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Resumen

La radiacion ultravioleta emitida de la luz solar es uno de los factores abi6ticos mas
dafninos para la viabilidad de las esporas de hongos entomopatégenos que son
aplicados en superficies expuestas al sol, como las hojas y suelo en el control de
plagas. Aunque estos hongos son generalmente sensibles a la radiacion UV, existe
una notable variabilidad en su susceptibilidad, tanto entre especies como dentro de
una misma especie, reflejando adaptaciones naturales a diferentes condiciones
ambientales. Para mitigar el dafio causado por la radiacién UV, se han desarrollado
varios métodos, destacando la microencapsulacion. Esta técnica envuelve las
esporas en una matriz protectora, aislandolas de los efectos perjudiciales de la

radiacion UV y mejorando su viabilidad y eficacia en el control de plagas.

El objetivo del presente estudio es determinar el efecto de la radiacion UV-B en la
viabilidad celular de conidios microencapsulados de Beauveria bassiana, aislado de
Hylurgus ligniperda, utilizando una combinacién de maltodextrina y goma arabiga
como material de recubrimiento. En particular, se analizara cémo la variacion en las
proporciones de los polimeros utilizados afecta tanto las caracteristicas fisicas de
las microcapsulas como su capacidad para preservar la viabilidad de los conidios
de Beauveria bassiana. Ademas, se evaluara el papel crucial de la radiacion
ultravioleta UV-B como un factor abi6tico que influye en la viabilidad y estabilidad de
las microcapsulas. Para ello, se evaluaron distintas matrices poliméricas
microencapsulantes con el objetivo de determinar su efectividad frente a la radiacién

UV-B, con el fin de desarrollar un encapsulado de alta calidad y eficacia. Los



resultados evidenciaron que la formulacion 10% de maltodextrina y 10% de goma
arabiga fue la mas efectiva, reportandose una tasa de germinacion del 77.3%
después de tres meses de almacenamiento. Morfolégicamente las microcapsulas
obtenidas fueron principalmente esféricas, con algunas hendiduras y superficies
lisas, y tamafios de particula que oscilaron entre 2.5 y 9 um. Por otra parte, al
exponer el microencapsulado a una radiacion de 1500 mW/m? no se observaron
alteraciones morfologicas de los microencapsulados ni la capacidad de germinacion
de los conidios. contrariamente, los conidios desnudos fueron altamente sensibles
a la misma intensidad de radiacion, mostrando una significativa disminucién en su
viabilidad, subrayando la eficacia de la microencapsulacion como método de
proteccion. De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, se sugiere que
futuros estudios sean orientados en optimizar la formulacion con la finalidad de
aumentar la resistencia a la radiacion UV-B de los conidios encapsulados y evaluar
su efectividad in situ en aplicaciones a gran escala dentro de programas de control

biolégico de plagas.



Introduccion

El espectro ultravioleta se separa en tres rangos de longitud de onda con niveles
crecientes de energia: UV-A (320-400 nm), UV-B (280-320 nm) y UV-C (100-280
nm) (Braga et al., 2015). La capa de ozono en la estratosfera terrestre absorbe estas
bandas de forma selectiva, bloqueando por completo las longitudes de onda por
debajo de 290 nm. Como resultado, solo los rayos UV-A y B logran llegar a la
superficie del planeta. (Williamson et al., 2014). Durante los ultimos anos, se ha
evidenciado un aumento en el dafo de la capa de ozono, lo que ha permitido una
mayor incidencia de la radiacién UV-B a la tierra o a los ecosistemas (Egorova et
al., 2023). Este fendbmeno es preocupante debido a que la alta exposicion a la
radiacion solar ultravioleta puede resultar perjudicial, causando una serie de
modificaciones en la forma, funcién y quimica tanto a nivel celular como a nivel de
organismos completos. Estos cambios no solo afectan al individuo, sino que también
pueden influir en la composicion y dinamica de la comunidad, asi como en el

funcionamiento y los servicios ofrecidos por los ecosistemas (Mishra et al., 2017).

En relaciéon con los hongos, los efectos de la radiacién solar estan determinados por
varios factores clave, como la duracion de la exposicion, la longitud de onda y la
intensidad de los fotones que inciden en las células (Fuller et al., 2015). Entre los
tipos de radiacion UV, la radiacion UV-B (280-315 nm) es particularmente dafina
para los hongos debido a su capacidad de penetrar en la atmdsfera terrestre y
afectar directamente a las biomoléculas celulares. A nivel celular, el dano puede

surgir de la absorcion directa de estas longitudes de onda UV-B, o de forma



indirecta, donde los rayos UV-B son absorbidos por compuestos intermedios,
resultando en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales
causan dafos oxidativos en otros componentes celulares (Cadet et al., 2006). El
ADN y el ARN son especialmente vulnerables a la radiacion UV-B, dado que
presentan altos coeficientes de absorbancia para estas longitudes de onda, lo que
conduce a la formacion de dimeros de pirimidina. Estos dimeros pueden interferir
en los procesos transcripcionales y afectar la replicacion celular, comprometiendo
la viabilidad del organismo (Jiang et al., 2009). Otros componentes celulares, como
los aminoacidos aromaticos, también absorben radiacion UV, aunque en menor
medida. Esta absorcion puede causar fotofragmentacion, un proceso en el que las
moléculas se descomponen en fragmentos mas pequefios, reduciendo la
especificidad enzimatica y otras funciones bioldgicas criticas (Kang et al., 2005)
Este fendbmeno de dafo por exposicion a la radiacion UV-B es especialmente
relevante para los hongos entomopatdégenos, como Beauveria bassiana, donde la
viabilidad de los conidios es crucial para su eficacia como agente de control
bioldgico. Los hongos entomopatégenos son conocidos por su capacidad para
parasitar una amplia variedad de artropodos y se destacan por su amigabilidad
ambiental y la persistencia en el ambiente sin inducir resistencia en las plagas, a
diferencia de los insecticidas quimicos (Braga et al., 2001) Sin embargo, la
exposicion a la luz UV -B puede afectar negativamente la viabilidad y eficacia de
estos hongos ( Fernandes et al., 2007). La radiacion UV-B puede inducir dafios en
el ADN y ARN de los hongos entomopatdégenos, alterando su capacidad para
reproducirse y desarrollarse. Ademas, la generacion de ROS debido a la absorcion

de radiacion UV-B puede comprometer la integridad celular, afectando la fisiologia



general del hongo y su capacidad para parasitar insectos eficazmente. Por lo tanto,
entender como la radiacion UV-B impacta a estos hongos es crucial para optimizar
su uso en el control biolégico y para desarrollar estrategias de proteccion, como la
microencapsulacion, que puede ayudar a mitigar estos efectos adversos (Inglis et

al., 1995).

Hoy en dia se han identificado alrededor de 750 especies de hongos
entomopatdgenos que afectan a los artropodos, siendo Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae las especies mas utilizadas en el control de plagas. Ambas
pertenecen al orden Hypocreales y sobresalen por su capacidad para parasitar una

amplia variedad de hospederos. (Dauda et al., 2018).

El mecanismo de accién o el ciclo de infeccién de los hongos entomopatégenos,
como Beauveria bassiana, comienza con la dispersion de sus esporas asexuales
(conidios) por el viento, la lluvia o vectores artrépodos. Estos conidios se adhieren
a la cuticula del insecto mediante fuerzas electrostaticas y quimicas. Al rehidratarse
y recibir estimulos quimicos, germinan y forman una estructura especializada
llamada apresorio, 0 una clavija de penetracion, que permite que las hifas del hongo
atraviesen la cuticula del huésped utilizando enzimas hidroliticas (proteasas,
quitinasas, lipasas) y presion mecanica. Al llegar a la hemolinfa, el hongo cambia su
morfologia a blastosporas unicelulares, explotando los nutrientes, colonizando los
tejidos internos y evadiendo el sistema inmunologico del insecto. Ademas, el hongo
puede secretar metabolitos toxicos que suprimen el sistema inmunologico del

huésped, facilitando la colonizacion. Finalmente, el huésped muere y el hongo



produce nuevos conidios infecciosos en el cadaver momificado del insecto,

reiniciando el ciclo de vida del patdgeno (Humber, 2008).
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Figura 1. Mecanismo de infeccién de un hongo entomopatégeno (Humber, 2008).

Para mitigar los efectos negativos de la radiacion UV-B y asegurar la viabilidad de
los hongos entomopatdégenos, se han desarrollado diversas estrategias de
proteccion que potencian su efectividad como agentes de control biolégico. En este
sentido, la microencapsulacion destaca como una técnica prometedora para

preservar la eficacia de los conidios de hongos entomopatégenos en el control de



plagas. La microencapsulacion implica la creacion de una capa delgada que rodea
completamente a los materiales encapsulados, como particulas solidas, gotas de
liguido o moléculas de gas, formando asi el nucleo del material encapsulado
(Krasaekoopt et al., 2004). La técnica de microencapsulacion de microorganismos
como los hongos, permite proteger las células y extender su viabilidad por un
periodo prolongado. Este método es adecuado para agentes sensibles al calor,
tanto solubles como insolubles en agua, asi como para polimeros con propiedades
tanto hidréfilas como hidréfobas (Samborska et al.,, 2005). Aunque hay diversas
alternativas disponibles para la microencapsulacion, el empleo de la técnica de
secado por aspersion se presenta como una opcion favorable para el secado de
materiales biolégicos sensibles al calor, como enzimas y proteinas o incluso los
conidios de hongos entomopatdégenos, minimizando la pérdida de su actividad (Ré,
2006). Ademas, el secado por aspersion destaca en la microencapsulacién debido
a su reproducibilidad, rapidez y capacidad de escalabilidad. A la vez, es altamente
eficiente y representa una alternativa considerablemente mas econdomica en

comparacion con la liofilizacion (Oomah & Mazza, 2001).

Por otra parte, la eleccion de las matrices de encapsulaciéon desempefia un papel
crucial en determinar las propiedades fisicas y funcionales de los productos
microencapsulados (Haghshenas et al., 2015). En este se pueden utilizar varios
compuestos como revestimiento o pared en el proceso de encapsulacion. Dentro de
las matices mas utilizadas para el recubrimiento de compuestos bioactivos se
destacan los polisacaridos como la maltodextrina, los almidones, la goma arabiga y

la inulina debido a su diversidad, bajo costo y muchas aplicaciones en la industria



alimentaria, (Fernandes et al., 2014). La maltodextrina es ampliamente preferida
como material de recubrimiento debido a su baja viscosidad a concentraciones
elevadas de solidos, su costo accesible, sabor neutro y eficaz capacidad para
proteger contra la oxidacién, aunque su capacidad de emulsion es limitada (Korma
et al., 2019). Ademas, la goma arabiga, caracterizada por su alta solubilidad, baja
viscosidad y excelentes propiedades emulsionantes, también se destaca como un

material de recubrimiento adecuado (Korma et al., 2019) .

Debido a su amplia diversidad de aplicaciones, la microencapsulacion por secado
por aspersion actuara como un mecanismo de proteccion, de acuerdo con la
composicién quimica, polaridad, solubilidad, propiedades fisicas y funcionales de
cada matriz, mejorando aspectos como: i) la vida util. del analito al evitar la
oxidacién, como en el caso de los aceites esenciales o vitaminas liposolubles; ii)
prolongar la estabilidad y actividad funcional de compuestos termolabiles o
altamente reactivos, como los antioxidantes; iii) facilitar la incorporacion de
compuestos insolubles, debido a la interaccion que se facilita entre el material
encapsulante y el medio o solvente en el cual se va a dispersar; iv) conservar los
perfiles de aroma y sabor por un tiempo mas prolongado; y por ultimo, v) la
biodisponibilidad de nutrientes al facilitar la liberacion controlada en los sitios

requeridos de interaccion, entre otros beneficios (Rodriguez-Amaya, 2016).

En un estudio realizado por Amiet-Charpentier et al., 1998 donde se utilizé secado
por aspersion con recubrimientos derivados del almidén para encapsular
rizobacterias se reportd que la mejor supervivencia de las bacterias almacenadas

fue de alrededor del 25 %. Posteriormente Liu & Liu, 2009 utilizaron secado por



aspersion a baja temperatura para microencapsular los conidios de Beauveria
bassiana en varias matrices poliméricas, observando una mayor tasa de

germinacién en comparacion con los conidios no encapsulados.

Recientemente, se ha aislado una cepa de hongo entomopatdégeno capaz de
infectar a Hylurgus ligniperda, clasificado como Beauveria bassiana. Este hongo es
reconocido como un agente de biocontrol ambientalmente seguro, que no presenta
un problema para la salud humana y generalmente es inofensivo para los
organismos no objetivo (Zimmermann, 2007).Esta identificacion ofrece una
oportunidad unica para desarrollar un bioinsecticida o repelente efectivo contra esta

plaga que afecta las plantaciones forestales del pais.

Considerando los antecedentes expuestos, el objetivo del presente estudio es
determinar el efecto de la radiacion UV-B en la viabilidad celular de conidios
microencapsulados de Beauveria bassiana, aislado de Hylurgus ligniperda,
utilizando una combinacion de maltodextrina y goma arabiga como material de
recubrimiento. En particular, se analizara como la variacion en las proporciones de
los polimeros utilizados afecta tanto las caracteristicas fisicas de las microcapsulas
como su capacidad para preservar el potencial infeccioso de Beauveria bassiana.
Ademas, se evaluara el papel crucial de la radiacion ultravioleta UV-B como un
factor abiotico que influye en la viabilidad y estabilidad de las microcapsulas. Para
ello, se evaluaron distintas matrices poliméricas microencapsulantes con el objetivo
de determinar su efectividad frente a la radiacion UV-B, con el fin de desarrollar un

encapsulado de alta calidad y eficacia.






Pregunta de investigacion
¢, Como se puede proteger la capacidad insecticida de los conidios del hongo

Beauveria bassiana contra los efectos perjudiciales de la radiacion UV?

Hipotesis
La microencapsulacion de conidios del hongo entomopatogeno Beauveria bassiana

evita el dafo provocado por la radiacion ultravioleta de tipo UV-B y mantiene la
viabilidad

Objetivo general
Determinar el efecto de la radiacion UV-B en la viabilidad celular conidios

microencapsulados de Beauveria bassiana.

Objetivos especificos

1.- Evaluar el efecto de la radiacion UV-B en la morfologia y tasa de germinacion de

los de conidios de Beauveria bassiana

2- Analizar el impacto de la variacion del material encapsulante en la proteccion de

los conidios de Beauveria bassiana

3- Determinar la eficacia las formulaciones en la proteccion de los conidios de

Beauveria bassiana contra los efectos de la radiacion UV-B.



Metodologia

Diagrama de Flujo del Protocolo Experimental en el Estudio de
Tolerancia a UV- B de Conidios Microencapsulados

Obtencién del material
biolégico

Cultivo de hongos
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Figura 2. Diagrama de flujo del disefio experimental que ilustra los pasos desde el
cultivo de hongos hasta el analisis estadistico, incluyendo la preparacion y
evaluacion de conidios y microencapsulados.



Obtencién del material biologico

El material biolégico se obtuvo directamente de un espécimen de Hylurgus
ligniperda infectado colectados desde un aserradero en la comuna de cabrero,
region del Bio-Bio. Posteriormente la muestra fue trasladada al Laboratorio de
Quimica de Productos Naturales de la Universidad de Concepcion y fueron
almacenadas a -20 °C para su posterior uso. La determinacion taxonémica de la
especie recolectada se realizd observando los caracteres microscépicos bajo un
microscopio optico trinocular AmScope modelo T670B sobre secciones de material
fresco, montado en agua, KOH al 5%, floxina y reactivo de Melzer, utilizando

bibliografia base (Gamundi, 1971).

Cultivo hongos medio sdlido

Para el cultivo en medio sélido, se utiliz6 un medio de malta al 2% en placas Petri
de 60 mm de diametro, extrayendo el micelio en expansion directamente del H.
ligniperda infectado. Para el cultivo en medio liquido, la especie en estudio se
sembré en matraces de un litro con 600 ml de medio de malta al 2% . Estos medios
fueron cultivados bajo agitacion constante (12’ rpm) y a temperatura ambiente
durante un periodo aproximado de 10 dias. Se utilizé la metodologia de Varnero et

al., 2010 con pequefias modificaciones.



Cultivo en grano

Posterior al crecimiento en medio liquido se inoculan sustratos solidos para una
mayor propagacion de los conidios en el medio inoculado, se sembro en frascos de
vidrio con granos de trigo previamente hidratados y esterilizados, dejandolos
incubar por aproximadamente 10 dias para la generacién de conidios. (Varnero et

al., 2010)

Colecta y conteo de conidios

La colecta de conidios se realizé siguiendo lo descrito por (Kokue et al., 2019)
agregando agua destilada estéril directamente sobre los cultivos que presentaban
conidios, La masa solida se agité suavemente para facilitar el arrastre. Luego se
tomo una alicuota de conidios para el conteo especifico en una camara Neubahuer.
Para el conteo se uso la formula mostrada a continuacion siguiendo lo propuesto en

Gerénimo-Torres et al., 2016).

N de células , _1Cuadro 1000 mm?3 1 cm?3 N° CEL
[ J

# cuadrados L-A:P mm3 1 cm? 1 mL mL
grandes




Preparacién de microencapsulados mediante secado por aspersion

Para la obtencion del producto seco a partir de las formulaciones se utiliza la
tecnologia del secado por aspersion utilizando el instrumento BUCHI Mini Spray
Dryer B-290

o

-
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Figura 3. Equipo de secador por aspersion BUCHI Mini Spray Dryer B-290.

Los microencapsulados se prepararon utilizando un proceso de secado por

aspersion a baja temperatura siguiendo la metodologia base de Liu & Liu, 2009. Las
condiciones empleadas fueron las siguientes: temperaturas de entrada y salida de
80/30°C, velocidad de alimentacion de 0,45/0,24 L/h; y presion de aire de 5/7,5

kg/cm?. Para la matriz de encapsulacién, se prepararon tres formulaciones distintas:

Formulacién A: 10% p/v maltodextrina / 10% p/v goma arabiga
Formulacién B: 20% p/v maltodextrina / 10% p/v goma arabiga

Formulacién C: 30% p/v maltodextrina / 10% p/v goma arabiga



Posteriormente y para cada formulado se agregaron 10 ml de una suspension que
contenia conidios de H. ligniperda (2,5 x 108 esporas/ml) del cultivo sélido en una
solucion de Tween 80 al 0,01% a 90 ml de la solucién compuesta es decir con el
contenido de maltodextrina y goma arabiga correspondiente a cada formulacién. La
compatibilidad entre el polimero y el hongo se verifico antes del inicio del proceso
de microencapsulacién. Solo se utilizaron las microcapsulas recolectadas en el

fondo del colector para examenes adicionales y pruebas de almacenamiento.

Morfologia de los conidios y Microencapsulados

Las muestras se recogieron mediante centrifugacién a 3000 x g, se fijaron con
glutaraldehido al 2,5% en tampdn de cacodilato de sodio 0,2 M (pH 7,2) y luego se
fijaron posteriormente durante 2 h con tetroxido de osmio al 1% en tampén de
cacodilato. Las muestras se deshidrataron con una serie de lavados con acetona
(50-100%) y se secaron mediante secado de punto critico (CPD). Después del
recubrimiento metalico, las imagenes fotograficas se registraron utilizando el
microscopio electrénico de barrido (SEM) en el Centro de Espectroscopia vy

Microscopia, CESMI, de la Universidad de Concepcion.

Se determind el tamafo de particula de cada formulacién utilizando el diametro de
Feret a través de la escala entregada por el microscopio (10 ym para tamafio y 5
Mm para superficie) y la ayuda del programa de medicion Imaged. Se confecciona

histogramas de tamanos de encapsulados a partir del tratamiento de los datos



obtenidos desde las imagenes para las distintas formulaciones (N:100 particulas)

utilizando herramientas Excel y GraphPad 8

Ensayos de tolerancia a los rayos UV-B.

Los ensayos se realizaron a una intensidad de radiacién de UV-B 1500 mW/m 2 de
radiacion UV-B (Quaite et al., 1992a , Quaite et al., 1992) producida por una lampara
fluorescente TL 20W/12 RS (Philips, Eindhoven, Holanda). principalmente con UV-
B (pico a 313 nm) con salida minima de radiacién UV-Aa 25 + 1 °C. Esta irradiancia
se aproxima a la luz solar del mediodia del mes de diciembre en Concepcion, Bio-
Bio, segun Braga et al. (2001). La irradiancia espectral se midié con un

espectrorradiometro Ocean Optics USB 2000 (Dunedin, FL).




Figura 4. Camara de irradiacion de conidios de hongos entomopatdégenos con una
lampara TL 20W/12 RS (Philips, Holanda) a 1500 mW/m? de UV-B (pico a 313 nm)

y minima UV-A.

Tolerancia a los rayos UV-B de conidios de Bauveria
bassiania aislados de Hylurgus ligniperda.

Se realizé una prueba preliminar utilizando conidios desnudos de Beauveria
bassiana expuestos a una radiacion de 1500 m\W/m? durante intervalos de 30, 60,
90, 120, 150 y 180 minutos. Se prepard un stock inicial de 100 ml de una solucién
acuosa con una concentracion de 2.5 x 10° conidios/ml., distribuyéndose en placas
de espectrofotometria de 24 pocillos, cada uno con una capacidad de 3 ml.
Inmediatamente después de la exposicion, se extrajo un volumen de 50 ul y se
incubd en la oscuridad a 26°C en placas Petri con agar/malta al 2%. La germinacién
se evaluo a 400X de aumento a las 24 y 48 horas después de colocar los conidios
en el medio. Se considerd que los conidios habian germinado si presentaban un
tubo germinal mas largo que el diametro del conidio. Se evaluaron 300 conidios por
cada intervalo de tiempo. Los conidios se tifieron con una gota de solucién de azul
de metileno para facilitar el conteo. La tasa de germinacion después de cada

periodo de incubacion se calculd mediante la ecuacidn correspondiente.

Niumero de conidios germinados ) % 100%

Tasa de germinacion = (Ndmero total de conidios evaluados



Efecto de los rayos UV-B de conidios microencapsulados de
Bauveria bassiania

Se evalué el efecto de la radiacion UV-B sobre la viabilidad de conidios
microencapsulados de Beauveria bassiana, aislados de Hylurgus ligniperda. en
donde se depositaron 10 miligramos de cada formulacion (A, By C) y se diluyeron
en 10 ml de agua, posteriormente se expusieron a una radiacion UV de 1500 m\W/m?

durante un periodo de dos horas.

Después de la exposicion a la radiacion, se extrajo 50 pl se evaluo6 la tasa de
germinacion de los conidios a las 24 y 48 horas de incubacion desde el momento
en que se colocaron en el medio de cultivo La tasa de germinaciéon después de cada

periodo de incubacion se calculé mediante la siguiente ecuacion.

Numero de conidios germinados (7
S T T - ) x 100%
Numero total de conidios evaluados

Tasa de germinaciéon = (
Se considerd que un conidio habia germinado si presentaba un tubo germinal mas
largo que el diametro del conidio esto en base a Abalo, 2023. Para cada tiempo

evaluado, se contaron un total de 300 conidios por formulacion.



Secado por punto critico

Para visualizar la morfologia de las microcapsulas después de la exposicién a la luz
UV-B, se utilizé el método de secado por punto critico siguiendo (ANDERSON,
1951). Las muestras de microcapsulas de Beauveria bassiana se colocaron en
pocillos especiales con filtros de membrana de 0.22 micras, y para muestras mas
grandes, en pocillos con rejillas. Se anadié alcohol o acetona en la camara de
trabajo hasta cubrir las muestras, luego se sell6 y se enfrié hasta 4°C utilizando la
valvula azul. Posteriormente, se llené la camara con CO2 liquido mediante la valvula
verde y se agitdé durante 10 minutos. Después, se abridé la valvula negra para
eliminar la mitad del contenido, repitiendo este proceso cuatro veces. En el quinto
ciclo, la camara se llené parcialmente y se aumentd la temperatura a 32°C.
Finalmente, se abrid la valvula roja para liberar el CO2 en forma gaseosa,

completando asi el secado por punto critico.

Analisis Estadistico

Los datos obtenidos de las pruebas de viabilidad se analizaron estadisticamente
para determinar el efecto de la radiaciéon UV-B en conidios desnudos y sobre cada
una de las formulaciones. Se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) para comparar
las diferencias en la viabilidad entre las tres formulaciones y determinar la
significancia estadistica de los resultados. Los analisis estadisticos llevados a cabo
en este estudio se realizaron a través del software Statistica 7.0 (StatSoft Inc. Tulsa,

OK, USA).



Resultados

Condiciones de cultivo para Bauveria bassiania

El examen microscopico de este hongo aislado de Hylurgus ligniperda mostrd
colonias miceliales que crecian rapidamente en el medio malta al 2% a una
temperatura de 26°C. El micelio presento un color blanco al inicio del crecimiento,
que se vuelve amarillo a medida que trascurre el periodo de incubacion. Las células
conididgenas o conidios se originaron solas, en espirales a partir de hifas
vegetativas o en grupos a partir de células del tallo hinchadas. Los conidios hialinos
tienen forma elipsoidal o globosa con bases ligeramente puntiagudas o
redondeadas, con un tamafno promedio que oscilaba entre 2 y 2,5 ym. Estas
observaciones se ajustaron a Domsch et al. (1980) cuando describieron Bauveria

bassiania.
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Figura 5. A. Micrografia éptica de hifas y conidios tefidos con reactivo Melzer. B
Imagenes SEM de Bauveria bassiania que muestran células conidiogénicas
producidas en grupos. C Crecimiento y morfologia micelial de Bauveria bassiania

aislado de Hylurgus ligniperda en medio malta al 2% a 25 °C durante 7 dias.

Para la obtencion de los conidios, se llevo a cabo una fermentacion en estado sélido
utilizando arroz cocido al vapor en bolsas de polipropileno. Tras 7 dias de cultivo en

este medio, se recolectdé una masa de esporas utilizando un tamiz.

Figura 6. Grano integral colonizado por Beauveria bassiana después de 10 dias de

incubacion. En la imagen se observa el crecimiento micelial del hongo sobre la



superficie del grano, formando una red densa de hifas. El micelio ha penetrado la
superficie del grano, lo que demuestra la capacidad del hongo para colonizar y

degradar material vegetal.

Tolerancia a la radiacion UV-B de conidios de Bauveria
bassiania aislados de Hylurgus ligniperda.

Se evalué la tolerancia de los conidios de Beauveria bassiana a los rayos UV-B,
utilizando microfotografias de microscopia electrénica de barrido para observar los
efectos de la exposicion a la luz UV-B. Se observé que la irradiacién causé dano
significativo a los conidios e hifas, incluyendo deshidratacién y ruptura de las

estructuras celulares.

Ademas, se realizdé un analisis de la tasa de germinacion de los conidios después
de ser expuestos a luz UV-B durante diferentes periodos de tiempo, que abarcaban
desde 0 hasta 180 minutos en intervalos de 30 minutos. Se encontrd que la tasa de
germinacion de los conidios fue inversamente proporcional al tiempo de exposicion

alaluz (Figura 7).



Efeco de la radiacion UV-B (1500 mW/m?) sobre la germinacién de B. bassiana

(24h)
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Figura 7. Porcentaje de germinacion relativa de aislamientos de Bauveria bassiania
después de exposicion a diferentes tiempos de exposicién UV-B luego de 24 horas

de incubacion.

Especificamente, se observd un retraso significativo en la germinacién de los
conidios después de 24 horas de exposicién a la luz , seguido de una recuperaciéon

gradual de germinacion después de 48 horas (Figura 8).

Efeco de la radiacion UV-B (1500 mW/m?) sobre la germinacion de B. bassiana

(48h)
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Figura 8. Germinacion relativa de aislamientos de Bauveria bassiania después de
exposicion a diferentes tiempos de exposicion UV-B luego de 48 horas de

incubacion.

Las tasas de germinacion de los conidios de Bauveria bassiania tras diferentes
tiempos de exposicién a una irradiancia UV-B de 1500 mW/m? se evaluaron a las
24 y 48 horas de incubacion. Los resultados, muestran una disminucién significativa
en la tasa de germinacion con el aumento del tiempo de exposicién. Estos
resultados indican que la exposicion prolongada a la radiacion UV-B tiene un efecto
negativo significativo sobre la viabilidad de los conidios de Bauveria bassiania, con

una reduccion notable en su capacidad de germinacion.



Figura 9. Microfotografia de microscopia electronica de barrido que muestra los

efectos de la radiacion UV-B en los conidios y hifas de Beauveria bassiana después
de la exposicién a la irradiacion UV-B durante 180 minutos a una irradiancia de 1500

mW m?:

Microesferas mediante secado por aspersion

Se utilizaron tres formulaciones distintas para la microencapsulacion de conidios de
Beauveria bassiana aislados de Hylurgus ligniperda. Las microcapsulas producidas
bajo estas condiciones Optimas mostraron diversas caracteristicas morfoldgicas

dependiendo de la formulacion. Las microcapsulas de las formulaciones Ay B fueron



mayoritariamente esféricas, con algunas hendiduras y superficies lisas. El tamafo

de las particulas en estas formulaciones oscil6 entre 2.5 y 9 ym (Figura 9).
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Figura 10. Imagen obtenida por microscopia electronica de barrido (linea de
referencia= 10um) e Histograma de frecuencia de tamafos de encapsulados
(N=100) desde muestra de encapsulados de formulacién A y B respectivamente,

luego del proceso de secado por aspersion.

Por otro lado, la Formulacién C produjo microcapsulas que mantenian una forma

esférica con un menor porcentaje de hendiduras, pero presentaban superficies mas



porosas y, en algunos casos, ruptura de la matriz. El tamafio de las particulas de la
Formulaciéon C varié en un rango de 5 a 35 pym es decir un tamafo mayor

comparados con Ay B.
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Figura 11. Imagen obtenida por microscopia electrénica de barrido (linea de
referencia= 10um) e Histograma de frecuencia de tamafos de encapsulados
(N=100) desde muestra de encapsulados de formulaciéon C, luego del proceso de

secado por aspersion.

Efecto de la radiacion UV-B de conidios microencapsulados
de Bauveria bassiania

Se evaluo el efecto de la irradiacién UV-B sobre los conidios microencapsulados de
Beauveria bassiana en las tres formulaciones obtenidas por secado por aspersion.
Los encapsulados fueron expuestos a una irradiancia de 1500 mW/m? durante dos

horas. La tasa de germinacion de los microencapsulados no irradiados (control) fue



de 77.3% para la Formulacion A, 75% para la Formulacién B, y 62% para la
Formulacion C. Tras la exposicion a la irradiancia UV-B, las tasas de germinacion
fueron de 74% para la Formulacién A, 71% para la Formulacion B, y 59% para la
Formulacién C. Estos resultados indican que la irradiacion UV-B causé una ligera
reduccion en la tasa de germinacion de los conidios microencapsulados. La
Formulacién C mostrdé la mayor susceptibilidad a la irradiacion UV-B, con una
disminucién mas pronunciada en la tasa de germinacién en comparacion con las
Formulaciones Ay B. En general, las Formulaciones Ay B demostraron una mejor
capacidad para mantener la viabilidad de los conidios bajo condiciones de

irradiacion UV-B elevada.

Ademas, la formulacién A mostro los mejores resultados generales, con una tasa de
germinaciéon del 77.3% después de 3 meses de almacenamiento. Las
microcapsulas obtenidas de esta formulacion presentaron caracteristicas fisicas
Optimas, siendo mayoritariamente esféricas, con algunas hendiduras y superficies
lisas, y tamafos de particula que oscilaron entre 2.5 y 9 um. Los estudios de
exposicion de las microcapsulas a una radiacion de 1500 mW/m? no mostraron
efectos adversos en sus caracteristicas fisicas, manteniendo las tasas de

germinacion comparadas con las microcapsulas no expuestas.

Efecto de la radiacion UV-B 2h (1500 mW/m?) sobre la germinacién de lo conidios

microencapsulados de B. bassiana
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Figura 12. Efecto de los rayos UV-B en los conidios microencapsulados de
Beauveria bassiana sobre el porcentaje de germinacion relativa después de una
exposicion de dos horas a una radiacion UV-B de 1500 mW/m?2. De izquierda a
derecha se muestran las formulaciones A, B y C, donde las barras negras
representan los conidios microencapsulados sin irradiar y las barras grises, los

conidios microencapsulados irradiados.



185m

Figura 13 Imagen de microscopia electronica de barrido de las microcapsulas
obtenidas de las formulaciones A, B y C de Beauveria bassiana irradiadas a 1500
mW/m?2. Imagen obtenida luego de realizarse el método de secado por punto critico
para visualizar la morfologia de las microcapsulas tras la exposicion a la radiacion

UV-B.



Analisis estadistico

El tiempo de exposicion a radiacion UV-B genera un cambio significativo (F=601,4;

p<0,05) en la tasa de germinacion (%) de conidios desnudos.

Para el analisis de germinacion de los microencapsulados, la interaccion entre la
formulacion y la irradiacién no generan diferencias significativas (p>0,05) en cambio
la formulacién e irradiacion por si solas generan diferencias significativas en la

germinacioén (p<0,05)

al MC F p
Formulacién 2 384,22 144,08 p<0,05
Irradiaicion 1 53,39 20,02 p<0,05

Formulacién*Irradiacién 2 0,22 0,08 p>0,05



Discusion

Actualmente, los hongos entomopatdgenos se desarrollan, comercializan y utilizan
como biopesticidas para controlar muchas especies de insectos (Pepi et al., 2022).
Muchos de los hongos entomopatdgenos se aplican de manera foliar y en el suelo
para controlar plagas agricolas y forestales de manera mas eficaz (Camara et al.,
2022). Sin embargo, su eficiencia en el campo esta limitada por condiciones
ambientales adversas como temperaturas extremas, humedad y radiacion UV
(Shaalan et al., 2021). La tolerancia de Beauveria bassiana a los rayos UV-B ha sido
ampliamente investigada demostrando que la exposicion directa a una radiacion de
una intensidad que se encuentra frecuentemente en el medio ambiente es suficiente
para inactivar completamente los conidios de esta especie (Inglis et al., 1995).
Ademas, se ha informado de una gran variabilidad intraespecies en la
susceptibilidad a la irradiacion solar, ademas la especie se adapta a la radiacidn en

el lugar geografico en que se ubique (Fernandes et al., 2015).

La radiacién UV-B puede causar dafio celular en los conidios de Beauveria bassiana
a nivel molecular a través de varios mecanismos. Uno de los principales
mecanismos de dafo es la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). La
radiacion UV-B interactua con moléculas dentro de las células, como el agua y
ciertos compuestos fotosensibles, generando ROS como el perdxido de hidrégeno,

los radicales hidroxilos y el aniéon superoxido. Estas ROS pueden causar dafos



oxidativos a los lipidos, proteinas y acidos nucleicos dentro de las células (Carrasco-

Rios, 2009).

En particular, el ADN es una de las moléculas mas afectadas por la radiacion UV-B.
La radiacion puede inducir la formacion de dimeros de pirimidina, principalmente
dimeros de timina, en el ADN. Estos dimeros distorsionan la estructura del ADN,
interfieren con la replicacion y transcripcién del ADN, y pueden llevar a mutaciones
si no se reparan adecuadamente (Cabrera Morales & Lopez-Nevot, 2006). Ademas,
las ROS generadas por la radiacion UV-B pueden causar rupturas en las cadenas
de ADN y oxidacion de las bases del ADN, lo que contribuye aun mas al dafo

genético y la disfuncién célula (Cabrera Morales & Lépez-Nevot, 2006)

A nivel celular, el dafio oxidativo y genético puede desencadenar respuestas de
estrés, alterando la integridad de la membrana celular y la funcion enzimatica. Estos
efectos combinados pueden llevar a la muerte celular o a una reduccion significativa

en la viabilidad y capacidad de germinacion de los conidios (Rangel et al., 2005).

En nuestro estudio, se evalué la tasa de germinacién de los conidios desnudos de
Bauveria bassiania aislados directamente de Hylurgus ligniperda donde se
expusieron a irradiancia UV-B de 1500 mW/m? como referencia a un punto
intermedio de acuerdo con la revision bibliografica. Nuestros resultados reflejan una
baja supervivencia similar a la reportada por Fernandes et al. (2007), quienes
observaron una supervivencia inferior al 50% bajo condiciones de irradiancia de 978
mW/m?Z. Estos hallazgos confirman la alta susceptibilidad de los conidios desnudos
a la radiacion UV-B, destacando la necesidad de desarrollar estrategias de

proteccion para mantener su viabilidad.



Por microscopia electronica de barrido se mostré que la irradiacién UV-B causé
dafio significativo a los conidios e hifas de Beauveria bassiana, incluyendo
deshidratacion y ruptura de las estructuras celulares. Estos dafios morfolégicos son
muestra de los efectos generados por la alta irradiancia utilizada en los ensayos. La
deshidratacion y la ruptura de las estructuras celulares son indicativas de la
incapacidad de los conidios para mantener su integridad estructural bajo exposicion
a UV-B, lo que afecta negativamente su viabilidad y capacidad de germinacion. Este
tipo de dafio es especialmente critico durante las etapas sensibles del ciclo de vida
del hongo, como la germinacion del conidio y la emergencia del tubo germinativo

(Maranhéo, 2008).

Estudios previos realizados por Ottati-de-Lima et al. (2014) demostraron que las
blastosporas (cuerpos de hifas cortas producidas in vitro) de hongos
entomopatdégenos son muy sensibles a los rayos UV-B y en pruebas preliminares
de laboratorio con dos aislados de Bauveria bassiania, estas blastosporas fueron
tan sensibles como los conidios a 839 mW/m=2 dafiando hifas, ralentizando el
crecimiento y produccion de estructuras de propagacion. Ademas, Braga et al.
(2001) encontraron que la fase final de germinacién de Metarhizium, durante o
después de la emergencia del tubo germinativo, es particularmente vulnerable a los
rayos UV-B. De acuerdo con estos estudios se corrobora que la radiacion de tipo
UV-B puede causar danos estructurales significativos en los hongos
entomopatdégenos, comprometiendo su viabilidad y con ello la capacidad para

infectar a los insectos huéspedes.



Por otra parte, es importante considerar que la mayoria de los intentos para
aumentar la persistencia de agentes microbianos en el campo y protegerlos de
factores abidticos se han basado en el uso de protectores anadidos a los productos
bioldgicos, como revisaron Ignoffo y Garcia ( 1992). La inmovilizacién de propagulos
de hongos (esporas, conidios, micelios, etc.) en matrices de polimeros ha
demostrado ofrecer proteccion durante periodos prolongados, conservar la

virulencia y facilitar su manipulacion y aplicacion (Sarioglu et al., 2017).

En la presente investigacion, exploramos el uso combinado de dos polimeros
ampliamente utilizados en microencapsulaciéon, maltodextrina y goma arabiga,
debido a su efectividad y bajo costo. Para el proceso de microencapsulaciéon de
conidios de Beauveria bassiana, se optd por el secado por aspersion debido a sus
multiples ventajas en comparacion con otros métodos de secado. El secado por
aspersion permite un control preciso de las condiciones de secado, lo cual es crucial
para mantener la viabilidad y la estabilidad de los conidios. Este método también
ofrece una rapida deshidratacion, minimizando el tiempo de exposicion de los
conidios a condiciones potencialmente dafinas, como altas temperaturas, lo que

ayuda a preservar sus propiedades bioldgicas (Gutierrez et al., 1998).

Otra ventaja significativa del secado por aspersion es la capacidad de producir
particulas de tamafio uniforme y con una distribucién controlada, lo que resulta en
microcapsulas de alta calidad con propiedades fisicoquimicas optimizadas

(Martinez, 2015).

En comparacion con otros métodos como la liofilizacion o el secado al vacio, el

secado por aspersion es mas econdmico y escalable para la produccién industrial,



facilitando su aplicacion en la produccion a gran escala de bioplaguicidas a base de
hongos entomopatdgenos (Cardenas, 2010). Esta combinacién se presenta como

una opcidén inocua para el medio ambiente, como menciona Ravandi et al., en 2013.

El uso de maltodextrina y goma arabiga en la microencapsulacion de conidios de
hongos entomopatdogenos, como Beauveria bassiana, no solo proporciona
proteccion fisica contra factores abiéticos como la irradiacion UV- B y la desecacion,
sino que también desempefa un papel crucial en la germinacion de los conidios.
Estos polimeros actuan como fuentes accesibles de carbono y nutrientes que los
hongos pueden utilizar como alimento. Durante el proceso de germinacion, los
conidios encapsulados pueden metabolizar estos polimeros, lo que facilita su
desarrollo y viabilidad (John et al., 2011). Este beneficio dual de proteccion y
nutricion mejora la eficacia general de los bioplaguicidas basados en hongos,
optimizando tanto la persistencia en el campo como la capacidad infectiva de los

conidios al encontrar y colonizar a sus hospederos.

Por ejemplo, Aziz Qureshi et al., (2015) informaron la microencapsulacion de
esporas de Beauveria bassiana con maltodextrina como matriz. La encapsulacion
se realizé mediante secado por aspersion sin afectar la germinaciéon del hongo,
conservando la viabilidad a 30°C durante 6 meses y logrando en 5 dias una
mortalidad de Helicoverpa armigera del 93%. Las esporas de Trichoderma
harzianum microencapsuladas en maltodextrina y goma arabiga mostraron una tasa

de supervivencia del 86% después de 8 semanas a 4°C (Mufioz-Celaya et al., 2012)

En nuestro estudio, se investigd la variacion de la proporcién del material

encapsulante para proteger los conidios de Beauveria bassiana aislados de



Hylurgus ligniperda mediante el secado por aspersion a baja temperatura, utilizando

maltodextrina y goma arabiga como matrices polimericas.

Estos resultados tanto de tasa de germinacion como las caracteristicas fisicas de
las capsulas son comparables con el estudio de Liu en 2009 donde se utilizo el
secado por aspersion a baja temperatura con diferentes polimeros naturales para la
microencapsulacion del hongo Beauveria bassiana, logrando prolongar la actividad
insecticida de los conidios y prolongar su vida util. En su estudio, las tasas de
germinaciéon de las microcapsulas almacenadas a 25°C durante 1 mes fueron del
75%, con tamanos de particulas en el rango de 2.5 a 10 ym, y las microcapsulas

eran mayoritariamente esféricas con hendiduras.

Es importante recalcar que la microencapsulacion con maltodextrina y goma arabiga
proporciona una barrera protectora que reduce la difusion de oxigeno hacia los
conidios, lo que disminuye el estrés oxidativo y aumenta la vida util de los conidios,
permitiendo un almacenamiento prolongado (Mufioz-Celaya et al.,, 2012). Este
comportamiento positivo de los encapsulados, observado tras 3 meses de
almacenamiento, subraya la eficacia de esta técnica en la preservaciéon de la

viabilidad y funcionalidad de los conidios a lo largo del tiempo.

Finalmente, Lopera (2009) resalta la capacidad de la goma arabiga para brindar
fotoestabilidad al neutralizar estados excitados desde una perspectiva fotoquimica.
Estos estados excitados hacen referencia a niveles de energia mas elevados en
moléculas que han absorbido energia, generalmente en forma de luz o radiacion.
Estudios realizados por Barbosa (2005) con otras sustancias activas como la bixina,

aceites esenciales y riboflavina, han demostrado que la goma arabiga puede



desactivar estos estados excitados, lo que previene procesos de degradacion o
deterioro. Esta capacidad explicaria la resistencia de las microcapsulas frente a la

exposicién a la radiacién ultravioleta.



Conclusion

Los resultados de este estudio apoyan la hipdtesis planteada: Ila
microencapsulacion de los conidios de Beauveria bassiana evita el dafo celular
provocado por la radiacion UV-B y mantienen su la viabilidad. Los conidios
desnudos mostraron una alta susceptibilidad a la radiacion UV-B, con una
significativa disminucion en la tasa de germinacion y dafios morfologicos evidentes.
Los hongos entomopatégenos como Beauveria bassiana son efectivos
biopesticidas, pero su eficiencia se ve limitada por condiciones ambientales
adversas como la radiacién UV, temperaturas extremas y baja humedad. La alta
susceptibilidad de los conidios desnudos de Beauveria bassiana a la radiacion UV-
B se confirmo al observar una reduccion significativa en la tasa de germinacion tras
la exposicion a una irradiancia UV-B de 1500 mW/m?2. La irradiacién UV-B también
causO6 dafos morfoldgicos significativos, como deshidratacion y ruptura de
estructuras  celulares, afectando negativamente su viabilidad. La
microencapsulacion con maltodextrina y goma arabiga demostré ser efectiva en la
proteccion de los conidios contra la radiacion UV-B, proporcionando una barrera
efectiva manteniendo la viabilidad durante periodos prolongados de
almacenamiento. La formulacién A (10% maltodextrina y 10% goma arabiga) mostro
una alta tasa de germinacion y resistencia a la radiacion UV-B. La combinacion de
maltodextrina y goma arabiga no solo protege fisicamente a los conidios, sino que
también les proporciona nutrientes que facilitan su desarrollo y viabilidad, mejorando

la eficacia de los bioplaguicidas basados en hongos. En conjunto, estos hallazgos



subrayan la eficacia de la microencapsulacion para optimizar el uso de Beauveria

bassiana como biopesticida.

Estos hallazgos ofrecen un punto de partida prometedor para futuras
investigaciones en la generacion y uso de los biopesticidas. Una direccion
importante sera la evaluacién de la eficacia de los conidios microencapsulados en
condiciones de campo, donde otros factores ambientales abiotico y bidticos pueden
influir en su rendimiento. Ademas, seria valioso explorar el uso de otros polimeros
y materiales de recubrimiento que podrian ofrecer mejoras adicionales en la
proteccion UV-B vy la viabilidad a largo plazo de los conidios. Otra area de interés
podria ser el estudio de la liberacidon controlada de conidios microencapsulados, lo

cual podria optimizar la aplicacion y la efectividad del biopesticida

Finalmente, Estas proyecciones futuras no solo pueden mejorar la eficacia de los
biopesticidas, sino también contribuir al desarrollo sostenible en el manejo de plagas

tanto agricolas como forestales.
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