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El presente proyecto esta encaminado a encontrar una alternativa de solucion en la
busqueda de una mayor eficiencia en el proceso de produccién de esporas de dos
tipos de hongos entomopatdégenos para el desarrollo de agentes de control bioldgico,
mediante la exposicion a campos magneéticos controlados y estables, durante tiem-

pos definidos.

Palabras Claves: Hongo Entomopatdgeno, Metarhizium anisopliae, Agente de Con-

trol Biolégico, Campos Magnéticos.

INTRODUCCION

as plagas han sido controladas durante afios me
diante el empleo de plaguicidas quimicos de

fuerte impacto negativo sobre los organismos
benéficos presentes en el ambiente. Es por eso que se
estdn implementando técnicas mas amigables como
lo es el uso del control biol6gico, siendo esta alternati-
va parte fundamental de un control integrado de pla-
gas y una alternativa que contribuye sustancialmente
a la minimizacién de impactos ambientales y de ries-
gos para la salud humana.

En las investigaciones que se han realizado hasta hoy
en la utilizacién del control biolégico de plagas a par-
tir de hongos entomopatégenos, en la mayoria de los
casos se destaca un componente de gran importancia
como lo es la tasa de crecimiento y esporulacién de
los hongos, generando un valor significativo para la
produccién industrial, dado a la relacién mayor tasa
de crecimiento, mayor eficiencia en el proceso y por
ende una disminucién en los costos de produccion de
los hongos entomopatégenos, reduciendo los tiempos
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tanto en la produccién como en la aplicaciéon “in situ”
del hongo como controlador.

Es asi como este proyecto realizado durante el trans-
curso de los afios 2007 y 2008 en el laboratorio de mi-
crobiologia de la Universidad Auténoma de Colom-
bia, presenta una propuesta de investigacién buscan-
do una mayor eficiencia en el proceso de produccién
de esporas de dos tipos de hongos entomopatdgenos,
exponiéndolos a campos magnéticos controlados y
estables, durante un tiempo definido.

Para esto la propuesta consto de tres etapas. La prime-
ra basada en el aislamiento y seleccién de los hongos
que fueron utilizados en el laboratorio y que actuaron
de control biolégico del mosquito Culex
quinquefasciatus. La segunda etapa que consistio en la
preparacion del cultivo madre para cada uno de los
hongos seleccionados. La tercera etapa basada en la
aplicacién de campos magnéticos a los hongos y que
estuvo precedida por una evaluacién de la esporula-
cién de los hongos sometidos a campos magnéticos.

Para el desarrollo de este proyecto de investigacion
fue fundamental tomar como base los adelantos que
se han realizado, en primera instancia por el Centro
Nacional De Electromagnetismo Aplicado de la Uni-
versidad de Oriente, en Santiago de Cuba. Cuba' y en
segunda instancia los avances realizados por los in-
vestigadores de la Universidad Auténoma de Colom-
bia en el proyecto denominado “EVALUACION DE
MICROORGANISMOS BIOCONTROLADORES SO-
BRE ELMOSQUITO Culex quinquefasciatus”® en don-
de se aislaron diferentes variedades de hongos ento-
mopatdgenos para el control biolégico del Culex
quinquefasciatus, y que fueron de ayuda para selec-
cionar en nuestro proyecto el hongo entomopatégeno
Metarhizium anisopliae, por presentar mayor
patogenicidad frente a las larvas del mosquito Culex
quinquefasciatus.

Cabe aclarar que para el control biolégico de un orga-
nismo plaga es fundamental que se involucre el desa-
rrollo de un agente de control biolégico, en donde se
encuentren implicados los siguientes aspectos:

® Seleccién de los hongos patégenos.

® Multiplicacién masiva de los hongos seleccionados
en laboratorio.

Influencia de campos magnéticos en la esporulacién del hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae

¢ Formulacién del hongo para su aplicacion.
¢ Aplicacion del hongo in situ.
e Evaluacion de la eficiencia in situ.

En este proyecto de investigacion se pretendi6 estudiar
la eficiencia en la Multiplicacion masiva de los hongos
seleccionados en laboratorio para el desarrollo del agen-
te de control biolégico. De ahi el interés del uso de cam-
pos magnéticos, ya que segtin reportes del Centro Na-
cional de Electromagnetismo Aplicado, Santiago de
Cuba, Cuba’; la exposicion a campos magnéticos es una
alternativa para la eficiencia en el crecimiento y
esporulaciéon del hongo que va a ser utilizado como
agente del control biolégico.

Es importante hacer la salvedad, que los resultados
expuestos en el documento corresponden a experimen-
tos a nivel de laboratorio, pero podrian ser
implementados en campo para evaluar su viabilidad
“in situ”.

MATERIALES Y METODOS
1) Descripcioén del Area de Estudio:

Para el desarrollo de la investigacién, se utilizaron
hongos entomopatégenos recolectados en el embalse
de Mufa, ubicado en el municipio de Sibate —
Cundinamarca.

El municipio de Sibate esta situado en la cordillera
oriental de los Andes a 2.574 m.s.n.m, a 4°30" latitud
norte y 74°16” longitud oeste y se encuentra aproxi-
madamente a una hora y quince minutos de la ciudad
de Bogota.

También fue parte fundamental de la investigacion el
uso del laboratorio de microbiologia de la Universi-
dad Auténoma de Colombia, Facultad de Ingenieria
Ambiental, ubicado en la Calle 18 No. 4 - 45 de Bogo-
ta, D.C.

2) Proceso de Aislamiento de Hongos Entomopatége-
nos:

Recoleccion de insectos muertos en el embalse del
Munia.
Desinfeccion

' Fuente: Centro Nacional de Electromagnetismo Aplicado Universidad de Oriente, Memorias de diplomado

Santiago de Cuba. 2005. Pag. 11

2 Fuente: RIVERA PINEDA, Giselle. Evaluaciéon de Microorganismos Biocontroladores sobre el Mosquito Culex
quinquefasciatus: Segundo Informe de Avance. Bogota D.C. Octubre de 2006. Pag. 19.

3 Fuente: Centro Nacional de Electromagnetismo Aplicado Universidad de Oriente, Op. Cit., P4g. 27.
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Camara hiimeda

Siembra en medios de cultivo.

Identificacion. (Materiales: laminas, azul de lactofenol,
claves)

3) Mantenimiento de Aislamientos

Los aislamientos de hongos se mantuvieron en
Sabouraud Dextrosa Agar (SDA) o Papa Dextrosa Agar
(PDA), a 4 Cy se realizaron pases cada 45-60 dias.

4) Seleccion de Aislamientos

Los aislamientos utilizados en el presente estudio se
seleccionaron con base en los resultados obtenidos en
el proyecto Evaluacion de Microorganismos
Biocontroladores Sobre El Mosquito Culex
quinquefasciatus.

5) Preparacion de Cultivo Madre

Para la evaluacion de la esporulacién fue necesario
preparar un cultivo madre, de cada uno de los hongos
estudiados, como se describe a continuacion.

5.1.) Hongos Aislados en el Laboratorio

- A partir de cepas madre conservadas a 4°C se prepa-
raron cultivos madre de cada uno de los hongos estu-
diados.

- Las esporas se recolectaron mediante extraccion.
(Materiales: Pipetas, Agua Destilada Estéril, Tween 80
(0.05%).

- Se realizaron diluciones decimales de la solucién de
extraccion. (Materiales: Tubos de Ensayo, Pipetas).

- Se procedi6 al conteo de esporas del hongo por me-
dio de la camara de Neubauer o hematocitometro.
(Materiales: Microscopio Optico Compuesto con au-
mento de objetivo minimo de 45X, Camara de
Neubauer). Ver fotogratia N 04 y N 05.

- Ajuste de concentracién de esporas.

- Siembra de volumen especifico en cajas de Petri con
SDA. (Materiales: Pipetas, Cajas de Petri de 9 cm de
diametro, Medio de Cultivo).

- Incubacién a 25°C. (Materiales: Incubadora para
microorganismos).

5.2.) Hongos Comerciales

- Se pesan 10 g de producto
- Se suspende en 90 ml de Agua con Tween 80 (0.05%)

- Se realiza diluciones decimales para facilidad del
conteo.

- Se realiza la lectura en la cdmara de Neubauer.

- Ajuste de concentracién de esporas.

- Siembra un volumen especifico en cajas de Petri con
SDA.

- Incubacién a 25°C
6) Evaluacion de la Esporulaciéon

6.1.) Disefio Experimental:
- Diserio factorial.

6.2.) Constantes del Experimento:

- Temperatura de incubacién: 25 C.

- Exposicion de los imanes: A los 7 dias de incubacion.
- Periodo de incubacién: 13 dias.

- Medio de Cultivo: SDA

6.3.) Variables del Experimento:

- Hongos Entomopatogenos:

Metarhizium anisopliae CB 990614 (insecto hospede-
ro del orden coleéptera-larva Premnotrypes vorax)

Metarhizium anisopliae CB 99068 (insecto hospedero
del orden coledptera-adulto)

- Intensidad de los imanes:

800 Gauss; de caracteristica Didmetro Externo 100 mm,
Didmetro Interno 50mm, y Espesor 15mm. (Ver Foto-
gratia No. 01.)

1200 Gauss; de caracteristica Didmetro Externo 70 mm,
Didmetro Interno 32mm, y Espesor 10mm. (Ver Foto-
grafia No. 02.)

- Tiempo de Exposicion:
15 minutos.

30 minutos.

| 22

Fotografia No. 1.
Iman 800 Gs.

Fotografia No. 2.
Iman 1200 Gs.
Fuente: Autores
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6.4.) Tratamientos:

T1 MetarhiziimmanisopliaeCB990614-Iman800Gs.-15min
T2 MetarhiziumanisopliaeCB90614-Iman800Gs.-30min
13 MetarhizitmmanisopliaeCBI0614-Imén 1200Gs.-15min
T4 MetarhizitmanisopliaeCB990614-Iman 1200Gs-30min
15 MetarhizitmmanisopliaeCB99068—-Iman800Gs-15min
T6. MetarhiziumanisopliaeCBY068-Iman800Gs-30min
T7 MetarhiziumanisopliaeCB9068-Iméan 1200Gs-15min
T8 MetarhizitmanisopliaeCBI9068-Tméan 1200Gs-30min
T9. MetarhiziumanisopliaeCB90614(control)
TI0MetarhiziumanisopliaeCB9906S (control)

6.5.) Numero de Replicas por Tratamiento:

- Se realizan tres replicas por tratamiento y dos repeti-
ciones del experimento.

7) Cultivo de los Hongos

A partir de los cultivos madre, los hongos fueron sem-
brados en tres cajas de Petri nuevamente en SDA, a
una temperatura de incubacion de 25 C. (Ver Fotogra-
fia No. 3.) Para determinar el tiempo de incubacién es
necesario un ensayo preliminar para seleccionar el
tiempo mas apropiado.

Fotografia No. 3. Colonia del hongo Metarhizium
anisopliae en SDA. Fuente: Autores

8) Recoleccién de las Esporas

- A partir de cada una de las cajas de Petri sembradas
fueron recolectadas las esporas mediante extraccién
con agua destilada estéril con Tween 80 (0.05%).

9) Conteo de Esporas

- Diluciones decimales de cada suspensién de extrac-
cion.

Influencia de campos magnéticos en la esporulacién del hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae

- Conteo de esporas de cada suspension por medio de
la cdmara de Neubauer o Hematocitometro. (Ver Fo-
tografia No. 4 y No. 5).

Fotografia No. 4. Camara de Neubauer o
Hematocitometro.
Fuente: http//www.ub.es/biocel/wbc/tecnicas/
contajecelular.htm

‘il

Fotografia No. 5. Sistema de Cuadricula para el
Conteo en la Camara de Neubauer o
Hematocitometro
Fuente: http//www.ub.es/biocel/wbc/tecnicas/
contajecelular.htm

REsuLTADOS

1) Tabulacién de los Resultados obtenidos, expresados
como Numero de Esporas por Caja de Petri
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Tabla No. 1. Tabulacién de Datos del Primer Experimento

Tratamiento Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio
T1 23 x10%e/c 15x107e/c 20x 107 e/c 19x107e/c
T2 23x107e/c 24x107e/c 29x107e/c 25x 107 e/c
T3 21x107e/c 21x107e/c 26x107e/c 23x107e/c
T4 16 x107e/c 14x107e/c 20x 107 e/c 17x107e/c
T5 26x107e/c 22x107e/c 25x107e/c 24x107e/c
T6 22x107e/c 29x107e/c 17x 107 e/c 23x107e/c
T7 30x107e/c 29x107e/c 28x107e/c 29x107e/c
T8 23x107e/c 22x107e/c 23x107e/c 23x107e/c
T9 9x107e/c 11 x107e/c 10x107e/c 10x107e/c
T10 10x107e/c 8x107e/c 10x107e/c 9x107e/c
*e/c: Esporas obtenidas por Caja de Petri de 9 cm de Didmetro
Fuente: Autores
Tabla No. 2. Tabulacién de Datos del Segundo Experimento
Tratamiento Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio
T1 13x107e/c 15x107e/c 18x107e/c 15x 107 e/c
T2 19x107e/c 15x107e/c 18x107e/c 17x 107 e/c
T3 24x107e/c 22x107e/c 22x107e/c 23x107e/c
T4 20x107e/c 20x107e/c 15x107e/c 18x107e/c
T5 23x107e/c 26 x107e/c 25x107e/c 25x107e/c
T6 30x107e/c 26x107e/c 28x107e/c 28x107e/c
T7 23x107e/c 19x107e/c 29x107e/c 24x107e/c
T8 15x107e/c 14x107e/c 16 x 107 e/c 15x 107 e/c
T9 10x 107 e/c 5x107e/c 8x107e/c 8x107e/c
T10 9x107e/c 4x107e/c 8x107e/c 7x107e/c

Fuente: Autores

Tabla No. 3. Tabulacion de Datos de Valores Maximos, Mininos y Varianza de los Experimentos

*e/c: Esporas obtenidas por Caja de Petri de 9 cm de Didmetro

Para la obtencién de cada resultado de las replicas, se realizé el promedio de las dos lecturas obtenidas en la
Céamara de Neubauer, siendo este resultado expresado en Ntimero de Esporas por mililitro (e/ml), y luego en
Ntumero de Esporas por Caja Petri (e/c) como se presenta en las Tablas No. 1. y No. 2.

Primer Experimento Segundo Experimento
Tratamientos Varianza| Max Min Tratamientos Varianza| Max Min
1 16 23 15 1 6 18 13
2 10 29 23 2 4 19 15
3 8 26 21 3 1 24 22
4 9 20 14 4 8 20 15
5 4 26 22 5 2 26 23

—_—
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Influencia de campos magnéticos en la esporulacién del hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae

Primer Experimento

Segundo Experimento

Tratamientos Varianza| Max Min Tratamientos Varianza| Max Min
6 36 29 17 6 4 30 26
7 1 30 28 7 25 29 19
8 0 23 22 8 1 16 14
9 1 11 9 9 6 10 5
10 1 10 8 10 7 9 4

* e/c: Esporas obtenidas por Caja de Petri de 9 cm de Didmetro

Fuente: Autores

2) Comparacion de Resultados entre los Hongos trata-
dos y no tratados con Campos Magnéticos

Después de realizado el conteo de las esporas de los
tipos de hongos con referencia (CB 990614 y CB 99068),
tratados y no tratados con campos magnéticos, se efec-
tud una comparacién de acuerdo a las esporas produ-
cidas, en un periodo de incubacién de 13 dias. Acla-
rando que se realizaron dos experimentos, teniendo
en cuenta para cada uno las mismas variables evalua-
das.

Tratamientos Vs No. de Esporas/Cajas Petri

IF de Espoaias | Caja de Petni
i e}

Tratamientos

I ongos Con Trabamiento Magnétoo
I Hioricos S TrtaTmendo Magnetco

Grafico No. 1. Primer Experimento Tratamientos Vs
No. de Esporas/Cajas Petri. Fuente: Autores
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Grafico No. 2. Valores Maximos, Minimos y Prome-
dios del Primer Experimento. Fuente: Autores
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Grafico No. 3. Segundo Experimento Tratamientos

Vs N¢ de Esporas/Cajas Petri. Fuente: Autores
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Grafico No. 4. Valores Maximos, Minimos y Prome-

dios del Segundo Experimento. Fuente: Autores
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Primer Experiemnto
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Grafico No. 5. Comparacién Primer Experimento Vs
Segundo Experimento. Fuente: Autores

En el Gréfico No. 5 se observa como los dos experimen-
tos, demuestran una tendencia muy similar de acuerdo
con la cantidad de esporas por cajas de Petri en cada
uno de los tratamientos, esto ratifica el cambio que pro-
duce los campos magnéticos en la esporulacion de los
aislamientos del hongo Metarhizium anisopliae.

Promedio de Experimentos
(Tratamientos Vs
MNo. de Esporas | Cajas de Petri)

H
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Tratamientos

Grafico No. 6. Media Aritmética de los Experimen-
tos. Fuente: Autores
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de Esporulacién de los dos Experimentos
150 s 19
L0
250
200

233 ) I I
189 194
150
100
1]
]
1 2 3

Tratamientos

.!I-.l’

I 100 ]GIJ

Porcentaje de Esporulacion (%]
N

Grafico No. 7. Promedio Porcentual de Esporulacion
de los Experimentos. Fuente: Autores

DiscusIiON DE LOS RESULTADOS

Efecto del Magnetismo sobre el Hongo Entomopatoge-
no Metarhizium anisopliae:

Al someter el hongo Entomopatégeno Metarhizium
anisopliae a intensidades de magnetismo (800 y 1200
Gs) y tiempos de exposicion (15 y 30 min), se presen-
taron diferencias en la esporulacién entre los hongos
con tratamientos y los dos hongos denominados testi-
gos, para los experimentos realizados en el laborato-
rio de la Universidad Auténoma de Colombia, Facul-
tad de Ingenieria Ambiental, lo cual demuestra el efec-
to que causa los campos magnéticos en el hongo
Metarhizium anisopliae, siendo el Tratamiento 7
(Metarhizium anisopliae CB 99068 — Iman 1200 Gs -
15 min) el mas representativo en los dos experimen-
tos realizados, obteniendo los valores mas altos en la
lectura de Numero de Esporas / Cajas de Petri, asi
como también en su respectivo Porcentaje de Esporu-
lacién, como se puede observar en el Grafico No. 07. y
en la siguiente tabla:

Tabla No. 4. Recopilacién Resultados de los
Experimentos. Fuente: Autores

N°de Esporas | Porcentaje de

Tratamientos / Caja de Esporulacién
Petri (%)
1 17x107e/c 189
2 21x 107 e/c 233
3 23x107e/c 255
4 17.5x 10" e/c 194
5 24.5x 107 e/c 306
6 25.5x 107 e/c 319
7 26.5x 107 e/c 331
8 19x107e/c 237
9 9x107e/c 100
10 8x107e/c 100

Los resultados del experimento indican que el Trata-
miento 7 (Metarhizium anisopliae CB 99068 — Imén
1200 Gs.-15 min) es el tratamiento que mostro un me-
jor efecto cuando fue sometido a campos magnéticos,
constituyendo una alternativa viable si se desea obte-
ner gran cantidad de esporas en un corto periodo de
tiempo, para luego ser empleadas en un programa de
control bioldgico. Se observo también que los hongos
sometidos a campos magnéticos, desarrollaron un por-
centaje de esporulacion del orden del 90 a 230% maés
alto con respecto a los hongos que fueron utilizados
como testigos o que no fueron sometidos a campos
magnéticos.
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Influencia de campos magnéticos en la esporulacién del hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae

CONCLUSIONES e El tratamiento N° 1(Metarhizium anisopliae CB

990614 — Iméan 800 Gs.-15 min), obtuvo los porcen-

¢ Con la investigacion se demostr6 que al someter el tajes mas bajos en cuanto a Produccién de Esporas

hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae a / Cajas de Petri, con respecto a los hongos tratados
campos magnéticos controlados, aumenta conside- con campos magnéticos.

rablemente la produccién de esporas del hongo. i
* Los hongos que fueron sometidos a campos mag-

e El campo magnético actda de forma favorable en néticos siempre presentaron una mayor Produccién
la Produccién de Esporas / Cajas de Petri en el Tra- de Esporas / Cajas de Petri que aquellos hongos
tamiento N° 7 (Metarhizium anisopliae CB 99068 — que no tuvieron contacto con algtin campo mag-
Iman 1200 Gs.-15 min), obteniendo un 231% de es- nético.

porulacién mas alto con respecto al hongo
Metarhizium anisopliae CB 99068 denominado de
control o testigo.

e Con la investigacién se demostré que el campo
magnético acttia de una mejor forma sobre el hon-
go entomopatdgeno de referencia CB 99068.
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