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RESUMEN

Las plagas agricolas representan un desafio critico para la produccion sostenible de
alimentos, destacando la necesidad de estrategias de control bioldgico mas efectivas.
Beauveria bassiana, un hongo entomopatdgeno, es una alternativa prometedora debido a su
especificidad y seguridad ambiental. Sin embargo, su efectividad en campo se ve limitada
por su susceptibilidad a la radiacion ultravioleta (UV). Este estudio investigo el uso de
biomasa de microalgas aisladas de ambientes desérticos como protectores UV para conidios
de B. bassiana, con el objetivo de mejorar su viabilidad y eficacia bajo condiciones
ambientales adversas. El objetivo principal fue evaluar el potencial de las microalgas como
agentes protectores solares en la formulacion de conidios de B. bassiana. La cepa RAD3
(caracterizada como Chlorella sp.) demostré la mayor tolerancia a la radiacién UV,
manteniendo una viabilidad del 95.73% durante los primeros 10 min de exposicion y un 40%
tras 90 min. En estudios de laboratorio, la biomasa de RAD3, procesada por homogenizacion
y sonicacion, increment6 en un 15% la viabilidad de los conidios expuestos a radiacion UV.
Una formulacion en emulsion basada en RAD3 y B. bassiana alcanzo niveles de proteccion
comparables a protectores comerciales como Blankophor a nivel de campo. En conclusion,
el uso de biomasa de Chlorella sp. RAD3, como protector solar en formulaciones de B.
bassiana, representa una estrategia ecoldgica y eficiente para mitigar los efectos adversos de
la radiacién, posicionandose como una alternativa prometedora en el control biolégico de
plagas en condiciones de campo. Esto contribuye al desarrollo de tecnologias sostenibles para

la agricultura.



ABSTRACT

Agricultural pests represent a critical challenge for sustainable food production,
demanding more effective biological control strategies. Beauveria bassiana, an
entomopathogenic fungus, is a promising alternative due to its specificity and environmental
safety. However, its field effectiveness is limited by its susceptibility to ultraviolet (UV)
radiation. This study investigated the use of biomass from microalgae isolated from desert
environments as UV protectants for B. bassiana conidia, aiming to improve their viability
and efficacy under adverse environmental conditions.

The primary objective was to evaluate the potential of microalgae as natural UV
protectants in the formulation of B. bassiana conidia. The RAD3 strain (characterized as
Chlorella sp.) showed the highest UV tolerance, achieving 95.7% conidia viability during
the first 10 min of exposure and 40% after 90 min. In laboratory, the biomass of RADS,
processed through homogenization and sonication, increased conidial viability by 15% under
UV radiation. An emulsion-based formulation combining RAD3 and B. bassiana achieved
protection levels comparable to commercial UV protectants such as Blankophor in field tests.

In conclusion, the use of Chlorella sp. RAD3 biomass, as a solar protective
component in B. bassiana formulations, represents an eco-friendly and efficient strategy to
mitigate the adverse effects of solar radiation, positioning itself as a promising alternative for
biological pest control under field conditions. This approach contributes the development of

sustainable technologies for agriculture.



1. INTRODUCCION

En la busqueda de herramientas mas sostenibles y eficaces para el control de plagas
en la agricultura, los agentes de control biolégico microbiano como bacterias, hongos
nematodos y virus entomopatogenos han surgido como una prometedora alternativa a los
plaguicidas quimicos convencionales al ser mas selectivos con un impacto ambiental
reducido; no dafian a organismos benéficos, ni contaminan los recursos naturales, y son
menos propensos al desarrollo de resistencia debido a su modo de accién. Este tipo de control
biolégico ha demostrado ser eficaz en la reduccion de plagas en cultivos agricolas, lo que
contribuye a la seguridad alimentaria y a la disminucion de residuos quimicos en los
alimentos (Guo et al., 2020; Tay et al., 2023).

Las plagas agricolas contindan siendo un desafio global, ya que afectan gravemente
la produccién de cultivos de la canasta basica como el maiz, el arroz y el algodén. Por
ejemplo, el gusano cogollero (Spodoptera frugiperda), es una de las plagas mas dafiinas en
cultivos de maiz en América, Africa y Asia, causando pérdidas econdmicas significativas.
Ademas, la resistencia de estas plagas a los pesticidas quimicos ha intensificado la bisqueda
de soluciones alternativas, como el uso de agentes bioldgicos.

De los microrganismos entomopatogenos los mas importantes son los hongos
Metarhizium spp. y Beauveria bassiana, los virus de la familia baculoviridae, o bacterias
como Bacillus thuringiensis. A pesar de los avances en su empleo en la agricultura, su
principal desafio es su supervivencia en entornos naturales, particularmente la radiacion
ultravioleta (UV).

La luz UV puede dafar directamente el ADN de estos microorganismos y reducir su
efectividad al eliminar su capacidad de infectar insectos. Por tanto, uno de los principales
obstaculos en la implementacion de estos agentes en el campo, es mejorar su resistencia a las
condiciones ambientales adversas.

Las microalgas, particularmente aquellas aisladas de ambientes extremos como los
desiertos, presentan una capacidad notable para tolerar condiciones climaticas adversas,
incluida la radiacién UV. Se ha sugerido que las microalgas pueden actuar como de un
protector solar natural (Santiesteban-Romero et al., 2022; Zhuang et al., 2022). Por lo cual
evaluamos la capacidad de la biomasa de las microalgas de ambientes desérticos como

protectores solares de conidios de B. bassiana expuestos a la luz UV.



2. ANTECEDENTES

2.1 Beauveria bassiana: biologia y mecanismo de accion en el control de plagas

Beauveria bassiana es un hongo entomopatégeno ampliamente utilizado en el control
bioldgico de plagas debido a su capacidad de infectar y matar una amplia gama de insectos.
Este hongo actua principalmente mediante la penetracion de la cuticula del insecto, utilizando
una combinacion de fuerza mecénica y enzimas degradadoras como quitinasas, lipasas y
proteasas (Wang et al., 2021). Estas enzimas permiten que las hifas del hongo atraviesen la
barrera protectora del insecto y accedan a su hemolinfa, en donde B. bassiana prolifera y
libera toxinas letales como beauvericina, bassianina y oxalato de calcio. Estas toxinas
interfieren con el sistema inmunoldgico del insecto, lo que lleva a la muerte del huésped en
un proceso que puede durar entre 3y 7 dias, dependiendo de las condiciones ambientales y
del insecto infectado. Una vez que el hongo ha penetrado la cuticula, se disemina
rapidamente por el cuerpo del insecto, agotando sus recursos energéticos y provocando
disfunciones fisioldgicas graves, lo que eventualmente resulta en la muerte del insecto (Sinno
etal., 2021). Este mecanismo de accion lo hace particularmente efectivo contra una variedad
de plagas agricolas, incluidas aquellas resistentes a pesticidas quimicos. El uso de B.
bassiana tiene la ventaja de ser altamente especifico, lo que significa que tiene un impacto
minimo en organismos no objetivo y en el medio ambiente.

En investigaciones recientes por Sinno et al. (2021), se ha puesto un gran énfasis en
mejorar la virulencia de B. bassiana a través de la ingenieria genética y la seleccion de cepas
mas virulentas. Los avances en la biotecnologia han permitido identificar factores genéticos
y moleculares que regulan su capacidad infecciosa, lo que ofrece nuevas oportunidades para
optimizar su eficacia como bioplaguicida. Ademas, el hongo ha mostrado una notable
capacidad para colonizar plantas de manera endofitica, proporcionando un beneficio dual:

control de plagas y promocién del crecimiento vegetal (Curk & Trdan, 2024).

2.1.1 Impacto de la luz UV en Beauveria bassiana
La luz solar, especialmente la UV-B (290-330 nm) y la UV-A (330-400 nm), es el

factor ambiental méas perjudicial que afecta la persistencia en campo de los insecticidas



fangicos, En el caso de la luz UV-C (280-200 nm), es mucho mas perjudicial para los
organismos, no traspasa la atmosfera, pero es utilizada como germicida. Se ha descrito en la
literatura que los entomopatégenos se inactivan en cuestion de horas o dias cuando se
exponen a la luz solar (Gardner et al., 1977). En experimentos de laboratorio bajo luz solar
simulada, el 99% de todos los conidios de B. bassiana se inactivaron con UV-C después de
casi 16 min, y con UV-A 'y UV-B después de aproximadamente 31 min (Krieg et al., 1981).

Sinno et al. (2021), mencionan asi mismo que la luz solar natural, especificamente,
el componente UV-B (290-330 nm) y UV-A (330-400 nm), es uno de los factores mas
importantes que afectan a la supervivencia de las esporas de hongos en el aire y en las plantas.
(Zimmermann, 2007). Se ha demostrado en el laboratorio una réapida inactivacion de los
conidios de B. bassiana por la radiacion ultravioleta en cuestion de horas.

2.2 Microalgas: Caracteristicas, aislamiento y usos en la agricultura

Las microalgas son organismos fotosintéticos unicelulares, que presentan una amplia
diversidad en cuanto a su tamafio, forma, composicion bioguimica y habitat, lo que las
convierte en recursos valiosos para diversos usos biotecnoldgicos, incluidos los sectores
agricola y acuicola. Estas microalgas son especialmente interesantes por su capacidad para
captar luz solar, transformar dioxido de carbono y liberar oxigeno, asi como por la variedad
de compuestos bioactivos que producen, como lipidos, proteinas, pigmentos y antioxidantes
(Wogene et al., 2023). En términos de caracteristicas, muchas microalgas son capaces de
tolerar condiciones extremas, lo que las hace especialmente Utiles en agricultura en regiones
aridas o con condiciones dificiles (Basso-Sartori et al., 2023). El aislamiento de microalgas
para uso agricola suele realizarse en ambientes extremos, como zonas desérticas 0 aguas
residuales, donde se seleccionan aquellas especies que presentan alta tolerancia a condiciones
adversas, como la radiacion UV, altas temperaturas y salinidad. Este proceso implica
métodos de cultivo especializados que favorecen la seleccion de especies con caracteristicas
deseadas para su aplicacion biotecnoldgica.

En la agricultura, las microalgas ofrecen multiples beneficios. Se han utilizado como
biofertilizantes y bioestimulantes debido a su capacidad para mejorar la fertilidad del suelo,
promover la fijacion de nitrégeno y aumentar el contenido de nutrientes en los cultivos

(Basso-Sartori et al., 2023). Las microalgas también actian como agentes para mejorar la



retencion de agua en suelos degradados y contribuyen al control de plagas mediante la
produccion de compuestos antimicrobianos (Hoong-Wy et al., 2022). EIl uso de microalgas
puede reducir la dependencia de fertilizantes y pesticidas quimicos, promoviendo practicas
agricolas mas sostenibles y minimizando el impacto ambiental (Hoong-Wy Lee et al., 2022;
Song et al., 2022).

2.2.1 Microalgas de ambientes desérticos: adaptaciones y potencial uso

Las microalgas de ambientes desérticos presentan una serie de adaptaciones notables
que les permiten sobrevivir en condiciones extremas, como altas temperaturas, radiacion
solar intensa, y disponibilidad limitada de agua. han desarrollado mecanismos de tolerancia
a la desecacion y resistencia a la radiacion ultravioleta, almacenan compuestos antioxidantes
y metabolitos protectores, lo que las hace particularmente atractivas para aplicaciones
agricolas (Ullman & Grimm, 2021). Estas adaptaciones no solo les permiten sobrevivir, sino
que también las convierten en un recurso Gtil para mejorar la resistencia de otros organismos
0 compuestos bioldgicos, como es el caso de B. bassiana frente a factores ambientales
adversos como la radiacion UV.

Las investigaciones recientes destacan su capacidad para adaptarse a ambientes
aridos, lo que podria contribuir significativamente a la agricultura en regiones donde los
cultivos estan expuestos a condiciones extremas. Por ejemplo, en un estudio realizado por
Peredo & Cardon (2020), se ha identificado su potencial para integrarse en sistemas de
tratamiento de aguas residuales o para la produccién de biomasa y biofertilizantes, mejorando

tanto la eficiencia agricola como el impacto ambiental.

2.3. Formulaciones para la proteccion de agentes biolégicos

2.3.1 Adherentes

Los adherentes en formulaciones bioldgicas son componentes clave que desempefian
un papel fundamental en la eficacia y la estabilidad de los plaguicidas bioldgicos. Pueden
aumentar la persistencia de los baculovirus en las superficies tratadas, lo que significa que
los virus permanecen activos durante un periodo de tiempo mas prolongado. Esto es

especialmente importante en entornos agricolas donde las condiciones ambientales pueden



variar (Grzywacz & Moore, 2017). Tienen la capacidad de lograr proteger a los baculovirus
de ser lavados por la lluvia, lo que podria reducir su efectividad si no se utilizan adherentes
adecuados, de esta manera, también pueden ayudar a que se adhieran a las hojas o partes de
la planta que los insectos consumen. Esto facilita que los insectos ingieran los virus junto con
la planta y se infecten posteriormente (Castillejos et al., 2002; Gémez et al., 2013); Esta
adherencia potencia el modo de accion de los hongos entomopatdgeno, ya que los conidios
de adhieren mejor al tegumento ceroso de los insectos (Feng et al., 1994).

Existen distintos tipos de adherentes que pueden ser afiadidos a un formulado
biolégico. Primeramente, tenemos a los surfactantes, que son una clase de adherente que
reduce la tension superficial del agua y esto permite que tenga una mejor y mayor distribucion
sobre la superficie a tratar en el entorno agricola. Los polimeros son otra clase de adherente
que puede formar una pelicula protectora sobre la superficie a tratar, esta proteccién prolonga
su actividad por lo que puede durar mas tiempo siendo infectante. Algunas formulaciones
de baculovirus utilizan proteinas o péptidos especificos que pueden interactuar con la cuticula
de los insectos para mejorar la adherencia. Los aceites vegetales también han sido utilizados
en formulaciones de plaguicidas bioldgicos ya que pueden actuar como adherentes y de esta
manera también proporcionar una capa protectora para los baculovirus (Gelaye & Negash,
2023; Mweke et al., 2023).

2.3.2 Fagoestimulantes

Los fagoestimulantes en formulados bioldgicos disefiados para afectar la preferencia
alimentaria de los insectos son menos comunes que los fitoestimulantes y otros aditivos
utilizados en formulados de plaguicidas. De acuerdo con Cisneros et al. (2002) los
fagoestimulantes también pueden ser aquellos que tienen la capacidad de mejorar el aroma o
la fragancia, ya que atraen insectos beneficiosos para el control de la plaga o que directamente
desalientan a los insectos dafiinos. También pueden utilizarse los mejoradores de aroma en
formulados para que el insecto prefiera alimentarse de estos y asi finalmente sea efectivo al
controlarlo (Castillejos et al., 2002).

Han demostrado ser herramientas fundamentales formulaciones de hongos
entomopatogenos como B. bassiana y M. anisopliae. Estos compuestos actlan como

atrayentes quimicos que inducen comportamientos alimenticios o de contacto en los insectos,



aumentando la probabilidad de exposicion y colonizacién por parte de los hongos (Hajek,
2018). Algunos fagoestimulantes empleados son metabolitos secundarios de plantas,
extractos de insectos y compuestos volatiles naturales o sintéticos, los cuales pueden ser
formulados en cebos o suspensiones. No solo mejora la eficiencia de infeccion, sino que
también permite reducir la dosis necesaria y focalizar las areas tratadas; su uso se alinea con
las estrategias de manejo integrado de plagas al disminuir la dependencia de plaguicidas
quimicos (Saminathan et al., 2025).

Las feromonas también pueden ser utilizadas como atrayentes alimenticios ya que
son sustancias quimicas que los insectos utilizan para comunicarse entre si. Los formulados
bioldgicos pueden incluir feromonas que atraen o confunden a los insectos, afectando su
comportamiento alimentario (Ruiz-Lozano et al., 2023). Algunos extractos de plantas
contienen compuestos que pueden influir en la preferencia alimentaria de los insectos. Por
ejemplo, ciertos extractos pueden actuar como repelentes naturales o atraer a los insectos
hacia plantas no hospedantes. Se sabe que las semillas de naranja y papaya contienen
quinonas que ademas de funcionar como fagoestimulantes también actian como atrayente
(Paredes-Sanches et al., 2021; Albuquerque et al., 2022). Muchos de estos compuestos
pueden aumentar el costo del formulado final, por lo cual se sugiere el empleo de compuestos
de facil acceso. Ballard et al. (2000), disminuy0 la dosis empleada de baculovirus utilizando
formulaciones con 10 a 15% de melaza, controlando efectivamente a Cydia pomonella (L.).
Se ha demostrado que la melaza puede mejorar la efectividad de baculovirus contra C.
pomenlla concentraciones mucho mas bajas, incluso de 0.5 a 0.25% (Moore et al., 2015).
También se ha utilizado glutamato monosédico como potenciador de sabores aumentando a
fago estimulacion de formulaciones entomopatdgenas concentraciones minimas de 25 ppm,
aumentando hasta un 30 % el consumo de las formulaciones (Pszczolkowski & Brown, 2002;
Mahfouz et al., 2018).

2.3.3 Antioxidantes

Los antioxidantes en formulados bioldgicos de plaguicidas son componentes que se
utilizan para proteger y estabilizar los ingredientes activos presentes en estos productos. Al
mantener la estabilidad de los ingredientes activos, los antioxidantes permiten que los

plaguicidas bioldgicos mantengan su eficacia cuando se aplican en el campo. Esto es esencial



para proteger los cultivos de las plagas y enfermedades de manera efectiva (Rangel et al.,
2015).

Estas sustancias, como el acido ascérbico, el glutation, los polifenoles, acido foélico,
riboflavina, piridoxina, eucalipto, nanodxido de zinc y aluminio, asi como diferentes
antioxidantes vegetales de origen natural (El-Helaly, 2020; Sayed et al., 2020). También el
uso de vitaminas como el &cido folico, piridoxina y riboflavina, acido pantoténico,
piridoxina, acido félico y riboflavina han demostrado poder proteger a un poliedrovirus de la
actividad antioxidante del ambiente (Hay et al., 2020; Bustillos-Rodriguez et al., 2023).

Aumentan la viabilidad y estabilidad de los hongos durante el almacenamiento y
después de la aplicacién en el campo al mitigar el estrés oxidativo, los antioxidantes
contribuyen a mantener la virulenciay la eficacia del hongo en el control de plagas. Facilitan
la integracion de estos agentes a las condiciones ambientales de los agroecosistemas,
permitiendo una mayor adaptabilidad a climas céalidos o zonas con alta incidencia de

radiacion solar (Braga et al., 2019).

2.3.4. Sustancias fotoprotectoras

Como se ha mencionado, la capacidad de los hongos entomopatégenos para
mantenerse viables y efectivos en el ambiente depende de varios factores, la exposicion a la
radiacion solar es uno de los mas criticos. La radiacion ultravioleta (UV) puede dafiar
significativamente los conidios de hongos como B. bassiana y M. anisopliae, reduciendo su
viabilidad y virulencia en cuestion de horas. Este dafio incluye alteraciones en la membrana
celular, desnaturalizacion de proteinas y dafios en el ADN, lo que disminuye la capacidad del
hongo para infectar a los insectos hospedadores (Braga et al., 2015).

Entre los protectores solares mas utilizados se encuentran los absorbentes de
radiacion UV, que incluyen compuestos como el carbén activado, el didxido de titanio y los
lignosulfonatos. Estas sustancias tienen la capacidad de absorber la radiacion UV en un
amplio espectro, lo que protege a los conidios de los dafios provocados por la exposicion
solar directa (Ghajar et al., 2006). Por ejemplo, el didxido de titanio no solo actia como un
excelente filtro UV, sino que también puede aumentar la adherencia de los conidios a las
superficies, mejorando su eficacia biologica (Meirelles et al., 2023).

Los abrillantadores Opticos, derivados del estilbeno, son otra herramienta



prometedora. Estos compuestos no absorben la radiacion UV, sino que la reemiten como luz
visible, creando un efecto protector adicional. Su uso en formulaciones ha demostrado
prolongar la viabilidad de los hongos y aumentar su efectividad en condiciones de alta
radiacion solar (Goulson et al., 2000). Asimismo, los colorantes como el rojo Congo y la
tinta china han mostrado cierto grado de proteccion al absorber la radiacion UV, aunque se
requieren mas estudios para confirmar su eficacia consistente en formulaciones de hongos
(Cakmak et al., 2021).

Adicionalmente, la microencapsulacion de conidios con polimeros naturales y
proteinas ha surgido como una estrategia innovadora para protegerlos contra la radiacion UV
y otros factores ambientales. Estos sistemas encapsulan los conidios en matrices protectoras
que mejoran su estabilidad y liberacion controlada en el campo. Por ejemplo, la goma de
ENTOSTAT ha demostrado incrementar la adhesion y persistencia de los hongos en

superficies vegetales, mejorando la eficacia del control biologico (Athanassiou et al., 2017).

2.3.5 Uso de microalgas como agentes protectores y su aplicacion en biocontrol

El uso de microalgas como ingrediente en protectores solares ha sido un campo de
investigacion y desarrollo que Gltimamente va ganando interés debido a las propiedades que
poseen algunas microalgas para proteger la piel de la radiacién ultravioleta dafiina. Esto lo
logran de distintas maneras, por ejemplo, algunas microalgas contienen pigmentos naturales
que les permiten protegerse de la radiacion solar dafiina. Estos pigmentos, como las
xantofilas y las astaxantinas, han demostrado tener propiedades antioxidantes y
fotoprotectoras (Araujo et al., 2022).

De acuerdo con Santisebastian-Romero et al. (2022), se ha demostrado que las
microalgas también producen melinas, que son sustancias que pueden ayudar a dispersar la
radiacion UV y proteger a células de los dafios causados por esta. Los polisacaridos también
han demostrado ser una de las sustancias fotoprotectoras que sintetizan las microalgas que le
permiten a este organismo sobrevivir y prosperar en ambientes expuestos al sol por lo que ha
generado interés en su investigacion para usarlo en productos de cuidado de la piel y
protectores solares en humanos (Sangeetha & Thangadurai, 2022).

También se han estudiado a los aminoacidos similares a micosporina (MAAS), que

son otro de los compuestos solubles en agua que algunas microalgas sintetizan en respuesta



a la exposicién a la radiacion UV. Estos compuestos se ha probado que acttan absorbiendo
la radiacion UV y transforméandola en calor evitando asi el dafio celular (Araujo et al., 2022).

Algunas de las microalgas que han demostrado tener compuestos efectivos contra la
radiacion solar UV-A son Chlorella sp (Huang et al., 2018), Isochrysis zhangjiangenesis
(Villaré et al., 2021), Nitzchia closterium (Grandi et al., 2016), Porphyra umbilicalis
(Alvarez-Gomez et al., 2016), Grateloupia (Saewan y Jimtaisong, 2015). Contra la radiacion
solar UV-B se han investigado a Alexandrium catenella (Carreto et al., 2001), Characium
terrestre (Xiong et al., 1997), Rhodomonas salina (Ljubic et al., 2021a), Nannochloropsis
oceanica, (Ljubic et al., 2021b), y contra radiacion solar UV-C se ha estudiado a
Chlamydomonas reinhardtii (Colina et al., 2020) y Nannochloropsis sp (Sharma & Schenk,
2015). Otros compuestos que se han investigados ampliamente para el espectro de UV-vis
son los carotenoides e hidrocarbones (Ghaeni et al., 2014), dihidroxi-ésteres diacilicos de
carotenoides (Ma et al., 2022), y la B-criptoxantina monohidroxicarotenoides (Careri et al.,
2001).



3. JUSTIFICACION

El uso de pesticidas quimicos sigue siendo el método més comun para el control de
plagas agricolas, sin embargo, sus efectos negativos en el medio ambiente y en la salud
humana han llevado a la busqueda de alternativas mas sostenibles. B. bassiana, un
entomopatdgeno natural, ha demostrado ser una herramienta efectiva en el control bioldgico
de una amplia gama de insectos plaga. Sin embargo, su aplicacion enfrenta desafios
importantes debido a la radiacion UV y las altas temperaturas a las que se encuentran
expuestos los cultivos, lo que afecta la viabilidad de sus conidios y, por ende, su eficacia en
el control de plagas. Las microalgas aisladas de ambientes desérticos ofrecen una solucion
potencial a este problema. Estas microalgas presentan adaptaciones que les permiten
sobrevivir a condiciones ambientales extremas, incluidas altas dosis de radiaciéon UV y
desecacion. Incorporarlas en las formulaciones de B. bassiana como protectores solares
naturales podria mejorar la resistencia de los conidios frente a la radiacion solar, lo que
incrementaria la persistencia y efectividad del hongo en el campo sin necesidad de recurrir a
concentraciones excesivas. Este enfoque no solo ayudaria a reducir la dependencia de los
pesticidas quimicos, sino que también optimizaria el uso de agentes bioldgicos en sistemas

de manejo integrado de plagas, promoviendo un control méas ecolégico y eficiente.



4. HIPOTESIS

La incorporacion de biomasa de microalgas aisladas de ambientes desérticos en una
formulacién de conidios de Beauveria bassiana incrementa la viabilidad y efectividad del
hongo entomopatégeno bajo condiciones de alta radiacion UV, en comparacion con las
formulaciones tradicionales, proporcionando un control més eficaz y sostenible de plagas en

cultivos agricolas.



5. OBJETIVOS DEL TRABAJO

5.1 Objetivo general

Evaluar el potencial de la biomasa de microalgas aisladas de ambientes desérticos,

como agente protector solar en la formulacion de conidios de Beauveria bassiana

5.2 Objetivos especificos

e Seleccionar microalgas aisladas de ambientes desérticos con mayor tolerancia a la
radiacion UV

e Determinar la eficacia de la biomasa de las microalgas seleccionadas como protector
UV para los conidios de B. bassiana, con base en su viabilidad y actividad bajo
condiciones de laboratorio

e Desarrollar y optimizar una formulacion en emulsion utilizando biomasa de
microalgas y conidios de B. bassiana, garantizando la compatibilidad y estabilidad
de los componentes

e Evaluar el desempefio de la formulacion en condiciones ambientales reales,

determinando la proteccidn contra la radiacién solar.



6. MATERIAL Y METODOS

Los reactivos que se describan a continuacion, los que no se especifique la casa
comercial, se adquirieron en Sigma-Aldrich Quimica, S,A. de C.V., Toluca de Lerdo,

Meéxico.

6.1 Material biologico

6.1.1 Microalgas empleadas

Las microalgas empleadas fueron las cepas RAD3, RADS5 (Caracterizadas
molecularmente como Chlorella sp. y Chlorella variabilis, respectivamente) y RAD1
(Caracterizadas morfoldgicamente como Chlamidomonas sp.); fueron aisladas del lago seco
de Mayrén en Coahuila (25°53'45.30"N y 102°21'12.33"0).

6.1.2 Produccion de biomasa

Para la obtencién de biomasa de las microalgas para utilizarse las diferentes pruebas
se utiliz6 el medio LC, propuesto por Lopez-Chuken et al. (2010). Los cultivos se
mantuvieron en incubacién a temperatura ambiente, con un fotoperiodo de 12:12 h
luz/oscuridad y una intensidad luz de 100 pumol fotones m?/s?. La biomasa se obtuvo
mediante centrifugacion a 10,000 rpm durante 10 min a 4 °C, y se desecho el sobrenadante.

Posterior a esto, la biomasa se proceso segun su uso.

6.2 Seleccion de las cepas de microalgas con mayor tolerancia a la radiacion UV

6.2.1 Exposicion a la luz UV

Para seleccionar la cepa de microalga que presentara mayor tolerancia a la luz UV,
Los cultivos se expusieron por triplicado a la luz UV-C en la campana de flujo laminar
Purifier Class Il Biosafety Marca LABCONCO (Kansas City, Missouri, Estados Unidos).
Para lo cual se colocaron 30 mL de cultivo en placas de Petri de 9 cm de diametro, a una
concentracion de 1 x 10® cel/mL, a una distancia de 65 cm de la lampara de UV-C por

triplicado; se tomaron muestras de 500 pL cada 10 min durante una hora. Como control de



esterilidad, se coloco un cultivo de Escherichia coli.

6.2.2 Viabilidad de conidios por MTT

En una placa de 96 pocillos se colocaron 100 uL de cada muestra de microalga
tomada a los diferentes tiempos, a cada pocillo se le afiadieron 10 uL de solucion de MTT a
una concentracion de 5 mg/mL en buffer fosfato salino (PBS). Posterior a esto se dej6 en
oscuridad por un periodo de 3 horas, durante este tiempo, el MTT es reducido por enzimas
metabolicamente activas, a un precipitado de formazan insoluble. Una vez finalizado el
tiempo de incubacidn, se afiadieron 85 uL. de DMSO (dimetilsulfoxido) a cada pocillo para
disolver los cristales de formazan, la placa se agité suavemente durante 15 min para asegurar
la solubilizacién completa. Una vez que se termind el tiempo de agitacion de la placa se leyd
en un espectrofotometro Thermo Scientific Multiskan Go (Vantaa, Finlandia), a una longitud
de onda de 540 nm.

6.3 Efectividad como protector contra la luz UV de conidios de B. bassiana, por

la biomasa de la cepa seleccionada.

6.3.1 Preparacion de tratamientos de conidios con biomasa de microalgas

Para poder determinar si la biomasa de microalgas era efectiva como protector solar,
se prepararon tres tratamientos para ser expuestos la luz UV-C, los cuales consistian en
soluciones de 1 x 10® conidios/mL de B. bassiana : 1) control negativo, sin ningtin protector
solar; 2) control positivo, conidios con 1% de Blankophor (Fluorescent Brightener 28
SIGMA-ALDRICH) como protector solar; 3) conidios con 1% de biomasa de la cepa RAD3
(seleccionada a partir de los resultados del apartado 6.2); 4) conidios con 1% de biomasa de
la cepa RAD3 homogenizada y sonicada durante 3 min.

La biomasa de la microalga RAD3 se obtuvo de un cultivo de 1 x 108 células/mL,
centrifugadas a 10,000 rpm a 4 °C durante 10 min, en una centrifuga Thermo Scientific
Sorvall ST16R (Osterode am Harz, Alemania).

Esta biomasa se esterilizo por autoclave y se homogenizo por sonicacion. Se desecho

el sobrenadante y se utilizo el precipitado como biomasa.



6.3.2 Exposicién de conidios a la luz UV-C

Para determinar la eficacia de la cepa RAD3 como protector de conidios contra la luz
UV, se utilizd nuevamente la lampara de luz UV-C integrada de una campana de flujo
laminar. Se utilizaron 30 mL de cada uno de los 3 tratamientos por 3 repeticiones placas de
Petri; y se expusieron a la luz UV durante una hora y media, se tomaron 3 muestras de 500

uL por cada triplicado, a los 0, 30, 60 y 90 minutos.

6.3.3 Viabilidad de conidios expuestas a la luz UV-C

El porcentaje de viabilidad de los conidios se evalud por la técnica de microcultivo;
Se prepar6 un portaobjetos dentro de una caja de Petri, encima del portaobjetos se colocé un
cuadro de + 1 cm?de agar PDA, este cuadro se inoculd con 20 uL de cada muestra y se cubrio
con un portaobjetos. Para mantener la humedad, se afiadié una pequefia bola de algodon
humedecido a un lado del portaobjetos y se cerrd la caja de Petri. Se incubaron a temperatura
ambiente por 24 h y posterior a esto se observo al microscopio con un objetivo de 40x. Se
consideraron conidios viables aquellos que mostraran un tubo germinativo y se registré en

porcentaje a partir del total contado.

6.4 Actividad antioxidante de la biomasa de la microalga RAD3

Se evalud la actividad antioxidante de la biomasa empleada en la formulacién
mediante la técnica 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) segun el método de Gomez et al.,
(2013); utilizando el reactivo DPPH a 0.1 mM disuelto en metanol al 96% (debe de
estabilizarse durante 30 min e incubados en oscuridad a 4 °C.

Se prepar6 una curva estandar utilizando acido ascorbico (Vitamina C) a
concentraciones de 100, 200, 400, 600, 800 y 1,000 ppm. Los ensayos se realizaron en placas
de 96 pocillos. En cada pocillo, se pipetearon 100 uL de la solucion de DPPH previamente
preparada. Posteriormente, se afiadieron 100 uL de la biomasa de la microalga, asi como de
las concentraciones para la curva estandar de acido ascorbico. La placa se cubri6 con papel
aluminio para evitar la exposicion a la luz. Posteriormente, se incubaron a temperatura
ambiente durante 30 min en agitacion suave. Tras la incubacion, se midié la absorbancia a

517 nm utilizando el espectrofotometro Thermo Scientific Multiskan Go.



6.5 Formulacién en emulsion utilizando biomasa de microalgas y conidios de B.

bassiana

6.5.1 Preparacién de formulado en emulsién

Se prepard una emulsion aceite-agua (O/W) segun Del Rincon-Castro et al. (2021).
La fase oleosa, compuesta por aceite vegetal (10%) y Tween 80 (10%), se mezcld en un
recipiente limpio y seco. Paralelamente, se preparé la fase acuosa con agua destilada (30-
50%), microalga RAD3 (1%), glicerina (1%) e Inex-A (1%) como estabilizante. La fase
oleosa se incorpor0 lentamente en la acuosa bajo agitacion constante a 500 rpm, logrando
una emulsién homogénea. Finalmente, se afiadieron conidios de B. bassiana (1 x 10%) como
ingrediente activo, asegurando su dispersién uniforme. Los ingredientes y sus funciones se
detallan en la tabla 1.

El producto se almacend en un recipiente hermético a temperatura ambiente.

Tabla 1. Ingredientes del preparado en emulsion con base en una formulacion de aceite-agua

su funcién y porcentaje.

Ingrediente Funcion Porcentaje

Concentracion final

Conidios de Beauveria bassiana Ingrediente activo de 1x108
conidios/mL
Aceite vegetal Aceite 10%
Agua Vehiculo 30-50%
Biomasa de microalga RAD3 Agente protector solar 1%
Glicerina Emulsionante 1%
Inex-A Estabilizante 1%

Se realiz6 una prueba de compatibilidad y estabilidad de componentes para evaluar
la capacidad de solubilizacién de la biomasa de la microalga en los distintos componentes de

la formulacion. La prueba se realizo utilizando una formulacion base compuesta por 90%



agua, 10% aceite, 1% biomasa de la microalga RAD3y 1% conidios de Beauveria bassiana.

Se prepararon tres formulaciones en tubos cdénicos de 50 mL: Formulacion base +
glicerina al 1%; Formulacion base + INEX-A al 1%; Formulacion base + glicerina al 1% +
INEX-A al 1%. Las formulaciones se homogeneizaron y se registro el tiempo necesario para
que las fases se separaran. Ademas, se realizaron microcultivos por triplicado de cada
formulacidn, y tras 24 horas se llevé a cabo un conteo de conidios viables con el objetivo de
determinar posibles incompatibilidades entre los componentes y los conidios de B. bassiana.

6.5.2 Tolerancia a la luz solar de la formulacion con biomasa de microalgas.

Se evalud la viabilidad de conidios de B. bassiana formulados con la cepa RAD3
expuestos a la luz solar directa. Como control positivo se utiliz6 la misma formulacién
utilizando Blankophor al 1% como protector éptico, como control negativo se usaron
conidios de B. bassiana sin formular, cada tratamiento se realizé por triplicado. Se emplearon
las condiciones del apartado 6.3.2, se colocaron 30 mL de cada tratamiento en placas de Petri
de vidrio y se expusieron al sol directamente sin tapa, durante el intervalo de mayor radiacién
solar (entre las 11:30 am y las 2:00 pm). Este experimento se realiz6 en 3 dias diferentes, el
29, 30 y 31 de octubre del 2024, con una intensidad de 19,458, 18,586 y 19,569 LUX
respectivamente y un indice UV de 7 (alto) para los 3 dias. Las temperaturas para los tres
dias fueron de 30, 31, y 29 °C respectivamente, siendo dias estables en cuanto a temperatura
ambiental y dias totalmente despejados. Las muestras de 500 pL se recolectaron de forma
similar, por triplicado, a los 30, 60 y 90 min de exposicion. Posteriormente, se realizaron

microcultivos para estimar el porcentaje de viabilidad de los conidios.

6.6 Analisis estadisticos

Para el andlisis estadistico de los datos para los ensayos de viabilidad por MTT, se
realizaron por medio del software SPSS, analizando una diferencia de medias por medio de
ANOVA bilateral utilizando el método de Dunnette con un intervalo de confianza de 0.05.

Para el anélisis estadistico de los datos para los ensayos de viabilidad por microcultivo
se realizaron por medio del software GraphPad Prism, analizando una diferencia de medias
por medio de ANOVA de dos vias utilizando el método Tukey con intervalo de confianza de
0.05.



7. RESULTADOS

7.1 Seleccidn de las cepas de microalgas con mayor tolerancia a la radiacion UV

De las tres cepas evaluadas, la cepa RAD1 conservo una viabilidad del 95.7% y
91.55% a los 10 y 20 min respectivamente, sin diferencias significativas con respecto al
control Fe14=19.715, p> 0.05; a partir del minuto 30 la viabilidad bajo significativamente
desde un 84.82% a un 72.7% del minuto 30 al minuto 60, respectivamente, como se puede
observar en la figura 1A. La cepa RAD 5 tuvo una mayor pérdida en la viabilidad, bajando
al 70% a los 10 min hasta un 56% a los 60 min (Figura 1B). Contrario a las demas cepas,
la viabilidad de la cepa RAD3 no presentd diferencias significativas con respecto al

control en ninguno de los tiempos evaluados, por lo cual se selecciond para las demas
pruebas (Figura 1C).
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Figura 1. Viabilidad de las cepas de microalgas expuestas a la luz UVC: A) cepa RADL1; B)
cepa RAD5; C) cepa RAD3 Los * representan que hay diferencias estadisticas con respecto al control
con una P=10.0001) y las barras de error representan la desviacion estandar.



7.2 Efectividad como protector contra la luz UV de conidios de B. bassiana, por

la biomasa de la cepa seleccionada.

Los resultados obtenidos mostraron diferencias significativas en la efectividad de los
tratamientos para proteger los conidios de B. bassiana expuestos a luz UV en distintos
tiempos. El efecto principal del tiempo fue altamente significativo (F2.181,17.44 = 291.2, P <
0.0001), indicando que la duracién de la exposicion a la luz UV afecta significativamente la
viabilidad de los conidios. Asimismo, el efecto del tratamiento fue significativo (Fz s = 86.1,
P < 0.0001), en comparacion con los diferentes tratamientos (Blancophor, microalga no
homogenizada y homogenizada) lo cual sugiere impactan de manera distinta en la proteccion
de los conidios. Ademas, se observd una interaccion significativa entre el tiempo y el
tratamiento (Fo, 24 = 14.95, P < 0.0001).

A los 30 min, el tratamiento con Blankophor mostré una proteccién altamente
significativa frente al control sin proteccion, mientras que los tratamientos con RAD3 no
homogenizada y homogenizada no presentaron diferencias significativas en comparacion con
el control (P = 0.9948 y P = 0.2809, respectivamente). Ademas, en este tiempo inicial,
Blankophor fue significativamente mas efectivo que ambos tratamientos con RAD3 (P =
0.0196). No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos de microalga no
homogenizada y homogenizada (P = 0.5305).

A los 60 min, el tratamiento con Blankophor mantuvo una proteccion significativa
frente al control, al igual que los tratamientos con microalga no homogenizada (P = 0.0435)
y homogenizada (P = 0.0003). En este punto, el tratamiento con Blankophor sigui6 siendo
mas efectivo en ambos tratamientos con RAD3, sin homogenizar y homogenizada (P =
0.0057 y P = 0.0440 respectivamente). No se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos de microalga en este tiempo (P = 0.0660).

Finalmente, a los 90 min, los tratamientos con microalga mostraron una proteccion
significativa en comparacion con el control, RAD3 no homogenizada (P = 0.0058) y RAD3
homogenizada (P = 0.0015). EIl tratamiento con Blankophor ya no presentd diferencias
significativas frente al control (P = 0.1523). En este tiempo final, no se observaron
diferencias significativas entre el tratamiento con Blankophor y el tratamiento sin

homogenizar (P = 0.9137) ni entre Blankophor y el tratamiento con RAD homogenizada (P



=0.7302),

En el tiempo final de 90 min, ambos tratamientos con RAD3 demostraron ser
efectivos, el tratamiento con RAD3 homogenizada mostré una diferencia significativa frente
al tratamiento sin RAD3 homogenizada (P = 0.0089), alcanzando una proteccién comparable

al tratamiento con Blankophor, ya que no se observaron diferencias significativas entre ellos.
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Figura 2. Viabilidad de tratamientos expuestos a la luz UV-C en campana de flujo laminar.
Los * representan que hay diferencias estadisticas con respecto al control con una P= 0.0001) y las

barras de error representan la desviacion estandar.

7.3 Actividad antioxidante de la biomasa de la microalga RAD3
Los resultados obtenidos para las muestras control con &cido ascérbico mostraron
un porcentaje de inhibicién del 1.67% para una muestra de 10 pg, 5.91% para 50 pg y
58.83% para 100 pg, como puede observarse en la tabla 2, asi como en la figura 2.
Para las muestras de la microalga RAD3, ninguna concentracion mostro tener
actividad antioxidante, manteniéndose en 0% el porcentaje de inhibicion desde la
concentracion de 10 pg hasta 100 pg.

Tabla 2. Resultados de la captacion del radical DPPH para muestras a diferentes



concentraciones de acido ascorbico y RAD3

Acido ascarbico RAD3
Muestra (1g) X Lectura % Inhibicién X Lectura % Inhibicién
0 (Blanco) 4 0 4 0
10 3.993 1.67 4 0
20 3.897 2.75 4 0
50 3.763 5.91 4 0
80 2.666 335 4 0
100 1.646 58.83 4 0
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH para muestras a diferentes

concentraciones de acido ascorbico y de la microalga RADS3.

7.4. Proteccion a la luz solar de la formulacion con biomasa de microalgas.

Los resultados revelaron efectos significativos del tratamiento, F (2,6= 965.9, P <
0.0001, del tiempo Fas3621.22 = 125.4, P < 0.0001 y de la interaccion entre ambos factores
F442) = 51.24, P < 0.0001, indicando que tanto los tratamientos como la duracion de la

exposicion a la luz solar influyen significativamente en la viabilidad de los conidios de B.



bassiana.

En el tiempo 0 no se detectaron diferencias significativas entre los tres tratamientos,
lo cual era esperado debido a que este tiempo 0 se tomo6 como el control inicial. A partir de
los 40 minutos, tanto el tratamiento de con Blankophor, como el tratamiento con RAD3
mostraron una proteccion significativa comparada con B. bassiana sin proteccion (P =0.0002
y P = 0.0004, respectivamente), y aunque no hubo diferencias significativas entre ambos
tratamientos (P = 0.1323), el tratamiento con RAD3 comenz6 a mostrar resultados
prometedores frente al tratamiento sin proteccion, pero inferior al tratamiento con
Blankophor.

A los 60 min, el tratamiento con RAD3 mostro diferencias significativas tanto frente
al tratamiento sin proteccion (P = 0.0176) como frente a la proteccion con Blankophor (P =
0.0027), sugiriendo un desempefio inferior a este Ultimo. Este patron continud a los 80y 100
minutos, donde ambos tratamientos ofrecieron una proteccion significativa en comparacion
al tratamiento sin proteccién (P < 0.001), y RAD3 mantuvo un desempefio estadisticamente
diferente frente a la proteccion con Blankophor (P = 0.0222 y P = 0.0306, respectivamente).
A los 120 y 140 min, ambos tratamientos siguieron ofreciendo una proteccion significativa
frente a B. bassiana sin proteccion (P < 0.01). Se destaca que no se encontraron diferencias
significativas entre el tratamiento con Blankophor y el tratamiento con RAD3, en estos
tiempos finales (P = 0.2112 y P = 0.1016, respectivamente).
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Figura 4. Viabilidad de tres tratamientos expuestos a la luz solar. Los * representan que hay
diferencias estadisticas con respecto al control con una P de 0.0001) y las barras de error representan

la desviacién estandar.



8. DISCUSION

Las microalgas han desarrollado mecanismos de resistencia y autorregulacion frente
a las radiaciones UV (UV-A, UV-B y UV-C), lo que les permite sobrevivir en condiciones
extremas de estrés ambiental. La alta capacidad de estas microalgas para resistir el dafio
inducido por dicha radiacion ultravioleta se atribuye principalmente a sus mecanismos
eficientes de reparacion celular y sintesis de compuestos fotoprotectores. Esta informacion
se encuentra respaldada por Santisebastidn-Romero et al. (2022) quienes mencionaron que
existen tres mecanismos distintos por los cuales las microalgas resisten la luz UV: la
activacion de mecanismos de foto-reparacion, sus sistemas antioxidantes y la biosintesis de
fotoprotectores como los aminoacidos tipo micosporina (MAAS), u otros pigmentos como
los carotenoides o las poliaminas. En conjunto, estos tres mecanismos juegan un papel
crucial al absorber y disipar la radiacion UV, minimizando el dafio al ADN y otros
componentes celulares. De acuerdo con Rastogi et al. (2020), estos procesos adaptativos
permiten que las microalgas mitiguen los efectos nocivos de la radiacion UV, destacando su
importancia en ecosistemas extremos y su potencial en aplicaciones biotecnologicas como la
proteccién solar natural.

En este estudio, los resultados mostraron especificamente que RAD3 (Chlorella spp,)
resistio a la luz UV-C de la campana de flujo por un tiempo de hasta 60 min, en contraste
con RAD1 y RADS5 de Chlamydomonas spp. y Chlorella variabillis, respectivamente, las
cuales no tuvieron resistencia a la luz UV-C de la campana de flujo por mas de 30 min.
Martinez-Ruiz et al. (2022) describen una lista extensa de microalgas resistentes a la luz UV,
que incluye a Chlorella protothecoides, con resistencia a la luz UV-C, y a Chlorella vulgaris,
con resistencia a la luz UV-B. Ambas especies fueron expuestas a distintas intensidades de
luz UV-C y UV-B, demostrando ser resistentes a estos tipos de luz UV. Dichos autores
atribuyen esta resistencia a la produccion de un pigmento llamado luteina para C.
protothecoides y de la produccion de dos tipos de MAA’s, los cuales son esporopolenina y
escitonemina. Leon-Diaz (2020) menciona que no solo existe la presencia de esporopolenina
y escitonemina en microalgas, sino también en cianobacterias. La autora sugiere una
evolucion de mecanismos fotoprotectores entre diferentes organismos fotosintéticos.

Esto nos demuestra la importancia adaptativa y sobre la secrecion de este compuesto



bajo condiciones de ambientes extremos, bajo a los que algunas cianobacterias también se
encuentran expuestas.

Calderon-Garcia et al. (2023) realizaron un estudio de resistencia de esporas de
Selaginella novoleonensis a las condiciones ambientales del planeta Marte, encontrando
también en sus resultados, que dicha planta extremofila también presenta la sintesis de
MAA’s, entre ellos la esporopolenina, lo cual la protege de las condiciones de radiacion
extremas en la ingenieria espacial.

Chlamydomonas spp. no suele ser un género de microalgas que resista a la luz UV,
de acuerdo con Tokutsu et al. (2021), este género de microalgas acumula proteinas LHCSR1
y LHCR3 las cuales funcionan como mecanismos de defensa contra las condiciones de
radiacion UV-A y UV-B, disipando la energia excesiva y protegiendo contra dafios
fotooxidativos, sin embargo, los autores mencionan que la eficiencia de estos mecanismos
puede ser menor en comparacion con microalgas o cianobacterias méas adaptadas a ambientes
extremos, mencionan que puede ser un género que suele encontrarse en cuerpos de agua
dulce o ambientes templados donde la exposicion a la radiacion UV es menos severa. Esto
puede explicar porque tiene una capacidad limitada para resistir y poder mantenerse viable
bajo el estrés por las distintas radiaciones UV.

Ueno et al. (2018) evaluaron la capacidad de captacién de luz de una amplia cantidad
de microalgas; sugieren que, si bien algunas especies de Chlorella, como C. ohadii y ciertas
cepas domesticadas, exhiben una resistencia mejorada a la fotoinhibicion y al estrés
fotooxidativo debido a los altos niveles de carotenoides, otras especies, como Chlorella
variabilis, pueden no tener el mismo nivel de resistencia a los rayos UV, posiblemente debido
a diferencias genéticas y metabodlicas. Al profundizar en C. ohadii, se encuentra que puede
estar aislada de ambientes desérticos y exhibir una excelente resistencia a condiciones
extremas, lo cual se atribuye a su adaptacién a ambientes de radiacion intensa. Treves et al.
(2013) mencionan que C. ohadii, una especie relativamente nueva de Chlorella que sobrevive
en las costras microbianas en la arena del desierto, exhibe una resistencia sumamente notable
a la intensidad excesiva de la luz.

La actividad antioxidante de Chlorella spp., mediante ensayo de DPPH, obtuvo un
0% de inhibicion del radical DPPH para todas sus concentraciones, lo que indic6 una

ausencia de actividad antioxidante. Estos hallazgos contrastan con lo reportado por otros



autores, quienes mencionan una alta actividad antioxidante para este género de microalgas.
Dimova et al. (2021) sefialan que Ulva rigida, una macroalga, y Chlorella spp., una
microalga, presentan actividad antioxidante al evaluar sus extractos metanolicos, con
resultados de 32% y 47%, respectivamente, de inhibicion del radical DPPH. Tamanna et al.
(2023) encontraron resultados similares al probar siete solventes de diferentes polaridades,
destacando el extracto metandlico como el més eficiente, con una actividad antioxidante del
44.98%. En dichos estudios, donde se reporta alta actividad antioxidante para esta microalga,
se emplearon extractos metandlicos o etanolicos, a diferencia del presente trabajo, que probo
a Chlorella spp. en su forma integra y sin extraccion previa con solventes.

La ausencia de extraccién pudo limitar la disponibilidad de los compuestos
antioxidantes, ya que los solventes permiten liberar y concentrar metabolitos secundarios,
como los carotenoides y polifenoles, conocidos por su capacidad antioxidante. Esto se
respalda con lo mencionado por Dominguez-Gamez y col (2024), quienes realizaron
actividad antitumor, antioxidante y hemolitica de extractos de Chlorella sorokiniana,
utilizando concentraciones en un rango de 6.25 a 50 microgramos/mL. En este articulo, se
menciona que la extraccion mejora la deteccion de antioxidantes especificamente en
microalgas, Olasehinde et al. (2019) encontraron en su estudio que los extractos de etanol y
diclorometano fueron los mejores para mostrar actividad de eliminacion de los radicales de
DPPH para Chlorella sorokiniana y Chlorella minutissima en comparacion con la biomasa
cruda de estas microalgas, utilizaron concentraciones de 25, 50, 75, y 100 microgramos/mL.
Gammal et al. (2024) resaltaron la importancia de realizar extractos utilizando solventes,
ellos observaron una alta actividad antioxidante en Nannochloropsis spp. y Chlorella spp. en
extractos metanolicos y etandlicos, ya que al probar extractos crudos no encontraron ninguna
actividad antioxidante. Estos estudios nos demuestran el papel clave que juega el solvente
en el proceso de extraccion para poder encontrar de manera adecuada una actividad
antioxidante. Asimismo, se destaca que las concentraciones utilizadas por los autores estan
dentro del rango utilizado en el presente estudio, por lo que esto sugiere que el rango de
concentraciones fue el apropiado para demostrar los efectos antioxidantes.

Los conidios de B. bassiana sin protectores perdieron la viabilidad rapidamente ante
condiciones de luz UV-C de la campana de flujo laminar, tan solo después de los primeros

30 minutos de exposicion perdiendo hasta un 60% de su viabilidad. Estos hallazgos se



encuentran ampliamente investigados en la literatura, Fernandez-Bravo et al. (2023)
realizaron un estudio sobre la pérdida de viabilidad y la reduccion de la capacidad infectiva
de B. bassiana al ser expuesta a condiciones de luz UV, reportando que la radiacion UV-B
reduce la eficacia y provoca una perdida significativa de la viabilidad de los conidios de B.
bassiana.

Otros articulos reportan resultados muy similares al analizar el efecto de la radiacion
UV en B. bassiana, mencionando que la radiacién UV-B reduce significativamente la
viabilidad de los conidios de las cepas de hongos entomopatdgenos B. bassiana y Cordyceps
fumosorosea, (Moldovan et al., 2022; Rossouw et al., 2023). Estos articulos respaldan la
necesidad de utilizar fotoprotectores con el fin de que B. bassiana siga siendo un
entomopatogeno eficiente a nivel de campo, en un estudio realizado por Yu et al. (2022)
destacan la proteccidn de los conidios de B. bassiana con fotoprotectores es crucial debido a
su vulnerabilidad a la radiacion ultravioleta solar, lo cual mencionan que limita su eficacia
como insecticidas fungicos en la agricultura, mencionando al Blankophor como el principal
protector dptico el cual reduce desde un 70 hasta en un 89% la inactivacion de conidios de
B. bassiana en condiciones de alta radiacion UV. Qi et al. (2024) realizaron un estudio en el
que probaron una formulacion en emulsion en aceite con B. bassiana como ingrediente activo
e imidacloprida como protector solar, encontrando que este protector solar quimico fue
efectivo en la proteccion de conidios hasta en un 90%. Estos resultados son comparables a
lo obtenido en el presente estudio ya que Blankophor resulto proteger a los conidios de B.
bassiana, manteniendo su viabilidad cercana al 80%, siendo un tipo de proteccion efectiva
contra las condiciones ambientales, sin embargo, los fotoprotectores quimicos pueden llegar
a ser dafiinos tanto como para el medio ambiente como para la salud humana.

De acuerdo con diversos articulos (Carve et al., 2020; Tao et al., 2020; Tudi et al.,
2021), esta claramente identificado que los protectores solares utilizados tanto en cosmética
como en la agricultura son una amenaza para la vida marina y los arrecifes, y para la salud
humana (Goralczyk, 2021) causando dafios especificamente en el sistema enddcrino.
Especificamente, existen estudios que constatan que el Blankophor, el cual es un agente
blanqueador fluorescente y se utiliza como fotoprotector, tiene un nivel moderado de
toxicidad directa y un impacto ambiental, aunque sus productos de degradacion y sus efectos

sobre la vida acuatica siguen requiriendo de una mayor investigacion (Peng et al., 2018;



Hamer et al., 2006). Hoy en dia, no existe literatura que aborde directamente el uso de
microalgas como protectores solares en entomopatdgenos, por lo que me gustaria destacar y
resaltar la importancia de este trabajo debido a que constituye una contribucion pionera en la
investigacion de esta tematica, estableciendo una base para estudios futuros.

Como se menciono, no hay antecedentes directos sobre esta aplicacion especifica, sin
embargo, los resultados obtenidos en el presente estudio y la discusion mencionada hasta el
momento sustentan y sugieren evidencia que ha sido previamente documentada que respalda
las propiedades de las microalgas como protector de conidios en agentes entomopatdgenos
contra el dafio provocado por la radiacion UV.

En cuanto a la parte de formulacion, los resultados sugieren que existe una mejor
estabilidad de componentes al utilizar en combinacion un emulsionante y un estabilizante.
Tang (2017) en su investigacion sobre las propiedades emulsificantes de un formulado de
proteinas de soya, menciona que en una formulacion en emulsion es importante utilizar tanto
un emulsionante y un estabilizador para mantener el rol de la flexibilidad conformacional de
los ingredientes de la formulacién, habla sobre como la polarizacién de proteinas y el cambio
de dicha polaridad puede provocar una separacion de fases, tal y como se pudo observar en
el presente estudio, Zafimahova-Ratisbonne et al. (2014) en un estudio sobre la estabilidad
de formulaciones en emulsion aceite-agua (O/W), concuerdan de igual manera sobre la
importancia del uso de un estabilizados y un emulsionante, ya que mencionan que polariza
las proteinas, encapsulan polisacaridos y evita esta separacién de fases.

La proteccidn solar de conidios de B. bassiana con biomasa de microalgas arrojo
resultados comparables con conidios preparados con una sustancia quimica con actividad
fotoprotectora “Blankophor”, de acuerdo con Kaiser et al. (2018), quienes ha trabajado en un
estudio relacionado, demostraron que la formulacién de conidios de B. bassiana con
sustancias naturales, como acidos himicos, puede aumentar significativamente su resistencia
a la radiacion UV. Por ejemplo, la adicion de un 10% de acido humico incrementd la
persistencia de los conidios hasta un 87% siete dias después de la aplicacion en condiciones
de campo. Se han realizado diversos estudios para evaluar la resistencia a la radiacién
ultravioleta de diversas microalgas, incluida Chlorella sp. como se ha mencionado
anteriormente, y se han identificado cepas con resistencia inherente a la radiacion ultravioleta

B, lo que sugiere posibles aplicaciones en el desarrollo de materiales protectores contra la



radiacion ultravioleta (Han et al., 2014).

También, se ha demostrado resistencia directa a la luz solar, en un estudio realizado
por Guardini et al. (2021), utilizaron a las microalgas Scenedesmus sp. y Chlorella sp.,
demostraron tener resistencia a la radiacion solar. Los carotenoides desempefian un papel
crucial en la proteccion de las especies de Chlorella contra el dafio fotooxidativo. Los
mutantes de Chlorella vulgaris con alto contenido de carotenoides han demostrado una
mayor tolerancia al estrés fotooxidativo y un mejor rendimiento de biomasa en condiciones
de alta irradiacion, lo que indica que los carotenoides son un objetivo prometedor para
mejorar la eficiencia del uso de la luz y la proteccion UV en las microalgas.

Otros estudios respaldan los resultados obtenidos de proteccién solar como por
ejemplo en el mencionado por Singh et al. (2019) en el que utilizaron Chlorella sorokiniana
y Chlorella vulgaris y demostraron respuestas variables a la exposicion a la radiacion UV-
B. Las cepas de Chlorella sorokiniana demostraron diferentes niveles de sensibilidad a la
radiacion UV-B, y algunas cepas mantuvieron la actividad fotosintética mediante la
activacion de mecanismos de proteccion como antioxidantes no enziméticos y acumulacion
de pigmentos. Chlorella vulgaris, cuando se expuso a la radiacion UV-B, exhibié cambios
en el rendimiento fotosintético y un mayor potencial antioxidante, lo que refleja su capacidad

para proteger contra el dafio de la radiacion UV-B (Reyes et al., 2023).



9. CONCLUSIONES
La cepa RAD3 conserva su viabilidad durante al menos 60 minutos cuando es
expuesta a la luz UVC, lo que sugiere una notable tolerancia a este tipo de
radiacion.
La biomasa de la cepa RAD3 puede preservar la viabilidad de los conidios de
Beauveria bassiana en un 40% tras una exposicion a la luz UVC durante al menos
90 minutos, indicando su potencial como agente protector.
La biomasa homogenizada y sonicada de la microalga RAD3 mejora la viabilidad
de los conidios de Beauveria bassiana en un 15% tras la exposicién a la luz UVC,
destacando la importancia del procesamiento fisico-quimico para optimizar su
capacidad protectora.
Una formulacion en emulsion basada en conidios de Beauveria bassiana y
biomasa de la cepa RAD3 logra mantener una viabilidad comparable a la obtenida
con protectores opticos comerciales como el Blankophor, lo que posiciona a

RAD3 como una alternativa viable y ecoldgica.



10. PERSPECTIVAS

Probar bioensayos en campo

Validar los resultados obtenidos en laboratorio mediante la realizacion de bioensayos
en condiciones de campo permitiria evaluar el efecto protector del formulado en un entorno
real, donde factores ambientales como la radiacion UV, la humedad y la temperatura varian
constantemente. La implementacion de estas pruebas no solo ayudard a determinar la
eficacia del formulado en un agroecosistema, sino también a medir el desempefio de la
formulacién del hongo entomopatdgeno en el control de plagas en condiciones practicas.

Aprovechamiento de la funcién fotoprotectora de las microalgas en la industria
cosmética

Como se ha destacado previamente, las microalgas son una fuente natural de
metabolitos secundarios con propiedades fotoprotectoras, como los aminoacidos tipo
micosporina y pigmentos carotenoides, los cuales absorben eficientemente la radiacion UV.
Estas caracteristicas ofrecen un gran potencial para su aplicacion en la industria cosmética,
en el desarrollo de protectores solares naturales que sean mas seguros para el consumidor y
menos dafinos para el medio ambiente. Los futuros estudios deberian centrarse en la
extraccion y caracterizacion de estos compuestos, asi como en la formulacion de productos
que combinen propiedades antioxidantes y fotoprotectoras, maximizando su eficacia y
sostenibilidad.

Mejoramiento de la produccién de microalgas

Optimizar las condiciones de cultivo de las microalgas sera fundamental para
aumentar su biomasa y la concentracién de compuestos bioactivos de interés. Esto incluye
investigar la influencia de factores como la intensidad y calidad de la luz, la temperatura, la
disponibilidad de nutrientes y el tipo de medio de cultivo. Ademas, la implementacion de
tecnologias avanzadas, como fotobiorreactores de alta eficiencia o sistemas de cultivo
abiertos bien disefiados, podria incrementar significativamente la productividad y reducir los

costos de produccion, facilitando su escalamiento industrial.
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