TERRA

LATINOAMERICANA

Caracterizacion de Encapsulados de Metarhizium anisopliae y su Efecto Sobre el
Crecimiento de Plantas de Capsicum chinense Jacq. Inoculadas con Fusarium
Characterization of Encapsulates of Metarhizium anisopliae and its Effect on the
Growth of Capsicum chinense Jacq. Plants Inoculated with Fusarium

Rosa Isela Cruz-Rodriguez'*"”, Michelle lvonne Pereyra-Arroyo'",

Nancy Ruiz-Lau'?
Maria Laura Porraz-Ruiz'

, Victor Manuel Ruiz-Valdiviezo'
y Jorge Armando Gémez-Salinas’

! Tecnoldgico Nacional de México, I.T. de Tuxtla Gutiérrez. Carretera Panamericana km 1080, Boulevares. 29050 Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México; (R.I.C.R.),
(M.ILP.A), (V.M.RV), (M.L.PR.), (J.A.G.S), (N.R.L.).
2 Secretaria de Ciencia, Humanidades, Tecnologia e Innovacién (SECIHTI). Av. Insurgentes Sur, Col. Credito Constructor. 03940 Benito Juaréz, Ciudad de México,

México; (N.R.L).

* Autora para correspondencia: rosa.cr@tuxtla.tecnm.mx

check for
updates

Cita recomendada:

Cruz-Rodriguez, R. I., Pereyra-Arroyo,
M. I, Ruiz-Lau, N., Ruiz-Valdiviezo,
V. M., Porraz-Ruiz, M. L., & Gdémez-
Salinas, J. A. (2025). Caracterizacién
de Encapsulados de Metarhizium
anisopliae 'y su Efecto Sobre el
Crecimiento de Plantas de Capsicum
chinense  Jacq. Inoculadas con
Fusarium. Terra Latinoamericana, 43,
1-10.e2004. https://doi.org/10.28940/
terra.v43i.2004

Recibido: 19 de junio de 2024.
Aceptado: 12 de enero de 2025.
Articulo. Volumen 43.

Marzo de 2025.

Editor de Seccion:
Dr. Victor Manuel Ruiz Valdiviezo

©0le)

Copyright: © 2025 by the authors.
Submitted for possible open access
publication under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY NC ND) License
(https://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

https://www.terralatinoamericana.org.mx/

RESUMEN

En México, el chile (Capsicum chinense Jacq.) es un cultivo de importancia
econdmicay alimentaria cuya produccion se ve afectada por fitopatégenos del suelo,
siendo el control biolégico una herramienta benéfica para el ecosistema. En el caso
de M. anisopliae, presenta como limitante su sensibilidad a factores ambientales que
reducen su efectividad, por lo que una cobertura mediante una matriz polimérica
es factible para brindarle proteccion. Por ello, se realizé la caracterizacion de
encapsulados de esporas de M. anisopliae y su efecto en el crecimiento de plantas
de chile inoculadas con Fusarium oxysporum. La encapsulacién se hizo mediante
gelificacién idnica con alginato de sodio y cloruro de calcio, se analizé la capacidad
de retencidon y absorcién de agua de los encapsulados, asi como la viabilidad de las
esporasy su actividad antagonista in vitro por confrontacién dual sobre F. oxysporum.
También se comparé la capacidad del encapsulado y de la suspensién de esporas
de M. anisopliae en el crecimiento de plantas de C. chinense Jacq. infectadas con
F. oxysporum. El encapsulado CEM2 (3000 pm &, 1 M CaCl,) con un 43.4% de
humedad y 48.3% de hinchamiento, mostré la més alta supervivencia de esporas
del 96% vy viabilidad superior al 90% durante 75 dias de almacenamiento a 37 °C.
CEM2 evidencié su capacidad antagonista in vitro al inhibir el crecimiento radial
y esporulacion de F. oxysporum 62.9 y 60.5 %, respectivamente. La aplicacién del
encapsulado CEM2 y la suspensién de esporas de M. anisopliae redujeron el efecto
de la aplicacién de Fusarium en las plantas de chile, ya que los valores de altura,
didmetro de tallo y clorofila fueron mayores que en plantas infectadas y demostrd
que promueve el crecimiento al aplicarlo en plantas sanas.

Palabras clave: alginato de sodio, antifingico, control biolégico, esporas, supervivencia.
SUMMARY

In Mexico, chili (Capsicum chinense Jacq.) is a crop of economic and nutritional
importance whose production is affected by soil phytopathogens, with biological
control being a beneficial tool for the ecosystem; in the case of M. anisopliae, its
limitation is sensitivity to environmental factors that reduce its effectiveness, so
coverage using a polymer matrix is feasible to provide protection, for this reason, the
characterization of encapsulated spores of M. anisopliae and its effect on the growth
of chili plantsinoculated with Fusarium oxysporum was carried out. The encapsulation
was done by ionic gelation with sodium alginate and calcium chloride, the water
retention and absorption capacity of the encapsulates was analyzed, as well as
the viability of the spores and their antagonistic activity in vitro by dual confrontation
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on F. oxysporum. The capacity of the encapsulation and the spore suspension of M.
anisopliae for the control of Fusarium in C. chinense Jacq. plants was also compared.
The encapsulate CEM2 (3000 pm @, 1 M CaCl,) with 43.4% humidity and 48.3%
swelling, showed the highest spore survival of 96% and viability of more than 90%
during 75 days of storage at 37 °C. CEM2 demonstrated its antagonistic capacity in
vitro by inhibiting the radial growth and sporulation spores of F. oxysporum 62.9 and
60.5% respectively. The application of the encapsulate CEM2 and the suspension
spores of M. anisopliae reduced the effect of Fusarium inoculation in chili plants since
the values of height, stem diameter and chlorophyll were higher than diseased plants
and demonstrated that it promotes growth when applied to healthy plants.

Index words: sodium alginate, antifungal, biological control, spores, survival

INTRODUCCION

El chile habanero (Capsicum chinense Jacg.) es un cultivo que tiene una alta demanda en México y el mundo.
Se cultiva principalmente en los estados de Yucatan, Quintana Roo, Campeche y Tabasco (Javier-Lépez et al.,
2022) y ha mostrado ser vulnerable a diversos patégenos del suelo que disminuyen su produccién y calidad,
por lo que los agricultores aplican productos quimicos para su proteccién debido a su efectividad; sin embargo,
el uso excesivo y consecuente acumulacién han generado afectaciones al medio ambiente y a la salud humana
(Pathak et al., 2022).

En busqueda de mecanismos amigables con el ambiente, se ha recurrido al control biolégico a través del
empleo de microorganismos benéficos como los hongos entomopatégenos (Medo y Cagén, 2011; Razinger,
Praprotnik y Schroers, 2020). Los géneros Beauveria y Metarhizium han demostrado ser Utiles en el control de
plagas y enfermedades agricolas, Beauveria bassiana se ha utilizado para el control de Botrytis cinerea en chile
y tomate (Barra-Bucarei et al., 2019), de Verticillium dahlia, causante del marchitamiento del algodén (Erdogan 'y
Saglan, 2023)y de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol 17108) en tomate (Lépez-Lépez et al., 2023), mientras
que Metarhizium anisopliae ha demostrado efecto antifingico in vitro ante cepas de Fusarium oxysporum y
Cladosporium herbarum (Ravindran, Chitra, Wilson y Sivaramakrishnan, 2014), Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(Picardal, 2019). Guigdn-Lépez et al. (2021) reportaron que M. anisopliae redujo la germinacién de esporas (92%)
y el crecimiento micelial (80%) de B. cinérea. Mimma et al. (2023) reportaron que la cepa M. anisopliae (MetA1)
redujo hasta 58.33% la incidencia de la pudredumbre en raiz de plantas de Abelmoschus esculentus L. provocada
por Rhizoctonia solani, no obstante, su desempefio en campo ha resultado inconsistente, ya sea por su vida
uatil corta, la presencia de agentes de estrés bidtico y los niveles de carbono disponible en el suelo (Stevens,
Sondereggery Johnson, 2020). Algunas especies de Metarhizium como M. anisopliae, M. brunneum y M. robertsii,
han demostrado en estudios en invernadero y semicampo su capacidad para colonizar la rizosfera y establecerse
como enddfitos en las raices (Castro, et al., 2016; Greenfield et al., 2016; Krell, Jakobs, Vidal y Patel, 2018; Mimma
et al., 2023), contribuyendo al desarrollo y crecimiento de plantas.

La eficiencia de los hongos entomopatdgenos para provocar infecciéon en insectos y en hongos patégenos,
asi como colonizar la rizosfera, depende de que mantenga niveles elevados de propéagulos (Kessler, Enkerl,
Schweize y Keller, 2004); sin embargo, su viabilidad al aplicarlo en campo se ve reducida debido a la sensibilidad
a temperaturas extremas, incidencia de radiacion ultravioleta y la competencia con microorganismos propios
del suelo (Jaronski, 2010; Maruyama, Bilesky, Lima y Fraceto, 2020; Felizatti et al., 2021). das Chagas, Alves,
Luz, Moura y Kamp (2020) y Corval et al. (2021) observaron que la exposicién prolongada a la radiacién UV-B
disminuye la viabilidad de aislados de Metarhizium spp. Por lo que se requiere del desarrollo de estrategias que
permitan la sobrevivencia de sus esporas al aplicarlas en suelo y con ello ofrecer una alternativa para reducir en
un futuro el uso de plaguicidas.

La encapsulacién es una de las técnicas que ha mostrado ser eficiente para proteger microorganismos de
factores que producen estrés bidtico y abidtico (Vemmer y Patel, 2013; Lei, Halim, Asib, Zakaria y Azmi, 2022),
aumentando la estabilidad y el potencial de uso de las células encapsuladas que pueden liberarse lentamente y
tener una efectividad prolongada (John, Tyagi, Brar, Surampalli y Prévost, 2010; Meirelles et al., 2023). El alginato
es uno de los principales biopolimeros que se ha destacado en procesos de encapsulacién y se ha utilizado en
diferentes areas, incluyendo las industrias alimentaria, farmacéutica y agricola, debido a que es un polisacérido
no téxico, que mediante un proceso simple de gelificacion idnica en una sal como el cloruro de calcio forma una
matriz polimérica que permite la encapsulacién de células. Se ha reportado que conidios fungicos encapsulados
en una matriz polimérica conservan su viabilidad tras ser expuestos al calor y la radiacion UV (Przyklenk, Vemmer,
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Hanitzsch, y Patel, 2017; Locatelli, dos Santos, Botelho, Finkler y Bueno, 2018; Maruyama et al., 2020) y de acuerdo
con Qiuetal. (2019), los conidios encapsulados de Metarhizium spp. prolongan su vida UGtil en almacenamiento en
comparacion con los conidios libres. En un estudio reciente, Llerena-Ramos et al. (2025) destacan la relevancia de
integrar practicas agroecolégicas como el uso de microorganismos benéficos como Azotobacter chroococum y
Metarhizium anisopliae en combinacién con abonos orgénicos como el compost liquido enriquecido con K,SiO,,
para mejorar la sostenibilidad y la productividad.

Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue caracterizar encapsulados de esporas de Metarhizium anisopliae
y evaluar su aplicacion en el desarrollo de plantas de chile habanero criollo (C. chinense Jacq.) infectadas con
Fusarium oxysporum.

MATERIALES Y METODOS
Microorganismos

La cepa de Metarhizium anisopliae M20-CIDSMO1 fue proporcionada por el Centro Interdisciplinario de
Investigacion para el Desarrollo Integral Regional Unidad Sinaloa (GenBank KR998522) y la cepa de Fusarium
oxysporum aislada de plantulas de C. chinense Jacq. ambas cepas se reactivaron en agar papa dextrosa.

Material Vegetal
Las semillas de chile habanero fueron colectadas de frutos de un cultivo ubicado en Conkal, Yucatéan.
Preparacion de Encapsulados de Metarhizium anisopliae

La formacién de encapsulados de esporas de M. anisopliae en alginato se realizé por gelificacion idnica
siguiendo la metodologia propuesta por Meirelles et al. (2023) con algunas modificaciones. Se prepard una
suspension de esporas de M. anisopliae a partir de un cultivo en caldo Czapek y se ajusté a una concentracién
de 1x107 esporas mL", que se mezcld con una solucién de alginato de sodio al 4% (p/v) estéril en proporcién
1:10. La mezcla homogénea se adiciond por goteo, empleando jeringas con didmetro interno del pivote de 1.2
y 1.5 mm, en soluciones de cloruro de calcio 0.5 My 1 M durante 30 min en agitacién a 7 rpm. Se obtuvieron
encapsulados de 3000 pmy 2000 um &, las cuales se filtraron en papel filtro #1 (Whatman) y se lavaron con agua
destilada estéril. Finalmente, fueron secados en un horno a 30 °C durante 48 horas.

Humedad

El contenido de humedad de los encapsulados de M. anisopliae tras culminar el proceso de encapsulacion
se analizé por gravimetria (Tu, He, Yang, Wu y Yi, 2015). En una cédpsula previamente tarada se deposité 1 g
de encapsulados y se midié la masa en conjunto (m1), se llevé a una estufa y se mantuvo a 40 °C por 3 h;
posteriormente, se dejé enfriar en un desecador y se midié la masa (m2). El porcentaje de humedad se calculé
con la siguiente férmula:

ml-m2 (1 )

Humedad (%) = ——x100

Hinchamiento

Después del proceso de secado en la preparacion de encapsulados, se tomaron muestras de 50 unidades de
cada uno de los encapsulados y se midié la masa (g) para cada tratamiento (Md). Se sumergieron en una solucién
buffer de fosfatos a pH 7.0 durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo, las muestras se filtraron y se secaron con
papel filtro para retirar el agua superficial; posteriormente se determiné la masa final (Ms) (Raj-Singh, Woolfson y
Donnelly, 2010). El hinchamiento expresado en porcentaje se calculd con la siguiente férmula (Malektaj, Drozdov
y deClaville, 2023):

Ms d
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Supervivencia y Viabilidad

Los encapsulados de esporas de M. anisopliae se depositaron en recipientes de vidrio sellados que se
mantuvieron a 37 °C por un periodo de tres meses, durante el cual se realizaron muestreos de los encapsulados
alos 15, 30,45, 60, 75 y 90 dias para determinar el nimero de esporas viables. Para ello, se adicion6 1 g de cada
encapsulado en 10 mL de una solucidén de citrato de sodio al 2% (p/v) con 0.01% de Tween, se depositaron 50 plL
de la suspension de esporas en cajas Petride 6 mm &, y se les agregd 10 mL de agar papa dextrosa. Transcurridas
48 h de incubacién a 28 °C, se realizé la cuenta en placa adaptado de Baldiviezo, Nieva, Pedrini y Marino (2023).
El porcentaje de viabilidad se determind con la férmula:

Nd
Viabilidad (%) = ~ 100 (3)

Donde Nd, corresponde al nimero de unidades formadoras de colonias por gramo de encapsulado obtenido
de cada muestra y N es el nimero de unidades formadoras de colonias obtenidas en el tiempo cero expresadas
en UFC g™ que corresponde a la supervivencia de las esporas al proceso de encapsulacién.

Prueba de Antagonismo in vitro

Se analizé la actividad antagdnica de los encapsulados de esporas de M. anisopliae contra F. oxysporum,
mediante confrontacién dual (Yadav, Adhikari, Kim, Kim y Lee, 2021), para lo cual se depositd en un extremo de
la caja Petri con medio agar Czapek 1 g de encapsulados y en el extremo equidistante se inoculé con un disco
micelial de & 5 mm de la cepa de F. oxysporum. Las cajas se incubaron a 28 °C = 2°C, y cada 24 horas durante
ocho dias se midié el radio de crecimiento de Fusarium (R2). Como control negativo (R1), se inoculd a Fusarium
Unicamente en el extremo de la caja Petri. También se analizé la capacidad antagdnica de esporas sin encapsular
de M. anisopliae, utilizando un disco micelial de & 5 mm del entomopatdgeno y se deposité en un extremo de la
caja siguiendo el mismo proceso de los encapsulados. El efecto antagdnico se calculé mediante la inhibicion del
crecimiento radial (ICR) expresado en porcentaje con la siguiente férmula:

R1-R2
—_— (4)
R )x100

El efecto de las esporas encapsuladas y esporas en disco de M. anisopliae sobre la esporulacién de F.
oxysporum se realiz6 mediante cuenta directa en cdmara de Neubauer. Transcurridos 12 dias de iniciada la
confrontacién, se obtuvieron de cada unidad experimental de los diferentes tratamientos evaluados 10 discos
de micelio de Fusarium & 6 mm que se depositaron en tubos de ensaye con 9 mL de agua destilada estéril
adicionado con 0.05% de Tween 80, los tubos se agitaron por 60 s para desprender las esporas y se calculd el
porcentaje de Inhibiciéon de Esporulacion (IE) usando la férmula:

IE (%) = (El —E2
YR
Donde E1= cantidad de esporas de F. oxysporum provenientes del tratamiento R1y E2= cantidad de esporas
de F. oxysporum provenientes de los diferentes tratamientos de confrontacion.

ICR (%) = (

)xlOO (5)

Experimento en Invernadero

Se aplicé un disefio experimental en bloques completamente al azar y se evaluaron siete tratamientos con
seis réplicas: T1 = control (agua destilada); T2 = control quimico (fungicida Mancozeb); T3 = M. anisopliae libre;
T4 = M. anisopliae libre + F. oxysporum; T5 = F. oxysporum; Té = encapsulados; T7 = encapsulados + F. oxysporum,
se germinaron pléntulas de chile habanero criollo (C. chinense Jacq.) en semilleros que contenian una mezcla
de tierra negra y Peat moss (3:1 p/p), 30 dias después de la germinacién se trasplantaron a bolsas de vivero con
capacidad para 5 kg de sustrato, los tratamientos T3 y T4 se inocularon el dia del trasplante con la suspensién
de M. anisopliae (20 mL a 1x107 esporas mL"), mientras que a los tratamientos Té6 y T7 se les colocd 20 g de
encapsulados en el suelo a una profundidad de 10 cm junto a la rizosfera de las plantas. Siete dias después del
trasplante se aplicd la suspension de F. oxysporum en los tratamientos T4, TS y T7 (20 mL a 1x107 esporas mL™")
en la base del tallo. Durante el desarrollo del experimento (54 dias) se realizaron mediciones de altura de planta
(cm), longitud de raiz (cm), didmetro de tallo (cm), nimero de frutos y contenido de clorofila (unidades SPAD).

https://www.terralatinoamericana.org.mx/ Pagina |4



CRUZ-RODRIGUEZ ET AL. ENCAPSULADOS DE M. ANISOPLIAE.

Analisis Estadistico

Se determiné el valor promedio de los datos obtenidos de cada uno de los experimentos realizados y se realizé
un andlisis de varianza simple, seguida de una prueba de rangos multiples de Tukey con un nivel de confianza del
95%, empleando el programa estadistico Statgraphics Centurion XVI (Statgraphics Technologies, 2009).

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de los Encapsulados de Esporas de M. anisopliae

La apariencia de los encapsulados fue de textura lisa sin poros visibles, color blanco, ligeramente himedas
y predominantemente esféricas (Figura 1), con didmetros de 3000 y 2000 pm, calculados por frecuencia relativa
con N=100. Se agruparon en cuatro tipos que se denominaron CEM1 (3000 um &, 0.5 M CaCl,), CEM2 (3000 pm
@, 1 M CaCl,), CEM3 (2000 pm &, 0.5 M CaCl,) y CEM4 (2000 um &, 1 M CaCl,).

En el Cuadro 1, se observa que no hubo diferencia estadistica significativa en el porcentaje de humedad
de los encapsulados después de la etapa de secado incluida en la preparacion, se obtuvieron valores entre 42
y 52% de humedad. Por otro lado, la capacidad de hinchamiento nos indica la afinidad de la matriz polimérica
de interactuar con las moléculas de agua y al respecto el andlisis de los datos indicé que si hay diferencia
estadistica significativa entre los encapsulados de M. anisopliae, CEM3 presentd el valor mas alto con 55.1+1.7%
de hinchamiento, ya que su concentracion de cloruro de calcio es baja y generd una red menos estable con el
alginato, mientras CEM2 y CEM4 que se reticularon con una solucién de CaCl, TM mostraron menor capacidad
de retencién de agua, lo que se explica conforme a lo expuesto por Savié¢-Gaijié, Savié, y Svircev (2023), quienes
indicaron que a mayor concentracién de iones Ca?* se presenta una mayor reticulacidon de las cadenas de alginato
modificando la densidad de la red y por tanto la matriz es menos permeable, por lo tanto los encapsulados con
menor hinchamiento permitieron una liberacién lenta de las esporas prolongando su actividad bioldgica.

Eficiencia de la Encapsulacién de Esporas de M. anisopliae

En la Figura 2A, se presenta la concentracion de esporas que sobrevivieron a las condiciones de preparacion
del encapsulado y se observa que CEM2 mantuvo la mayor concentracién con 9.6x10° UFC g que corresponde
al 96% del contenido de esporas en la mezcla inicial, seguido de CEM4 con 81%. Cabe destacar que tanto CEM2
como CEM4 mostraron menor hinchamiento y menor permeabilidad de la matriz debido a su alta concentracion
de cloruro de calcio.

Figura 1. Encapsulados de esporas de M. anisopliae en alginato por gelificacién iénica.
A = microcapsulas de 2000 pm; B = microcapsulas de 3000 um.
Figure 1. Encapsulated of M. anisopliae spores in alginate by ionic gelation. A = 2000 um

microcapsules: B = 3000 ym microcapsules.

https://www.terralatinoamericana.org.mx/ Paginal5b



TERRA LATINOAMERICANA VOLUMEN 43, 2025. e2004
Articulo perteneciente al nimero especial "Tépicos Selectos en Agroecosistemas”

Cuadro 1. Contenido de humedad y tasa de hinchamiento de los encapsulados.
Table 1. Moisture content and swelling rate of encapsulates.

Encapsulados de esporas de M. anisopliae Humedad Hinchamiento
____________________ % o e e e e e

CEM1 42.74+3.44 a 52.48+0.78 b

CEM2 4341251 a 48.35+0.21 ¢

CEM3 52.27+8.81 a 55.10+1.70 a

CEM4 52.79+7.53 a 44.95+3.99 ¢

Valores promedio * desviacion estandar. Letras iguales indican que no hay diferencia minima significativa de acuerdo con la prueba de Tukey
(P <0.05). CEM1 (3000 pm &, 0.5 M CaCl,), CEM2 (3000 um &, 1 M CaCl?), CEM3 (2000 um &, 0.5 M CaClI?), CEM4 (2000 um &, 1 M CaCP?).
Mean values * standard deviation. Same letters indicate that there is no significant minimum difference according to the Tukey test (P < 0.05).
CEM1 (3000 um &, 0.5 M CaCl,), CEM2 (3000 pm &, 1 M CaCl,), CEM3 (2000 pym &, 0.5 M CaCl,), CEM4 (2000 um &, 1 M CaCl,).

Fuy Chen (2011) reportaron que al almacenar conidios de M. anisopliae a 37 °C se afecta negativamente su
viabilidad, por lo que se analizé la capacidad de proteccion de la matriz polimérica alginato-calcio durante 90
dias; los datos de viabilidad se presentan en la Figura 2B y se observa que los valores obtenidos a los 15 dias de
almacenamiento no mostraron diferencias estadisticas significativas (P < 0.05), pero a partir del muestreo del dia
30 hasta concluir el periodo de almacenamiento, se observé que los porcentajes de viabilidad de CEM2 tuvieron
diferencias estadisticas significativas con los deméas encapsulados, esto se atribuyd a la mayor concentracién de
iones Ca?*en la matriz (1 M CaCl,), lo que evité que las esporas tuvieran exposicién a los factores ambientales,
manteniendo la viabilidad por arriba del 92%, mientras CEM1 y CEM3 con menor concentracién de iones Ca?*
(0.5 M CaCl,), presentaron una reduccién significativa en la viabilidad de 58.5+7.3 y 63.9+5.6% respectivamente
a los 90 dias de almacenamiento. Debido a que durante la preparacién de la encapsulacién, las esporas no son
expuestas atemperaturas elevadas, son minimas las afectaciones que se provocan a laintegridad y funcionamiento
de las esporas. Aun en condiciones limitadas de nutrientes, los componentes de la matriz polimérica contribuyen
significativamente a la retencion de esporas (Rahman et al., 2024), dado que la viscosidad del alginato genera
mayor cohesién y el calcio regula el funcionamiento de proteinas fosfatasas como la calcineurina que modula la
respuesta a estrés, la morfogénesis y homeostasis de iones (Fox y Heitman, 2002), ademaés de inducir la formacion
de conidios (Juvvadi, Lamoth y Steinbach, 2014).
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Figura 2. Eficiencia del proceso de encapsulacion de esporas de M. anisopliae. A = supervivencia de las esporas
expresados en UFC g'; B = porcentaje de viabilidad de las esporas encapsuladas durante el almacenamiento.

Figure 2. Efficiency of the M. anisopliae spore encapsulation process. A = spore survival expressed in UFC g'; B = percent
viability of encapsulated spores during storage.
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Actividad Antagonista in vitro de los Encapsulados sobre F. oxysporum

El anélisis estadistico (P < 0.05), de los porcentajes de inhibicién de crecimiento radial (ICR) de F. oxysporum en
presencia de los diferentes encapsulados de M. anisopliae (CEM) que se muestran en el Cuadro 2, indica que si hay
diferencias significativas en los datos obtenidos de ICR, siendo los mayores porcentajes la muestra de encapsulado
CEM2 con 62.98+3.43% vy la aplicacién del disco micelial del entomopatégeno (DME), con 63.57+3.27% de ICR. En
esta prueba de antagonismo, la forma y el tamafo de los encapsulados influyen en la actividad antagonista, ya que
a mayor didmetro de las microcdpsulas de forma esférica es mayor el érea superficial para la liberacién de esporas.
Asitambién la concentracion de iones Ca?* influye directamente en la reduccién significativa del crecimiento micelial
de los hongos (Boumaaza, Benkhelifa y Belkhoudja, 2015). Debido a que la esporulacién es importante para la
propagacién e infeccién de las especies de Fusarium, se analizé el efecto de los encapsulados sobre la inhibicidn
de esporulacién (IE) y no se encontraron diferencias estadisticas significativas entre las muestras analizadas. Cabe
destacar que los valores obtenidos de IE que se encuentran entre 50-65% son relevantes para el control de Fusarium
debido a que, como han reportado Ajmal, Hussain, Ali, Chen y Lin (2022) al reducir el crecimiento micelial de este
patdgeno se induce su esporulacién como mecanismo de supervivencia, por lo que es relevante que el antagonista
tenga la capacidad de inhibir tanto el crecimiento como la esporulacién del patégeno.

Potencial Antifungico in vivo de los Encapsulados sobre F. oxysporum.

Debido a la viabilidad y capacidad de inhibicién in vitro del encapsulado CEM2, se eligié aplicarlo en el
experimento in vivo, como pretratamiento para el control de F. oxysporum en plantas de chile. En el Cuadro 3 se
presentan los datos obtenidos del efecto de la aplicacién de una suspensién de esporas libres de M. anisopliae
(T4)y del encapsulado CEM2 (T7) sobre pardmetros morfolégicos y fisioldgicos de plantas de chile infectadas con
Fusarium. El andlisis ANOVA reveld que los efectos provocados de la inoculacién con F. oxysporum sobre la altura
de planta, didmetro de tallo y nimero de frutos por planta, a los 54 dias después de la inoculacién, se redujeron
significativamente con la aplicacion de M. anisopliae (T4 y T7) en comparacién con el tratamiento T5 inoculado
Unicamente con F. oxysporum. La altura fue de 44 cm con el tratamiento T5, mientras que las plantas con los
tratamientos T4 y T7 alcanzaron 75.33 y 77.67 cm, respectivamente. Mientras que el valor del didmetro de tallo se
duplicé con T4 y T7, alcanzando 0.64 y 0.58 cm respectivamente, cabe destacar que con ambos tratamientos se
obtuvo mayor produccion de frutos por planta. La aplicaciéon de CEM2 en el tratamiento T, plantas sin patégeno,
elevé el contenido de clorofila a 11.08 SPAD, que refleja una mayor asimilacion de nutrientes y, por consiguiente,
un mejor crecimiento, superando hasta un 30% la altura del tratamiento T1, plantas sanas sin inocular.

Lo anterior comprueba que las esporas de M. anisopliae libres o encapsuladas son Utiles para reducir el efecto
de la presencia de F. oxysporum en el crecimiento de las plantas de chile, debido a que este entomopatdégeno
posee mecanismos enzimaticos que le permiten colonizar las raices de las plantas, mejorando asi el crecimiento de
su huésped y actuando como antagonista de patdégenos (Sarven et al., 2020). Cabe resaltar que la matriz polimérica
semipermeable utilizada para la encapsulacion de M. anisopliae reduce la pérdida de agua y solutos, permitiendo el
equilibrio de gasesy controlando cambios bioquimicos, de tal manera que no reduzca su efectividad por la exposicién
a factores ambientales como temperatura y humedad, ademéas de mantener su viabilidad en almacenamiento.

Cuadro 2. Efecto de los encapsulados sobre la inhibicién del crecimiento radial y la inhibicién de esporulacién de F. oxysporum.
Table 2. Effect of the encapsulates on the inhibition of radial growth and the inhibition of sporulation of F. oxysporum.

Muestras ICR IE
____________________ % - e e e e e e e e e e e e e

CEM1 44.05%£5.72 b 59.56+6.76 a

CEM2 62.98+3.43 a 60.49+4.96 a

CEM3 31.89+3.3%9 ¢ 59.51+6.77 a

CEM4 33.54+5.11¢ 53.57+2.81 a

DME 63.57+3.27 a 58.33+x5.20 a

Valores promedio = desviacién estandar. Letras iguales indican que no son significativamente diferentes a P < 0.05 (Prueba de Tukey). CEM1
(3000 pm @, 0.5 M CaCl,), CEM2 (3000 um &, 1 M CaCl,), CEM3 (2000 pm &, 0.5 M CaCl,), CEM4 (2000 um &, 1 M CaCl,). DEM (Disco micelial
del entomopatégeno-M. anisopliae) ICR = inhibicién de crecimiento radial; IE = inhibicién de esporulacién.

Mean values + Standard deviation. Same letters indicate that they are not significantly different from P < 0.05 (Tukey's Test). CEM1 (3000 um
@, 0.5 M CaCl,), CEM2 (3000 um &, 1 M CaCl,), CEM3 (2000 pm &, 0.5 M CaCl,), CEM4 (2000 pm &, 1 M CaCl,). DEM (Mycelial disk of the
entomopathogen-M. anisopliae) ICR = radial growth inhibition; IE = sporulation inhibition.
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Cuadro 3. Efecto de la aplicacion de esporas libres y encapsuladas de M. anisopliae sobre el crecimiento de plantas de chile
(C. chinense Jacq.) inoculadas con Fusarium.

Table 3. Effect of the application of free spores and encapsulated from M. anisopliae on the growth of chili plants (C. chinense Jacq.)
with Fusarium inoculated.

Tratamientos Numero de frutos Longitud de raiz Altura de planta Didmetro de tallo Clorofila Unidades SPAD

__________________ P W
T1 1.33+0.58 ¢ 39.67+10.60 a 57.17£535b 0.62+0.10 a 7.42+1.42 bc
T2 - 39.83+x11.09a 72.67+8.08 a 0.2+0 ¢ 8.28+x1.21b
T3 3.0£1.15 bc 32.0x1.0a 71.67+3.21 a 0.47+0.06 b 6.11+0.31 cd
T4 10.0£4.36 a 35.5#25a 75.33+x0.58 a 0.64+0.05 a 6.18+1.80 cd
T5 - 35.90+£5.77 a 44.0x2.64 ¢ 0.3x0.1¢c 1.68x0.45 e
T6 3.33+x0.58 b 35.5£10.0a 74.17+3.25 a 0.66x0.05 a 11.08+0.99 a
T7 8.33x1.53 a 33.3x4.51 a 77.67+4.72 a 0.58+0.05 ab 4.59+1.72d

Valores promedio * desviacion estandar. Letras iguales indican que no son significativamente diferentes a P < 0.05 (Prueba de Tukey). T1 = control negativo
(sin inoculacién); T2 = quimico (fungicida mancozeb); T3 = M. anisopliae libre; T4 = M. anisopliae libre + F. oxysporum; T5 = control positivo (F. oxysporum);
Té6 = CEM2; T7 = CEM2 + F. oxysporum.
Mean values * Standard deviation. Same letters indicate that they are not significantly different from P < 0.05 (Tukey's Test). T1 = negative control
(without inoculation); T2 = chemical (mancozeb fungicide); T3 = M. anisopliae free; T4 = M. anisopliae free + F. oxysporum; T5 = positive control (F. oxysporum);
Té6 = CEM2; T7 = CEM2 + F. oxysporum.

CONCLUSIONES

La efectividad de la encapsulacién de esporas de M. anisopliae mediante gelificacién idnica con alginato
de sodio y cloruro de calcio varia segun la concentracién de iones de calcio y el tamafio de la microcapsula,
los encapsulados CEM2 de 3000 um de didmetro y que se prepard con una soluciéon 1 M de CaCl, mostré
una efectividad superior al 95%, manteniendo la viabilidad de las esporas por arriba del 90% durante 90 dias
almacenados a 37 °C. La permeabilidad de la matriz polimérica permite la liberacién de las esporas sin afectar
su actividad antagonista in vitro sobre F. oxysporum, inhibiendo su crecimiento y esporulacién, mientras que al
aplicarlo en plantas de chile habanero criollo (C. chinense Jacq.) promueve el crecimiento vegetal y reduce el
efecto de la infeccion por Fusarium, por lo que el empleo de estos encapsulados son una alternativa viable para
reducir el uso de productos quimicos en este cultivo.
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