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RESUMEN

En el presente trabajo se evaluó la toxicidad de diez plaguicidas utilizados 
en el municipio de Popayán-Colombia, empleando la técnica de difusión 
en disco y como bioindicador Bacillus subtillis, ATCC 6633.  Para la 
evaluación se utilizó la formulación comercial, puesto que se pretende 
conocer la toxicidad de estos agroquímicos en la presentación que utiliza 
el campesino.  Los resultados mostraron que pueden diferenciarse clara-
mente cuatro grupos de plaguicidas según la magnitud del efecto tóxico; 
el primero de ellos conformado por el herbicida Combo y los insecticidas 
Tamaron  y Furadan, los cuales no mostraron toxicidad.  El siguiente grupo 
calificado como ligeramente tóxico, compuesto por el insecticida Lorsban 
con un 42.0% de toxicidad, seguido de los medianamente tóxicos, entre 
los que se encontró a los herbicidas Tordon, Gramoxone y Roundup, con 
una toxicidad de 51.6%, 50.5% y 49.0% respectivamente.  Finalmente el 
grupo de los altamente tóxicos, conformado por los fungicidas Manzate, 
Curzate y Format, con una toxicidad de 79.3%, 69.5% y 63.45% respectiva-
mente.  Mediante análisis de varianzas, se estableció que hubo diferencias 
significativas entre plaguicidas y entre concentraciones (p=0.000), y que 
las diferencias dependen del tipo de plaguicida y de la concentración utili-
zada, puesto que la interacción plaguicida - concentración fue significativa 
estadísticamente (p=0.000).
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ABSTRACT

This research evaluated the toxicity of ten pesticides used in the municipality of Popayan, Colombia, using bioassays 
with Bacillus subtillis, ATCC 6633, employing the disk diffusion method. For this study, was used the commercial 
formulation, because we want to know toxicity of these agrochemicals in the presentation used by farmer. Results 
showed that four groups of pesticides according to the magnitude of toxic effect, the first group is composed by 
Combo, Tamaron and Furadan, insecticides, which showed no toxicity.  The second group was lightly toxic, which 
was Lorsban insecticide with 42% of toxicity followed by moderately toxic, among those are Tordon, Gramoxone 
and Roundup herbicides, with a toxicity of 51.6%, 50.5% and 49.0% respectively. Finally the group of highly toxic, 
are Manzate, Curzate and Format fungicides, with a toxicity of 79.3% 69.5% and 63.45% respectively. The analysis 
of variances, showed a significant differences between pesticides and between concentrations (p = 0.000).  The 
differences depends of the type of pesticides and the concentration used, because the interaction pesticide - con-
centration was significant statistically (p = 0,000).

INTRODUCCIÓN

Los plaguicidas son ampliamente utilizados en la agri-
cultura, siendo liberados al ambiente en grandes canti-
dades, sin que se conozca su verdadero efecto tóxico.  
En la actualidad no es posible una agricultura con altos 
rendimientos sin la utilización de medidas de protección 
de las plantas, hoy se concibe el uso de los plaguicidas 
enmarcados dentro de un manejo integrado de plagas, 
enfermedades y malezas, lo que obliga a conocer pro-
fundamente las propiedades de estos compuestos, sus 
residuos en los cultivos y en el medio, así como sus 
aspectos toxicológicos [1].  Estudios sobre la toxicidad 
de estos compuestos aún dependen extensivamente 
de la utilización de invertebrados. [2, 3, 4], pero en los 
últimos años muchas publicaciones han mostrado el 
desarrollo de métodos alternos en pruebas de toxicidad, 
en los cuales se explora el uso de métodos rápidos y de 
bajo costo. [5, 6, 7].  Las bacterias propias del suelo, 
que están ampliamente distribuidas en la naturaleza y 
que juegan un papel ecológico muy importante en estos 
ecosistemas, pueden ofrecer un potencial de amplio 
uso para desarrollar pruebas de toxicidad; así como 
la facilidad de su manejo en el laboratorio, al crecer 
rápidamente permitiendo desarrollar pruebas en tiempos 
muy cortos y a muy bajo costo.  Este es el caso de 
Bacillus subtillis, bacilo Gram-positivo, productor de 
endosporas, resistentes a la desecación, radicación, 
altas temperaturas y desinfectantes químicos [8],  
adicionalmente tiene la capacidad de producir más de 

dos docenas de antibióticos con una alta diversidad de 
estructuras químicas que contribuyen a la sobrevivencia 
del organismo en su hábitat natural. [9, 10].

En el presente estudio se utilizó a Bacillus subtillis  ATCC 
6633 como bioindicador de toxicidad, con base en las 
características que le permiten alta adaptación en su 
hábitat natural y que tiene un potencial no sólo para ser 
utilizado en ensayos de antimicrobianos, sino en pruebas 
de toxicidad de pesticidas.  Los ensayos de toxicidad  
incluyen estudios del efecto del compuesto activo, [11, 
12, 13], pero poco se ha realizado  con la presentación 
comercial de la mayoría de ellos.  El propósito del presen-
te trabajo fue evaluar el efecto tóxico de los principales 
plaguicidas utilizados por los campesinos en el municipio 
de Popayán – Colombia,  los cuales son usados en su 
presentación comercial, que contiene además del ingre-
diente activo sustancias acompañantes que pueden influir 
en la toxicidad de cada plaguicida.

MATERIALES Y MÉTODOS

SELECCIÓN DE LOS PLAGUICIDAS Y PREPARACIÓN 
DE LAS CONCENTRACIONES. Los plaguicidas fueron 
seleccionados de acuerdo a los registros de mayor 
venta en las principales casas agrícolas de la ciudad de 
Popayán (02°26´39” de latitud norte y 76°37´ de latitud 
oeste). La preparación de las diferentes concentraciones 
se realizó a partir de las etiquetas de los productos, o 
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de las recomendaciones de los proveedores, con el 
fin de hacer el experimento lo más cercano posible 
a la aplicación que realiza el campesino  durante su 
utilización.  La concentración de uso agrícola se de-
nominó 1.0, se preparó una concentración mayor a 
ésta, denominada 1.5, seguida de dos concentraciones 
diluidas, denominadas 0.5 y 0.25. (Tabla 1).  Cada uno 
de los plaguicidas se  disolvió en una solución de Dimetil 
Sulfoxido (DMSO) y Glicerol en relación 70:30, solvente 
que permitió la solubilidad de todos los plaguicidas y 
que ha sido ampliamente utilizado como solvente en 
pruebas con microorganismos, ya que no interfiere con 
su estructura ni actividad bacteriana. [14].

BIOENSAYO. Se utilizó Bacillus subtillis ATCC 6633, el 
cual fue inicialmente reactivado tomando una porción 
de 1 cm2 de las esporas, contenidas en papel, e inocu-
ladas en 100 mL de medio de cultivo líquido (Glucosa 
1.0 g/L, CH3COONa 1.0 g/L, Caldo nutritivo 1.0 g/L, 
Extracto de levadura 1.0 g/L, NH4NO3 1.3 g/L, K2HPO4 
0.8g/L), esterilizado en autoclave a 121°C y 15 psi.  Se 
incubaron a 35°C por 24 horas y en agitación constante 
a 130 rpm. Se hicieron 2 repiques adicionales en medio 
líquido.  Se calculó el tiempo de máximo crecimiento, 
el cual fue alcanzado a las 6 horas de inoculación, 
momento en el cual la población de  B. subtillis estuvo 
alrededor de  2,1x106 cel/mL cuya densidad  óptica a 
620 nm fue de 0.4. [15]. 

Posteriormente se inocularon 0.5 mL del cultivo en cajas 
de petri, previamente puestas a 30°C x 8 horas.  

Se procedió a ubicar al azar 4 discos de papel filtro 
Whatman, impregnado con 7µL de los plaguicidas a 
las diferentes concentraciones seleccionadas (Tabla 1). 
En otra caja, se ubicaron dos discos, uno como control  
negativo, compuesto por el solvente  DMSO+Glicerol y 
el otro como control positivo compuesto por Oxitetraci-
clina más el solvente. Se hicieron cuatro repeticiones de 
cada plaguicida y de sus respectivas concentraciones.  
Las cajas fueron incubadas a 35 °C por 18 horas. 
Transcurrido este tiempo, se determinó la toxicidad 
de cada plaguicida, al medir el diámetro de los halos 
de inhibición alrededor de cada disco con plaguicida y 
se calculó el porcentaje del efecto inhibitorio relativo 
respecto al control positivo. [16].

DISEÑO EXPERIMENTAL. Para la realización de las 
pruebas se aplicó un diseño completamente al azar con 
estructura factorial, en el cual la unidad experimental 
fue el cultivo bacteriano dentro de la caja de Petri.  Para 
el procesamiento estadístico de los datos se utilizó 
el programa SPSS para Windows, versión 10 (SPSS 
Inc., Chicago, IL, EUA), para el análisis de varianza se 
uso la tabla ANOVA y para las comparaciones entre 
tratamientos se uso la prueba de Tukey, con una sig-
nificancia del 5%. 

RESULTADOS 

PRUEBA DE TOXICIDAD.  Se observó que siete de los 
diez plaguicidas evaluados, presentaron toxicidad sobre 

FORMULADO COMERCIAL
(INGREDIENTE ACTIVO)

Tipo de 
plaguicida

CONCENTRACIONES (mL/L o g/L)

1.5 Uso agrícola 
(1.0) 0.5 0.25

Roundup (Glifosato 48%) Herbicida 7.5 5.0 2.5 1.25
Gramoxone SL (Paraquat 20%) Herbicida 2.25 1.5 0.75 0.375
Tordon 101 SL (2,4-D 24% + Picloran 6%) Herbicida 9.0 6.0 3.0 1.5
Combo (Picloran 240g/L+ Metsulfuron 600 g/kg) Herbicida 18.75 12.5 6.25 3.125
Furadan 3SC (Carbofuran 33%) Insecticida 1.5 1.0 0.5 0.25
Tamaron SL (Metamidofos 48%) Insecticida 1.875 1.25 0.625 0.312
Lorsban 4EC (Clorpirifos) Insecticida 1.87 1.25 0.625 0.312
Manzate 200WP (Mancozeb 80%) Fungicida 7.5 5.0 2.5 1.25
Curzate M-8 (Cymoxanil 8% + Mancozeb 64%) Fungicida 3.75 2.5 1.25 0.625
Format WP (Propineb 700 g/kg) Fungicida 3.0 2.0 1.0 0.5

Tabla 1. Lista de plaguicidas y concentraciones utilizadas en el Bioensayo



Facultad de Ciencias Agropecuarias
Vol 7   No. 1     Enero - Junio  200918

B. subtillis ATCC 6633. Destacándose los fungicidas, 
por su mayor toxicidad, en donde el Manzate presentó 
los mayores halos de inhibición en todas las concen-
traciones, seguido del Curzate y Format  (Figura 1), 
correspondiente a un efecto inhibitorio con respecto al 
control positivo del 79.3, 69.5 y 63.4% respectivamente. 
En cuanto a los herbicidas estos presentaron en general 
un tamaño de halo menor que los fungicidas, no obser-
vándose diferencia significativa entre ellos, reflejándose 
en el efecto inhibitorio del 51.6, 50.5 y 49.0% para el 
Tordon, Gramoxone y Roundup, respectivamente. Como 
se observa en las Figuras 1 y 2, el Tordon y el Roundup, 
mostraron un comportamiento muy similar, con una 
ligera tendencia a aumentar la toxicidad al incrementar 
la concentración.

Mientras que el Gramoxone presentó un aumento 
notable de la toxicidad a la mayor concentración. El 
Combo fue el único herbicida que no produjo toxicidad 
sobre B. subtillis.

El Lorsban fue el único insecticida que presentó toxici-
dad, sus halos de inhibición fueron los más pequeños, 
con un efecto inhibitorio del 42%, observándose diferen-
cias significativas con respecto a los otros plaguicidas.  
Por el contrario el Tamaron y Furadan no mostraron 
toxicidad.

Mediante análisis de varianza se estableció que hubo 
diferencias significativas entre plaguicidas (p=0,000) 
y entre concentraciones (p=0,000).  No obstante 
las diferencias entre plaguicidas fueron dependientes 
de la concentración, es decir que existe una relación 
entre el tipo de plaguicida y la concentración utilizada 
(p=0,000). El modelo usado explica el 85.5% de la 
variación del diámetro, esto significa que durante el 
trabajo experimental se controlaron, en buena forma, 
factores de ruido que pudieran incidir en los resultados 
del diseño experimental. Cuadro 2.

EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN.  Por análisis de 
comparaciones múltiples de Tukey con α=0.05, se 
determinó que la concentración más tóxica fue la de 
1.5 para todos los plaguicidas, pero que este efecto 
puede variar dependiendo del plaguicida utilizado.   Es 
así como, en el Manzate las concentraciones de 1.0 
y 1.5 no presentaron diferencias significativas entre 
ellas, siendo por lo tanto, considerada la concentración 
de uso agrícola (1.0), de alta toxicidad. (Figura 2). El 
Format, Tordon, Roundup y Lorsban mostraron el mismo 
comportamiento, es decir que la concentración agrícola 
fue tan tóxica como la de 1.5, aunque la magnitud de la 
toxicidad fue disminuyendo en cada uno de ello.  Para 
el Curzate, la concentración de uso agrícola fue menos 
tóxica que la de 1.5, pero no mostró diferencia signifi-
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Figura 1. Diámetro promedio de los halos de inhibición producidos por los plaguicidas y porcentaje del efecto inhibitorio con respecto 
al  control positivo.
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cativa con la de 0.5. A pesar de que en el Gramoxone la 
mayor toxicidad fue a la concentración de 1.5, presentó 
un comportamiento diferente, con respecto a los otros 
plaguicidas, la concentración de uso agrícola (1.0) no 
fue significativamente diferente de las concentraciones 
menores.   Por otro lado, el Tordon, Roundup y Lorsban 
mostraron también un comportamiento interesante en 
cuanto al efecto de la concentración, encontrándose que 
la de uso agrícola no difiere de la de 1.5 y a su vez, ésta 
última no difiere significativamente de la de 0.5.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

De acuerdo a los resultados obtenidos, teniendo en 
cuenta el blanco de acción toxica de cada plaguicida, 
se encontró que los fungicidas fueron los más tóxicos, 
destacándose el Manzate, formulado comercial que 

contiene 80% de Mancozeb como ingrediente activo 
(i.a), que es también el mismo del Curzate, (64%).  A 
su vez tiene similitud con el Format cuyo principal i.a es 
el Propineb (700 g i.a/kg). Al comparar la composición 
química de estos dos i.a., se puede inferir que tienen la 
misma acción sistémica al trabajar con los iones zinc, 
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 éste en 
la célula, volviéndose tóxico en dosis elevadas, ya que 
actúa como cofactor en muchos procesos metabólicos 
mediados por enzimas. Dicho efecto es corroborado por 
investigaciones en las que se observó disminución de la 
luminiscencia bacteriana y del crecimiento de Colpidium 
cuando estos fueron sometidos a concentraciones bajas 
de ditiocarbamatos de cobre. [17].  Se observó también 
en el control de microorganismos patógenos del tracto 
digestivo del cerdo, donde se tratan estas infecciones 
utilizando zinc entre 160-180 ppm, en acción conjunta 
con antibióticos, las cuales arrojaron resultados posi-
tivos contra la infección bacteriana. [18]. 

Por lo dicho anteriormente se puede inferir que el zinc 
es el responsable de la toxicidad causada por estos 
plaguicidas a B. subtillis y que los fungicidas se ubiquen 
en  el grupo más tóxico en este trabajo. Por otra parte el 
cymoxanil compuesto acompañante del Mancozeb en 
el formulado Curzate, no aumentó la toxicidad de este 
plaguicida, pues parece haber sido utilizado por el mi-
croorganismo para su crecimiento, según los resultados 
obtenidos con una cepa de Botrytis cinerea, en donde 

FV g.l. SM CM F P-value
Plaguicida 6 2271.81 378.63 306.2353 0.00
Concen 3 593.1 197.7 159.8976 0.00

Plaguicida *Concen 18 203.35 11.3 9.1369 0.00

Residuales 420 519.29 1.24
Total 447 3587.55

R2 = 0.855     

Cuadro 2. Análisis de varianzas

Figura. 2  Diámetro promedio de los halos de inhibición vs. concentración 
de los plaguicidas evaluados.
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muestra que ocurre una biotransformación del cymoxanil 
en diversos metabolitos los cuales fueron rápidamente 
metabolizados por el microorganismo. [19].

Con respecto a los herbicidas evaluados, que presen-
taron una toxicidad media, es necesario considerar que 
en el caso del glifosato, este ha sido calificado como 
“fuertemente” irritante o “extremadamente” irritante, 
[20], en otras investigaciones se encontró que el Roun-
dup y el Pondmaster (otra formulación) incrementaron 
la frecuencia de mutaciones letales recesivas ligadas al 
sexo en mosca de la fruta; el Roundup en dosis altas, 
mostró un incremento en la frecuencia de intercambio 
de cromátidas hermanas en linfocitos humanos y fue 
débilmente mutagénico en Salmonella. [21].  También 
se ha reportado daño al DNA en ensayos in vitro en 
tejidos y órganos de ratón [22].  Sin embargo el glifosato 
es considerado biodegradable, lo que puede indicar que 
fue utilizado por B. subtillis como nutriente inicialmente 
y luego transformado en otros metabolitos que al ser 
tóxicos pudieron disminuir su crecimiento, pero siendo 
menos letales que los fungicidas evaluados. [23, 24].

Por otro lado, el Combo fue el único herbicida que no 
mostró toxicidad, compuesto por metsulfuron-metil 
(600 g i.a./kg) y  picloram (240 g i.a./L),  este último 
es también uno de los ingredientes activos del Tordon, 
que a diferencia del Combo, mostró toxicidad, muy 
posiblemente este efecto se deba a la presencia del 
2,4-D (24%),  ingrediente acompañante del picloram 
en el formulado Tordon, el cual ha demostrado en 
diversas investigaciones, su alta toxicidad al causar 
disminución de la producción de ATP, inhibición de 
enzimas que participan en el metabolismo de lípidos y 
síntesis proteica, inhibición de enzimas detoxificantes 
del hígado, inhibición  de la síntesis de ADN y disrupción 
del sistema nervioso. [25, 26, 27, 28, 29].

Con respecto a los insecticidas, se observó que no 
presentaron toxicidad frente a B. subtillis a excepción 
del Lorsban cuyo efecto inhibitorio fue del 42%, siendo 
el menos tóxico de los plaguicidas que mostraron toxici-
dad.  A pesar de que el Lorsban, (Clorpirifos 44.45 p/p) 
y Tamaron (Metamidofos 48%) pertenecen al mismo 

grupo químico de los organofosforados y en los que la 
toxicidad se basa en la inactivación de la colinesterasa,  
los plaguicidas mostraron resultados diferentes; el 
Lorsban produjo halos de inhibición, caso contrario al 
Furadan (Carbofuran 33%) y Tamaron que no presenta-
ron ningún nivel de toxicidad sobre Bacillus subtillis. Es 
posible que el clorpirifos cuya estructura química posee  
un anillo aromático con halógenos como el Cl sea más 
estable por su alta electronegatividad lo que conlleva a 
una posible mayor toxicidad, al compararlo con los otros 
dos ingredientes activos de los insecticidas. [30].

CONCLUSIONES

Se pueden diferenciar claramente cuatro grupos de 
plaguicidas, según el grado de toxicidad observado. El 
primero, conformado por los insecticidas  Tamaron (Me-
tamidofos), Furadan (Carbofuran) y el herbicida Combo 
(Picloram + Metsulfuron metil), los cuales no mostraron 
toxicidad. El siguiente, considerado como ligeramente 
tóxico, en el que se incluyó el insecticida  Lorsban, 
(Clorpirifos) con un efecto inhibitorio del 42.0%. El 
tercer grupo, integrado por los herbicidas: Roundup 
(Glifosato), Gramoxone (Paraquat) y Tordon (Picloran 
+ 2,4-D), los cuales presentan un efecto medianamente 
toxico, (49.0, 50.5 y 51.6%, respectivamente).  Por 
último, el grupo de los fungicidas: Format, (Propineb), 
Curzate (Cymoxanil + Mancozeb) y Manzate (Manco-
zeb), los cuales mostraron el mayor efecto inhibitorio y 
calificados como altamente tóxicos, con un porcentaje 
de 63.4, 69.5 y 79.3% respectivamente.

Mediante las observaciones realizadas y el análisis 
estadístico de los resultados, es evidente que la mayor 
toxicidad se observó a la concentración de 1.5, pero 
que ésta fue igualmente tóxica a la de uso agrícola en el 
Manzate, Format, Tordon, Roundup y Lorsban.  Que en 
el Tordon y Roundup la concentración de uso agrícola 
fue igualmente tóxica a la de 0.5.  Mientras que en el 
Lorsban la concentración usada por el campesino pre-
sentó similitud con la de 1.5 y 0.5.  Por otra parte, en el 
Gramoxone la toxicidad fue igual en las concentraciones 
de 0.25, 0.5  y 1.0. 
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El comportamiento observado indica que se requiere un 
manejo cuidadoso en la preparación de los plaguicidas, 
al ser utilizados por el campesino, debido a que la con-
centración de uso agrícola fue altamente tóxica en la 
mayoría de los casos, sugiriendo que pueden utilizarse 
estos agroquímicos a concentraciones menores sin 
disminuir su efectividad, pero produciendo un menor 
impacto negativo en el ambiente. 

Este estudio sugiere la utilidad de B. subtillis ATCC 6633 
en pruebas de toxicidad de plaguicidas, en las que se 
pueden utilizar este tipo de microorganismos los cuales 
son de fácil manejo en el laboratorio y de bajo costo, así 
como una alta confiabilidad en los resultados.
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