una influencia intermedia se encontré en el grupo conformado por los plaguicidas:
Manzate con un 39%, Gramoxone con un 43%,Tordon con un 45% vy Roundup con
un 41%.

Por ultimo, el plaguicida_Lorsban, con un 18% se generd_la influencia mas baja,
aunque significativa de las concentraciones sobre los plaguicidas.

Grafica 6. Correlaciones estadisticas de cada uno de los plaguicidas
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CONCENT
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d) Correlacion del Format.
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** |a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

f) Correlacién Roundup.
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En la grafica 7, se puede observar |la asociacion lineal, la cual describe_un
comportamiento directamente proporcional entre las concentraciones empleadas y
la formacion de los halos, es decir que a mayor concentracion, mayor tamafio de
halo de inhibicion, por lo cual el mayor nivel toxicolégico es para la concentracion
del +1, con un promedio de diametro de halos de (12.3mm), seguido de la
concentracion N con (11.0mm), la del -1 con (10.1mm) y por ultimo la
concentracion de -2 con (9.4mm).

Grafica 7. Diametro de los halos de inhibicion vs. Concentraciones de los
plaguicidas.
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En consecuencia la mayor toxicidad para Bacillus subtillis es la del Manzate con
un 79,.3% de efectividad sequido del Curzate v Format con 69,5% vy 63,45%
respectivamente.

El sequndo grupo lo conforman el Tordon con 51,6% de efectividad toxica media,
el Gramoxone con 50.5% v el Roundup 48.36%.

Una efectividad toxica baja pero presente, es la obtenida con el_Lorsban con
41,84%.

Finalmente se presentan los plaguicidas gue no mostraron ningun_tipo de toxicidad
hacia el microorganismo, estos son: Combo 0%, Furadan 0% y Tamaron 0%.

Tabla 7. Porcentajes de efectividad toxica de cada uno de los plaguicidas frente al control
positivo (Oxitetraciclina).

PROMEDIO
DEL
DIAMETRO DE | PORCENTAJE DE
HALOS EN mm | EFECTIVIDAD

OXITETRACICLINA
CONTROL POSITIVO (+)

18,4 100%
DMSO+GLICEROL CONTROL

O 0 0%
MANZATE 14,6 79.34%
CURZATE 12,8 69.5%




FORMAT 11,6 63.4%
GRAMOXONE 9.3 50.5%
TORDON 95 51.6%
ROUNDUP 8,9 48.36%
COMBO 0 0%
FURADAN 0 0%
TAMARON 0 0%
LORSBAN 17 41.84%




5. DISCUSION DE RESULTADOS

En general y apartir de los datos, se observa que la mayoria de los plaguicidas
empleados (siete de diez), presentan toxicidad para la cepa utlizada en el
bioensayo. Hubo diferencia significativa entre plaguicidas (f=304,2; p=0.000) y a
su vez diferencia significativa entre las concentraciones empleadas (f=158.13;
p=0.000)

En la grafica 7, se observa una clara diferencia en el comportamiento de las
concentraciones empleadas. La mayoria de los plaguicidas mostraron que a
medida que aumenta la concentraciébn aumenta el tamafio del halo de inhibicion y
por lo tanto la toxicidad sobre B. subtillis, demostrando que hubo una influencia
estadisticamente significativa de la concentracion sobre el plaguicida (f=9.09;
p=0.000)

Si los plaguicidas teniendo en cuenta su accion toxica (Fungicida,
Herbicida, Insecticida), a que los fungicidas son el conjunto que
presentd una mayor toxicidad. Este grupo lo conforman el Manzate (14,62mm +
2.1), Curzate (12.81mm + 2,3) y Format (11,63mm + 1.65), respectivamente.
Como es bien sabido los hongos poseen una alta capacidad de resistencia y
tolerancia a ambientes adversos, debido a esto se hace necesaria la utilizacion de
compuestos quimicos altamente toxicos para su erradicacion. Si este
grupo y observa_su composicién quimica, inferir que los
plaguicidas Curzarte y Manzate se hallan altamente relacionados debido a que
ambos poseen como principal ingrediente activo el mancozeb, cuya funcidn
sistémica es trabajar en coordinacion con los iones de zinc. A su vez este modo de
accion sistémico es también el mismo utilizado por el propineb, el cual es el
principal ingrediente activo del Format. Aunque se sabe que el zinc es un
micronutriente esencial para la célula, cuando su sistema de transporte se ve
afectado, puede variar las concentraciones de este en la célula, convirtiéndose
toxico en dosis elevadas; ya que este actia como cofactor en muchos procesos
metabolicos mediados por enzimas (Comunicacion Protocolo. 2005). Dicho efecto
es corroborado por investigaciones realizadas en el control de microorganismos
patdgenos en el tracto digestivo del cerdo en las cuales, se han tratado estas
infecciones, utilizando el zinc en forma de Oxido de zinc o Formiato de zinc en
cantidades minimas de (160-180 ppm Zn) en accién conjunta con el antibiético
indicado, las cuales arrojaron resultados positivos contra la infeccion bacteriana
(http://www. midiatecavipec.com/nutricion/nutricion110106.htm).

Por lo anteriormente descrito, se puede inferir que el Zinc es el directamente
responsable de la toxicidad causada por estos plaguicidas en B. Subtillis y que en
efcto los funguicidas se ubiquen como el grupo mas toxico en el presente trabajo.



En este caso la estructura quimica de los funguicidas en conjunto con el Zinc,
estarian interrumpiendo los procesos metabdlicos llevados acabo por las proteinas
y enzimas propias de B. subtillis lo que conllevaria a la muerte del mismo.

Por otra parte, los herbicidas utilizados presentaron un nivel toxico similar entre
ellos. Tanto el Tordon, Roundup y Gramoxone (9.37mm + 2.15, 9.5mm+ 1.4y
8.99mm + 0,73 respectivamente) no difieren significativamente entre si (p>0,05) a
excepcion del plaguicida Combo, el cual no mostro ningan nivel de toxicidad en las
concentraciones evaluadas. Este plaguicida; esta compuesto por dos ingredientes
activos el metsulfuron y picloram, este ultimo es también uno de los ingredientes
activos del Tordon, que a diferencia del Combo, si mostr6 un efecto toxico,
entonces ¢Por qué el Tordon si mostré un efecto toxico y el Combo no? La
respuesta se podria deber al ingrediente activo acompafante del Tordon, el 2,4-
D, el cual se ha demostrado en diversas investigaciones realizadas, su efecto
altamente toxico, por ejemplo, provoca disminucion de la produccion de ATP,
inhibicion de enzimas que participan en el metabolismo de lipidos y sintesis
proteica, inhibicidbn de enzimas detoxificantes del higado, inhibicion de la sintesis
de ADN vy disrupcién del sistema nervioso (Zychilnski & Zolnierowicz, 1996; El
Kebbaj et al., 1995; Rivarola & Balengo, 1991; Rivarola et al., 1992; Singh &
Awasthi, 1985).

En cuanto al Roundup, que es uno de los herbicidas mas ampliamente utilizados
en el mundo , se han realizado una gran variedad de investigaciones en las que se
afirma que es un plaguicida de baja toxicidad aguda y con nulos efectos en la
salud humana, a excepcion de algunas irritaciones cutaneas, no se difumina por la
cadena trofica, no es cancerigeno y solo ataca a la especie objetivo (Monsanto,
2005) (www.minagricultura.gov.co/media/104703859.pdf-); como también otros
estudios que afirman lo contrario, por ejemplo La EPA lo tiene clasificado como un
irritante medio, pero la Organizacion Mundial de la Salud ha encontrado efectos
mas serios, en varios estudios con conejos fue calificado como "fuertemente"”
irritante o "extremadamente" irritante, otras investigaciones realizadas en diversos
organismos se encontr6 que el Roundup y el Pondmaster (otra formulacion)
incrementaron la frecuencia de mutaciones letales recesivas ligadas al sexo en
mosca de la fruta; el Roundup en dosis altas, mostré un incremento en la
frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas en linfocitos humanos y fue
débilmente mutagénico en la bacteria Salmonella. También se ha reportado dafio
al DNA en pruebas de laboratorio con tejidos y 6rganos de raton (Cox 1995).Un
estudio realizado en la Universidad del Cauca evalu6 los efectos
citotoxicos/genotoxicos del Roundup (Glifosato) en ratones, el cual muestra que
este herbicida induce efecto letal dominante en células germinales y células
somaticas (Chicangana y Uribe 2006).

Un grupo de cientificos de la Universidad Nacional de Colombia puso a prueba el
glifosato con peces de la especie cachama blanca, del departamento del Meta. En
el estudio encontraron que las branquias y el higado de los peces fueron los



principales érganos afectados por la accion del herbicida, que es el mismo con el
que se estan fumigando los cultivos ilicitos en Colombia (MENDIVELSO. 2008).
Sin embargo, en este estudio se encontré que el glifosato mostré una toxicidad
media ante el B. subtillis, microorganismo tipico del suelo con un alto potencial
como indicador en el ambiente del suelo.

Es evidente que el glifosato, en estas investigaciones y en muchas otras no
citadas, ha demostrado toxicidad, pero en muy pocas de ellas se afirma que es
letal y extremadamente toxico para los organismos expuestos, sus efectos nocivos
estan presentes, pero no son lo suficientemente contundentes para acabar con la
vida de estos. En los resultados obtenidos en el presente estudio, puede
indicar que el Roundup si produjo una toxicidad en B. subtillis pero dicha
toxicidad es una de las mas bajas, en comparacion con los otros plaguicidas que
se evaluaron y que fueron toxicos, con lo cual se evidencia la presencia de
toxicidad; pero existen otros plaguicidas que demostraron ser mucho mas severos
en sus efectos toxicos por lo menos para el microorganismo utilizado en esta
prueba.

Con respecto a los insecticidas, se observo que, a nivel general no presentaron
ningun tipo de toxicidad frente a B. subtillis a excepcion del Lorsban, el cual si la
presentd (7.7mm=0,89) difiriendo significativamente del resto de los plaguicidas
(p=0,000), siendo el menos tdxico de todos.

de que el Lorsban y Tamaron pertenecen al mismo grupo quimico de los
organfosforados y cuyo efecto toxico se basa en la inactivacion de la
colinesterasa, los plaguicidas mostraron resultados diferentes. El Lorsban si
produjo halos de inhibicion, caso contrario al Furadan y Tamaron que no
presentaron ningun nivel de toxicidad sobre Bacillus subtillis. Estos resultados
coinciden con estudios ecotoxicoldgicos realizados en caracoles, empleando al
caracol dulce acuicola Physa venustula como herramienta para la evaluacion de
riesgos ambientales. Los caracoles fueron expuestos a diferentes tiempos al
Clorpyrifos, ingrediente activo del Lorsban, el cual produjo efectos letales y
subletales superiores, con relacion a los que se observaron al ser expuestos al
Metamidofos, ingrediente activo de Tamardon (lannacone, et al. 2002). Si se
observan bien, las estructuras quimicas y las formulas moleculares del Clorpyrifos
y el Metamidofos (ver Grafica 8), encontraremos que el primero posee mayor
numero de Carbonos y Oxigenos, haciendo que la estructura sea mucho mas
compleja que el Metamidofos, y por ello mas estable debido a sus interacciones
moleculares, lo cual conlleva posiblemente a generar mayor toxicidad.



Grafica 8. Estructura quimica de los plaguicidas

a) Gramoxone ( Paraquat)

PARAQUAT

[yl =

1,1'-dimathyl-4,4"-bipyridylium ion
(dichloride)

c) Manzate (Mancozeb)

e) Lorsban (Clorpirifos)
al 5\ 0—CH,—CH,
\\
¢l O—CHy—CH,

cl

b)Curzate (Cymoxanil)

el
Hm&

—CH—CH,

d) Roundup (Glifosato)

b)Tamaron (Metamidofos)

0 P,
H—rid‘/p SNs—cn,
H



d) Tordon (Picloram) e) Furadan (Carbofuran)

an N ¢
£ %

f) Format (Propineb) &6 \
S
If
NH—C_
CH, SN
| In
CH S
CH; NH—C
W
S
Aunque se disponen de muy pocos estudios realizados el Carbofuran

(ingrediente activo del Furadan), que permitan realizar una comparacién frente a
los otros insecticidas, si se encontré un estudio de “distribucién de Physa acuta
(Gastropoda: Physae) en Malasia y su conveniencia como material de prueba para
estudios de toxicidad de insecticidas- (HAJI. 1993). En dicha investigacion se
muestra que el Carbofuran tiene algunos leves efectos toxicos secundarios
similares a los del Lorsban, pero que este ultimo es visiblemente superior en sus
demas efectos toxicos. De esta manera se corroboran los datos obtenidos en el
estudio, ya que solo el plaguicida Lorsban present6 halos de inhibicién frente a los
otros plaguicidas del grupo de los insecticidas.

Desde otro punto de vista es de anotar que el herbicida Gramoxone presento un
comportamiento irregular en cuanto al efecto toxico segun la concentracion
(Grafica 7), ya que en la concentracion menor (-2), presenta halos de inhibicion de
diametros superiores a las dos concentraciones subsiguientes a ella (-1) y (N)
respectivamente. Finalmente en la concentracion del (+1), los halos presentan
mayor tamafio, es decir, su diametro es superior al de las otras tres
concentraciones.

Analizando el comportamiento del Gramoxone, este puede explicarse desde el
punto de vista de los procesos involucrados en la biodegradacién de sustancias
contaminantes llevadas a cabo por microorganismos, los cuales dependen de las
estructuras y propiedades fisico-quimicas de dichos compuestos, asi como del
proceso mismo de la biodegradacion.



El Gramoxone a concentracion de --2, mostré una toxicidad mayor que en -1y [\,
debido quizé a los metabolitos que se producen en el proceso de interaccion con
el microorganismo al utilizarlo como fuente de energia y/o carbono. Quiza los
metabolitos (subproductos) son mejor utilizados por el B. subtillis para su
crecimiento, los cuales aumentan paulatinamente al aumentar la concentracion,
pero cuando ésta se encuentra en exceso, en este caso en 1,
la sustancia presenta mayor toxicidad para el microorganismo porque supera la
capacidad de carga del mismo al volverse altamente téxico (Maier, 2000). Ademas
la alta concentracion puede afectar a los componentes celulares, reaccionar
adversamente con las enzimas biodegradativas, o de las enzimas que son
responsables de que el microorganismo utilice el contaminante como fuente de
energia o de carbono para su crecimiento.

Ademas se debe tener en cuenta la estructura quimica de las moléculas
contaminantes ya que estas poseen un efecto eléctrico (su carga) la cual
interfiere en la sustitucion de grupos moleculares de proteinas y enzimas vitales
para el desempefio de microorganismo, estas reacciones generalmente hacen
mas estable a la sustancia contaminante, lo que complica mas su degradacion;
ademas estas cargas eléctricas reaccionan con las proteinas de membrana del
microorganismo causandole una inestabilidad, debido a que interfieren en los
sistemas de transporte de entrada y salida de nutrientes, y en otras funciones
vitales.

La influencia de uno o varios de los factores anteriormente mencionados, se ve
reflejada en el diametro de los halos de inhibicion, en el caso del Gramoxone se
halla la necesidad de realizar estudios acerca de las rutas metabdlicas en la
degradacion de estos agroquimicos. Ademas en el analisis estadistico de Dunnet
para las concentraciones, se observa que al utilizar las concentraciones -1 y N no
hay diferencia significativa entre ellas, es decir que en general poseen el mismo
efecto toxico.

Se estableci6 una asociacion lineal positiva, significativa estadisticamente
(Pearson: p= 0,00), entre la concentraciébn de cada plaguicida y el diametro de
halo, notandose que la diferencia significativa existente entre el empleo de una
concentracion u otra, influye de forma diferente en cada plaguicida, ya que los
valores porcentuales analizados difieren de forma alta (Curzate 68% / Format
70%), intermedia (Manzate 39% /_Gramoxone 43% / Tordon 45% / Roundup 41%)
o baja (Lorsban 18%). Con respecto a esto se observa que el plaguicida cuyas
concentraciones influyen menos sobre su efecto es el Lorsban.

Mediante el analisis de comparacion multiple de Dunnet (Ver anexo 2) el estudio,
se pueden diferenciar claramente cuatro grupos de plaguicidas segun la magnitud
del efecto toxico presentado sobre Bacillus subitillis (ver Grafica 8).



Mediante el analisis realizado al comportamiento toxicolégico de los plaguicidas,
en comparacion al agente control empleado (oxitetraciclina), se logré la estimacién
porcentual del efecto toxico de estos. La oxitectraciclina al ser el control positivo se
determiné con una eficiencia del 100% y con base a ella se corroboraron los
resultados obtenidos en el analisis ya que los fungicidas ocuparon el mayor nivel
toxicologico (63.4% - 79.34%), seguidos de los herbicidas (48.36% - 50.5%) e
insecticidas (Unicamente el Lorsban con un 41% de efectividad) respectivamente.
Por otra parte logré determinar que los plaguicidas Combo, Furadan y Tamaron
pertenecientes al grupo de los insecticidas, tuvieron un 0% en cuanto a la
efectividad toxica sobre B. subtillis.

Grafica 9: Comparacion toxicologica entre los diferentes grupos de plaguicidas
empleados en el bioensayo. Escala con valores entre 0 y 15 mm (didmetro de de
los halos).

Ligeramente Toxico

Lorsban

El primero de ellos, conformado por los Insecticidas Tamaron, Furadan y el
herbicida Combo, los cuales no presentaron efecto toxico. El siguiente conformado
Gnicamente por el Insecticida Lorsban, el cual presentdé el menor indice de
toxicidad calificando como ligeramente toxico. El tercer grupo, conformado por los
herbicidas: Gramoxone, Tordon y Roundup, los cuales presentan un efecto
medianamente toxico. Por ultimo, el cuarto grupo conformado por los fungicidas:
Manzate, Curzate y Format, los cuales presentan el mayor efecto toxico reportado
y calificados como altamente toxicos.



6. CONCLUSIONES

Mediante las pruebas realizadas con B. subtillis ATCC6633, se logré determinar
qgue de los diez plaguicidas empleados, solo siete de ellos generaron algan grado
de toxicidad sobre el microorganismo, siendo el plaguicida Manzate el de mayor
toxicidad y el Lorsban el de menor toxicidad.

Las pruebas del estudio realizadas con B. subtilis ATCC6633, permitieron
clasificar a los plaguicidas utilizados en cuatro niveles toxicologicos. No téxicos:
(Tamaron, Furadan y Combo), ligeramente toxico (Lorsban 7.7+0,89),
Medianamente toxicos (Gramoxone 9.37+ 2.15, Tordon 9.5+ 1.4, y Roundoup
8.99+ 0,73) y altamente tdxicos (Curzate 12.81+ 2,3 , Manzate 14,620+ 2.1, y
Format 11,63+ 1.65).

Mediante las observaciones realizadas en el estudio y el analisis estadistico de los
resultados, se logré constatar un comportamiento directamente proporcional entre
la formacién de los halos de inhibicion y las concentraciones empleadas. A mayor
concentracion, mayor diametro del halo de inhibicién. No obstante, se determind
que la concentracion influye de manera diferente en cada plaguicida.

No existe un diferencia significativa entre el empleo de las concentraciones -1y N.

De los tres insecticidas empleados en las pruebas de toxicidad con B. subtillis
ATCC6633, tan solo uno de ellos, el Lorsbhan, fue téxico para este
microorganismo.

En cuanto a los funguicidas empleados en el estudio, se logré determinar que
todos presentaron algun grado de toxicidad, siendo el Manzate el de mayor
toxicidad y el Format el de menor.

Con respecto a los herbicidas evaluados en el estudio, se pudo determinar que
tres de los cuatro plaguicidas empleados, resultaron en algun grado toxicos para
B. subtillis ATCC6633, siendo el herbicida Tordon el que presento mayor grado de
toxicidad y el Roundup el de menor toxicidad. El herbicida Combo no presento
ningun grado de toxicidad en B. subtillis ATCC6633.

La comparacion de los plaguicidas empleados en el estudio con respecto al grupo
control, permitié determinar porcentualmente la toxicidad de los plaguicidas frente
al microorganismo, siendo el efecto de la oxitetraciclina el 100% y eventualmente
Manzate 79.34%, Curzate 69.5%, Format 63.4%, Tordon 51.6%, Gramoxone
50.5%, Roundup 48.36% y Lorsban 41.84.



B. subtillis ATCC6633 demostré ser un microorganismo eficaz, para la realizacion
del bioensayo en la prueba de toxicidad; ya que permitié realizar una clasificacion
toxicologica en los plaguicidas empleados.



7. RECOMENDACIONES

Bacillus subtillis ATCC 6633 puede ser empleado en pruebas de evaluacion de
toxicidad de este tipo de compuestos quimicos y es un potencial bioindicador
de toxicidad en suelos, al ser este su habitat natural.

El estudio realizado demostr6 que un 70% de los plaguicidas utilizados en el
municipio de Popayan causoé efecto toxico en Bacillus subtillis ATCC 6633 lo
gue sugiere realizar estudios que demuestren una alteracién del ecosistema
del suelo; El microorganismo empleado en el estudio es uno de los mas
representativos de este ambiente, por lo tanto es necesario continuar con
andlisis que permitan medir de manera mas amplia el impacto que generan
estos plaguicidas en los componentes bidticos y abidticos del suelo.

Es recomendable realizar mayor cantidad de estudios sobre biodegradacion de
pesticidas en donde se logre aclarar el porque de la toxicidad de los mismos,
asi como el efecto que pueden tener los subproductos en el proceso, por ello
seria interesante realizar investigaciones a nivel molecular que permitan
ampliar el conocimiento de las rutas metabdlicas, asi como el efecto de los
contaminantes a nivel celular.

Es muy importante realizar estos estudios en forma interdisciplinaria, en donde
se puedan complementar los resultados con investigaciones de caracter
bioquimicas, quimicas, fisiologicas y genéticas, entre otros, que complementen
y profundicen sobre los efectos de estos contaminantes en el suelo.
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