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Efecto de las condiciones de cultivo sobre la
actividad enzimatica de Serratia marcescens contra

Tecia solanivora (Lepidopiera: Gelechiidae)
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Resumen. Se evaluo la actividad enzimatica de extractos de Serratia marcescens, previamente sometida
0 no a pases sucesivos en larvas de Tecia solanivora Povolny y a crecimientos continuos sobre medios
suplementados o no, con los sustratos potenciales inductores de virulencia (salvado de trigo y
homogeneizado de larvas del insecto). Con la biomasa de la bacteria producida en estos medios, se
prepararon extractos enzimaticos a los cuales se les determiné la actividad de las enzimas N-
acetilglucosaminidasa, quimoelastasa proteasa PR-1 y B-esterasa. Para ello, la bacteria fue sometida a
cinco cultivos sucesivos en estos medios y en cada cultivo se evaluaron las actividades mencionadas. Se
determindé que los crecimientos sucesivos de la bacteria sobre los medios suplementados con estos
potenciales sustratos, afectaron las actividades enzimaticas de los extractos, incrementandose éstas con
el tercer crecimiento sucesivo de S. marcescens en los medios suplementados con los sustratos inductores
y siendo estas actividades ligeramente mayores cuando la bacteria creci6é en los medios suplementados
con el homogeneizado de larvas del insecto.

Palabras clave: Bacterias entomopatogénicas. Serratia sp. Sustratos inductores. Enzimas.

Summary. The enzymatic activity of Serratia marcescens extracts was evaluated, previously inoculated or
not on Tecia solanivora Povolny larvae, and successively grown in culture media supplemented or not
with potential virulence inductors (wheat bran and homogenised T. solanivora larvae). The bacteria
biomass obtained from these media were used to prepar enzymatic extracts for which the activity of the
enzymes N-acetilglucosaminidase, quimoelastase protease PR-1 and f3-esterase were determined. The
bacteria were grown up in five successive cultures on these media, and in each culture these activities
were also evaluated. We determined that successive growth of the bacteria on culture media supplemented
with these potential substrates affected the extract enzymatic activities, increasing with the third successive
arowing of S. marcescens in the supplemented culture media, these activities being slighty higher when
the bacteria grew on media supplemented with homogenised insect larvae.
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Introduccién

En la cuticula de los insectos existen com-
ponentes de origen bioquimico que pue-
den ser utilizados como fuente nutricional
para los microorganismos entomopato-
genos. Algunos estudios indican que puede
existir una relacion entre el aumento en la
produccion de enzimas extracelulares y el in-
cremento en la virulencia de los entomopato-
genos, cuando se utilizan medios de cultivo
suplementados con estos especificos sustra-
tos inductores (Flach et al. 1992; Sampson
y Gooday 1998).

St Leger, en 1997, encontr6 que al adicionar
a un medio de cultivo cuticula de larvas de
Manduca sexta se obtuvieron las mayores
producciones y actividades de enzimas
proteoliticas para los hongos Verticillium
lecanii, Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae. Asi mismo, Gonzales et al. (1999)
observaron un incremento en la patogenici-

dad de cuatro aislamientos de B. bassia-
na contra adultos de Hypothenemus
hampei (Coleoptera: Scolytidae), cuando
estos aislamientos se cultivaron continua-
mente en medios de cultivo suplemen-
tados con adultos de la broca del café.
Sin embargo, son muy incipientes los es-
tudios que relacionan los mecanismos
enzimaticos de los microorganismos
biocontroladores con su patogenicidad en
insectos. Para el caso de las bacterias como
las del género Serratia estos mecanismos
no han sido completamente dilucidados
(Nunez 1993). En bacterias como Bacillus
thuringiensis y Pseudomonas sp., la pro-
duccién de enzimas como quitinasas y
proteasas parece estar involucrada con el
incremento de su virulencia hacia algunos
insectos plaga (Flach et al. 1992).

De otra parte, algunas investigaciones
indican que los crecimientos o cultivos
continuos de los entomopatégenos so-

bre medios suplementados con sustratos
inductores de virulencia, pueden incremen-
tar su patogenicidad hacia los insectos
plaga; sin embargo, también se ha demos-
trado que los continuos cultivos de estos
microorganismos, conllevan a procesos de
heterocariosis, que tienen como conse-
cuencia la pérdida 6 disminucion de su
virulencia, haciendo necesaria su reacti-
vacion periodica sobre los insectos suscep-
tibles (Schaerffenberg 1964).

El conocimiento sobre la adecuada utili-
zacion de estos factores diferentes en el
crecimiento y produccion de los microor-
ganismos entomopatégenos proporciona
nuevas herramientas para el desarrollo de
entomopatégenos mayormente biocon-
troladores de los insectos plaga, ya que se
pueden desarrollar producciones mas efi-
cientes de estos microorganismos, en
medios de cultivo suplementados con
sustratos inductores adecuados y especifi-
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cos, ademas de permitir la seleccién de los
aislamientos mas virulentos crecidos pre-
viamente sobre estos medios de cultivo
suplementados.

Con el fin de esclarecer y relacionar algu-
nos de los mecanismos enzimaticos en la
patogenicidad de bacterias entomopat6-
genas como las del género Serratia, el
objetivo de la presente investigaciéon con-
sistié en evaluar el efecto que producen
las inoculaciones sucesivas de la bacteria
en larvas del insecto y sus crecimientos
continuos en medios de cultivo suplemen-
tados con sustratos inductores de viru-
lencia, sobre las actividades enzimaticas
de extractos de S. marcescens. La hip6te-
sis planteada propone lo siguiente: ées
posible incrementar o, por el contrario,
disminuir las actividades enzimaticas de
extractos de S. marcescens mediante la
combinacion de diferentes factores de cul-
tivo, como sus inoculaciones en larva del
insecto y sus crecimientos en medios su-
plementados con sustratos potencialmen-
te inductores?. En esta publicacion se
presentan los resultados obtenidos en la
determinacion de la actividad enzimatica
de extractos de la bacteria; posteriormen-
te, en otra publicacién se presentaran y
se relacionaran los resultados obtenidos
de la actividad enzimatica con la actividad
biocontroladora de la bacteria hacia lar-
vas de T. solanivora.

Esta investigacion se llevé a cabo en el
Laboratorio de Control Biolégico del Pro-
grama Nacional de Manejo Integrado de
Plagas de Corpoica — Tibaitata y fue ejecu-
tada durante los anos 1999 al 2001.

Materiales y Métodos

Aislamiento de bacterias potencial-
mente entomopatogénicas

A partir de tres muestras de suelo, prove-
nientes de tres zonas geograficas
localizadas en el departamento del Ama-
zonas (Colombia), se pesé 1 g de suelo
por muestra y se adicion6 a un erlenmeyer
de 250 ml de capacidad, el cual contenia
100 ml de agua destilada estéril (dilucion
10?) y se agité a 100 rpm durante 30 mi-
nutos. Al cabo de este tiempo, se realiza-
ron diluciones seriadas hasta 10*en agua
destilada estéril, las cuales se sembraron
en cajas de Petri que contenian un medio
sélido suplementado con quitina coloidal
y se incubaron a 28°C durante 7 dias. Las
unidades formadoras de colonia (UFC), que
produjeron un halo de degradaciéon del
medio, se repicaron y conservaron en via-
les con agar nutritivo, cubiertos con aceite
mineral a 4°C.

Seleccién del microorganismo entomo-
patogénico de T. solanivora

Las bacterias que degradaron el medio de
cultivo con quitina coloidal mencionadas
anteriormente, un aislamiento de los hon-
gos Paecilomyces fumoso-roseus (Wise)
Brown & Smith, Nomuraea rileyi (Farlow)
Samson, Penicillium sp., Trichoderma
koningii y Verticillium lecanii (Zimm.)

Viegas, un aislamiento de las bacterias
Pseudomonas fluorescens, Serratia mar-
cescens, S. liquefasciens y dos aislamien-
tos de B. thuringiensis, obtenidos del
Banco de Germoplasma del laboratorio de
Control Biolégico de Corpoica-Tibaitata
(Regional 1), fueron utilizados para selec-
cionar el microorganismo con potencial
actividad biocontroladora de larvas de T.
solanivora.

Teniendo en cuenta el tipo de microor-
ganismo evaluado, se procedi6 a reali-
zar la suspension madre de la siguiente
manera: para la valoraciéon de cada hon-
go, a partir de su crecimiento a 28°C
durante 12 dias en cajas de Petri en
papa dextrosa agar (PDA), se realizé una
suspension de conidios en una solu-
cion de Tween 80 al 0,1%, la cual se
ajusté finalmente a una concentraciéon
de 10® conidios/ml del hongo, evaluan-
dose todos los aislamientos de los hon-
gos a esta concentracion.

En el caso de los aislamientos de B.
thuringiensis, a partir de su crecimien-
to en agar L, durante 10 dias a 28°C, se
realiz6 una suspension madre de cada
bacteria en una solucién tampoén de
fosfatos. Posteriormente, mediante den-
sidad optica en espectrofotometro a 595
nanémetros, se cuantificé la proteina
total de cada suspension madre bacteriana
por el método de Bradford (1976) y final-
mente se ajustdé a una concentraciéon de
250 pg/ml de proteina total para cada ais-
lamiento de B. thuringiensis, siguiendo el
método descrito por Bosa (1996). En el
caso de las otras bacterias, a partir de su
crecimiento en caja de Petri con medio de
cultivo agar nutritivo incubado durante 4
dias a 28°C, se realiz6é una suspension ma-
dre de cada bacteria en agua peptonada
estéril al 0,1% pH 7,2 = 0,2. Esta suspen-
sién se ajusté a una concentracion de 108
células/ml, mediante la utilizacion de una
curva de calibracion realizada previamen-
te, en la que se relacion6 la concentracion
de células (UFC) y la absorbancia leida en
espectrofotébmetro a 600 nm.

Para la realizacién de los ensayos biol6gi-
cos con las suspensiones de estos micro-
organismos, se desinfectaron tubérculos
de papa variedad pastusa; luego cada tu-
bérculo se sumergié durante 5 minutos
en la respectiva suspension del microor-
ganismo y se dejé secar en una camara de
flujo laminar. Una vez seco, cada tubérculo
se colocd en un recipiente plastico que
contenia en el fondo una capa de arena
estéril de 1 cm de espesor y se infesto con
10 larvas de primer instar de T. solanivora
procedentes de una cria del insecto man-
tenida bajo condiciones controladas. Los
recipientes plasticos se taparon y se man-
tuvieron a 18 = 2°Cy 70 = 10% de hume-
dad relativa.

El diseno experimental fue completamen-
te aleatorizado, con 4 repeticiones por
tratamiento (microorganismo). La unidad
experimental consistié6 de 10 larvas del
insecto por tubérculo, para un total de

40 larvas por tratamiento. Las evaluacio-
nes de mortalidad en los tratamientos se
realizaron a partir de los 30 dias de inicia-
do el ensayo, donde se registraron, en
forma periédica cada 5 dias durante 15
dias, el nimero de pupas presentes en
cada unidad experimental y el namero
total de pupas por tratamiento. Los re-
sultados obtenidos se sometieron a un
andlisis de varianza y una prueba de com-
paracion de Tukey con un « de 0,05% de
significancia.

El aislamiento que presenté la mayor
actividad insecticida sobre las larvas de
T. solanivora fue seleccionado para las
posteriores evaluaciones de su activi-
dad biocontroladora y para la determi-
nacioén de su actividad enzimatica a través
del tiempo.

Medio de cultivo suplementado con los
potenciales inductores de virulencia
para el crecimiento de S. marcescens

Para evaluar los sustratos potenciales
inductores de virulencia, se utiliz6 un me-
dio de cultivo basico cuya composicion por
litro fue Agar (15,0 g), K,HPO, (7,0 @),
KH,PO, (3,0 @), (NH,), SO, (1,0 g), M@SO,.
7H,0(0,19).A éste, se le adicionaron como
potenciales inductores de virulencia, sal-
vado de trigo comercial y homogeneizado
de larvas de T. solanivora a una concentra-
cién del 2% P/V.

Salvado de trigo. El salvado de trigo co-
mercial se sometié a un secado durante
24 horas en estufa con corriente de aire a
30°C; posteriormente, el sustrato seco se
tamizoé a través de una malla con un tama-
no de poro de 100 pm.

Homogeneizado de larvas de T.
solanivora. Este sustrato se obtuvo a par-
tir de larvas sanas de sequndo y tercer
instar de T. solanivora, procedentes de la
cria del insecto. Para ello se procedié a su
deshidratacién en una estufa con corrien-
te de aire a 20°C, durante 72 horas. Una
vez secas, las larvas se maceraron en un
mortero de porcelana y posteriormente se
tamizaron en una malla con un tamano de
poro de 100 pum.

Los medios con y sin potenciales induc-
tores se esterilizaron durante 20 minutos
y se sirvieron en cajas de Petri. Estos me-
dios de cultivo sélido que contenian los
potenciales inductores de virulencia, o sin
la adicién de éstos, se utilizaron posterior-
mente para el crecimiento de S. marcescens
a 28°C durante 4 dias. Los medios de cul-
tivo soélido utilizados (tratamientos) fue-
ron: el medio de agar nutritivo con sales
(medio basico), el medio basico suplemen-
tado con salvado de trigo y el medio basi-
co suplementado con larvas del insecto.
La bacteria crecida en cada uno de estos
medios, se utilizé posteriormente para la
realizacion de los bioensayos tendientes a
la evaluacién de su actividad entomopa-
togénica y para la determinacion de su ac-
tividad enzimatica.
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Evaluacion de la actividad enzimatica
de S. marcescens cultivada en los di-
ferentes medios

Durante cada cultivo sucesivo de S.
marcescens y simultdneo a la evaluacion
de su actividad entomopatogénica, tam-
bién se procedi6 a la determinacion de la
actividad enzimatica de la bacteria produ-
cida en cada tratamiento.

Para la preparacion de los extractos
enzimaticos de células de S. marcescens,
se tomaron 100 miligramos de células
bacterianas de cada tratamiento y se sus-
pendieron en 1 ml de solucién buffer Tris-
HCI (Trizma ®Base T-8524 Marca sigma)
0,1M pH 8,0 preparado en agua destilada
desionizada estéril. Esta suspension se
agité a 350 rpm a 8°C durante 60 minu-
tos. Posteriormente, esta muestra se so-
metié a sonicacion a 50 KHz durante 2
minutos, luego se centrifugd a 12.000 rpm
y 8°C durante 15 minutos, se filtr6 y el
extracto enzimatico obtenido fue utiliza-
do para la determinacién de la actividad
de las enzimas N-acetilglucosaminidasa,
quimoelastasa proteasa PR-1 y f-
esterasa.

Determinacion de la actividad N-
acetilglucosaminidasa

Para la determinacion de la N-acetilglu-
cosaminidasa se utilizaron los procedimien-
tos descritos por St. Leger et al. (1986a).
Inicialmente se elaboré una curva de cali-
braciéon ‘con p-nitrofenol preparado en un
tampoén de citrato de sodio (0,2M) a pH 5
y utilizando una longitud de onda de 400
nm. Los resultados obtenidos en las mues-
tras biologicas fueron extrapolados en di-
cha curva estandar, obteniéndose de esta
manera la actividad enzimatica que se ex-
pres6é en pmoles de p-nitrofenol por mg
de células bacterianas.

Para la reaccion colorimétrica de las mues-
tras bioldgicas, a cada 0,2 ml de extracto
enzimatico, se le adicion6 1 ml de solu-
cion de p-nitrofenil-N-acetil B-D-glucosami-
nida Referencia N-9376 marca Sigma, (1
mg/ml en tampén de citratos 0,1 M pH
5,0, preparado en agua destilada desioni-
zada estéril). Esta mezcla se incub6 a 35°C
durante 30 minutos para permitir la reac-
cién enzimatica. Finalizado este tiempo de
incubacion, a cada muestra refrigerada se
le adicionaron 1,5 ml de NH,OH 1N con
EDTA disodico (2 mM) y se determind la
absorbancia de la muestra en espectrofo-
tometro a una longitud de onda de 400
nm. Se realizaron tres repeticiones de cada
muestra y los resultados de absorbancia
obtenidos se promediaron e interpolaron
en la curva estandar del compuesto p-
nitrofenol, determinandose asi la concen-
tracion del producto de la reaccion y
expresando el resultado en pmoles de p-
nitrofenol por mg de células bacterianas.

Los resultados obtenidos de las muestras
biolégicas por tratamiento se evaluaron
mediante un analisis de varianza factorial
(3x2+1) y una prueba de comparacion de
medias de Tukey al 0,05% de significancia.

Determinacion de la actividad quimo-
elastasa proteasa PK1

La determinacion de la actividad de esta
enzima se hizo siguiendo los procedimien-
tos descritos por St. Leger et al. (1986b),
para lo cual, se realiz6 una curva de calibra-
cion estandar de p-nitroanilina. Para cuan-
tificar la actividad PR1 en los extractos
enzimaticos, se tomaron 0,2 ml de la solu-
cion del sustrato N-succinil-ala-ala-propil-
fenialanina-p-nitroanilida (1 mM) Referencia
S-7388 marca Sigma (disuelto en dimetil-
sulféxido), se le adicionaron 0,2 ml del ex-
tracto enzimatico y 2,5 ml del tampén
Tris-HCI (2 mM, pH 8), el cual contenia KCI
0,3M. Posteriormente, en el espectro-
fotbmetro, se realizaron las lecturas de
absorbancia de cada muestra a 410 nm.

Se realizaron dos repeticiones de cada
muestra biolégica y los resultados de
absorbancia fueron promediados e inter-
polados en la curva estandar del compues-
to p-nitroanilina, determinandose asi la
concentracion y expresando el resultado
en pmoles de p-nitroanilina por mg de
células bacterianas. Los resultados obte-
nidos de las muestras biologicas por tra-
tamiento, se evaluaron mediante un
analisis de varianza factorial (3x2+1) y una
prueba de comparacion de medias de
Tukey al 0,05% de significancia.

Determinacion de la actividad B-
esterasa

Para la determinacién de la enzima B-
esterasa se utilizaron los procedimientos
descritos por St. Leger et al. (1986c), utili-
zando la curva de calibraciéon estandar de
p-nitrofenol citada previamente. La reac-
cién enzimatica se llevé a cabo tomando
0,2 ml del extracto enzimatico y adicio-
nandole 1 ml del sustrato p-nitrophenyl-
caprylato (N-0752) (1 mg/ml disuelto en
dimetilsulféxido). Esta mezcla se incub6 a
35°C durante 30 minutos. Posteriormen-
te, se adicionaron 1,5 ml de NH,OH 1N con
EDTA disédico 2 mM.

De cada muestra biologica, se realizaron 3
repeticiones y las lecturas de absorbancia se
llevaron a cabo a 400 nm. Los resultados
obtenidos por muestra, fueron prome-
diados e interpolados en la curva estandar
del compuesto p-nitrofenol, determinando-
se asi la concentracién del producto libera-
do y expresando el resultado como pmoles
de p-nitrofenol por mg de células.

Los resultados obtenidos de las muestras
biolégicas por tratamiento se evaluaron
mediante un andlisis de varianza factorial
(3x2+1) y una prueba de comparacion de
medias de Tukey al 0,05% de significancia.

Evaluacién de la actividad entomo-
patogénica de S. marcescens hacia
larvas de primer instar de T.
solanivora

Los resultados obtenidos en esta segun-
da fase de la investigacion son presen-
tados y discutidos en otro articulo, donde
se relaciona tanto la actividad enzimatica
como biocontroladora de la bacteria hacia
larvas de T. solanivora.

Resultados y Discusion

Seleccion del aislamiento de S.
marcescens potencialmente biocon-
trolador de larvas de T. solanivora

Con el fin de seleccionar un microorganis-
mo biocontrolador de larvas de primer
instar de T. solanivora, se evaluaron, en
ensayos preliminares, los hongos y las bac-
terias mencionadas anteriormente. Los
porcentajes de mortalidad obtenidos con
estos microorganismos evaluados, se
muestran en la tabla 1.

De acuerdo con el analisis de varianza, se
obtuvieron diferencias significativas en-
tre varios de los tratamientos utilizados.
A su vez, con la prueba de Tukey al 0,05%
de significancia (p <0,05), los tratamien-
tos correspondientes a los aislamientos
Br-3132 de S. marcescens y Br-3131 de

Tabla 1. Porcentajes de mortalidad en larvas de primer instar de 7. solanivora

TRATAMIENTOS

% de mortalidad acumulado
y corregido

S. marcescens (Br-3132)

B. subtilis (Br-3131)
Paecilomyces fumoso-roseus (Pc 005)
Bacteria del Amazonas (Br-3127)
Verticillium lecanii

Bacteria del Amazonas (Br-3129)
B. thuringiensis (Bt-3107)

S. marcescens

B. thuringiensis (Bt-2468)
Pseudomonas fluorescens
Trichoderma koningii (Th 003)
Penicillium sp. (Pn 005)
Nomuraea rileyi

Bacteria del Amazonas (Br-3126)
Bacteria del Amazonas (Br-3128)

43,00
41.00
36,84
31,34
21,05
16,41
15,20
12,00
10,71
8,15
7,90
5,26
5,20
4,47
4,47
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Los porcentajes de mortalidad seguidos por la misma letra no son significativamente
diferentes entre si, segin la prueba de Tukey al 0,05% de significancia.
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B. subtilis presentaron los porcentajes de
control, mayores y significativamente dife-
rentes, de 43 y 41%, respectivamente, con
respecto a la actividad biocontroladora de
todos los demas microorganismos evalua-
dos. Por lo tanto, se selecciono el aislamien-
to de S. marcescens (Br 3132) para realizar
las evaluaciones de actividad enzimatica y
biocontroladora, ya que ademas de presen-
tar la mayor actividad biocontroladora,
mostro actividad alta quitinolitica en el me-
dio de cultivo suplementado con quitina
coloidal sustrato utilizado como tnica fuen-
te de carbono (Fig. 1).

Efecto de las inoculaciones en larva
y de los crecimientos sucesivos en me-
dio de cultivo suplementado sobre la
actividad N-acetilglucosaminidasa pre-
sente en extractos de S. marcescens

Durante los cinco cultivos sucesivos, al
determinar la actividad N-acetilglu-
cosaminidasa presente en los extractos de
S. marcescens, se encontraron diversos
rangos de actividad quitinolitica. El anali-
sis estadistico determiné que no hubo di-
ferencias significativas entre las actividades
N-acetilglucosaminidasa de los extractos
procedentes de cada medio de cultivo,
cuando S. marcescens se sometio a la acti-
vacion en larvas, con respecto a cuando
ésta no fue sometida a dicha activacion.

Por otra parte, se encontré que inde-
pendientemente de la activacion de S.
marcescens en larvas, las actividades
significativamente mayores de N-acetilglu-
cosaminidasa, fueron obtenidas con los
extractos de S. marcescens crecida sucesi-
vamente en los medios suplementados con
el homogeneizado de larvas, obtenién-
dose 0,421 pmoles de p-nitrofenol/g de
células (PNP/g) en promedio. Estas activi-
dades enzimaticas fueron seguidas por las
obtenidas cuando S. marcescens crecio

sucesivamente en los medios suplemen-
tados con salvado de trigo, las cuales fue-
ron significativamente menores que las
anteriores y correspondientes en prome-
dio a 0,367 umoles de PNP/g. Las activida-
des N-acetilglucosaminidasa menores pero
significativamente diferentes fueron obte-
nidas con los extractos procedentes del
crecimiento de la bacteria en los medios
de agar nutritivo sin la adicién de los
sustratos inductores. Es asi que cuando S.
marcescens no fue sometida a las activa-
ciones en larva se obtuvo 0,236 pmoles
de PNP/g y cuando la bacteria no fue so-
metida a los cultivos sucesivos se obtuvo
0,230 pmoles de PNP/g.

Segun el andlisis estadistico, fue durante el
tercer cultivo sucesivo de la bacteria some-
tida o no a la activacion sobre larvas y creci-
da en los diferentes medios de cultivo,
donde hubo las mayores actividades N-
acetilglucosaminidasa; actividades que fue-
ron significativamente diferentes con
respecto a las obtenidas en los demas culti-
VoS sucesivos realizados en el tiempo.

En la figura 2 se observa que durante los
cinco cultivos sucesivos de S. marcescens,
las menores actividades N-acetilgluco-
saminidasa fueron obtenidas cuando ésta
crecié en los medios de agar nutritivo, las
cuales fueron en promedio de 0,190
umoles de PNP/g (S. marcescens sometida
a la activacion en larvas), de 0,284 pmoles
de PNP/g (S. marcescens no sometida a la
activacioén) y de 0,153 pmoles de PNP/g (S.
marcescens no sometida a la activacion ni
a los cultivos sucesivos).

Durante los cinco cultivos sucesivos de la
bacteria, las mayores actividades N-
acetilglucosaminidasa, fueron obteni-
das con los extractos provenientes de
los medios suplementados con los dos
sustratos inductores de virulencia. Es asi

que cuando la bacteria creci6é en el
homogeneizado de larvas, se obtuvieron
actividades de 0,427 umoles de PNP/g (S.
marcescens sometida sucesivamente a la
activacion) y de 0,417 pmoles de PNP/g (S.
marcescens no fue sometida a la activa-
cion en larvas). Estas actividades enzi-
maticas fueron seguidas por las obtenidas,
cuando S. marcescens crecio sucesivamen-
te en los medios con salvado de trigo, acti-
vidades que fueron significativamente
menores que las anteriores y correspon-
dientes a 0,397 pmoles de PNP/g (S.
marcescens sometida a la activacion) y a
0,337 pmoles de PNP/g (S. marcescens no
sometida a la activacion) (Fig. 2).

Las mayores actividades N-acetilgluco-
saminidasa, obtenidas cuando S. mar-
cescens crecié en los medios con
homogeneizado de larvas, pudieron de-
berse a la composicion bioquimica de este
sustrato, ya que éste contiene lipidos,
proteinas y quitina (St. Leger et al. 1986a).
Esta tltima es la que conforma la cuticula
de los insectos y podria haber inducido la
produccion de exoquitinasas especificas
implicadas en la patogenicidad de S.
marcescens. Seqgun Thonart et al. (1991),
dependiendo del tipo de sustrato adicio-
nado al medio, podria inducirse una ma-

A B
Figura 1. S. marcescens degradando el
medio de cultivo suplementado con quitina
coloidal (A); medio sin degradar (B).

0,6
05

0,4

0,3
0,2
0,1

Actividad P-nitrofenol
(micromoles / 100mg de células)

nutritivo
(control)

Medios agar Medios agar
nutritivo sp

Medios con
Salvado sp

Medios agar
nutritivo cp

Medios con
Salvado cp

I g ]

Medios con
Larva cp

Medios con
Larva sp

1er Cultivo

g1 2do Cultivo

[ 3er Cultivo

4to Cultivo

W 5to Cultivo

Figura 2. Actividad N-acetilglucosaminidasa presente en extractos de S. marcescens crecida en los diferentes medios durante los cinco
cultivos sucesivos realizados en el tiempo. cp = con pase de Serratia sobre larvas; sp = sin pase de Serratia sobre larvas.
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yor sintesis de enzimas y mejorar las ca-
racteristicas de permeabilidad de las
células, permitiendo una mayor disponi-
bilidad de las enzimas extracelulares.

Asi mismo, cuando S. marcescens crecié
en los medios con salvado de trigo, tam-
bién se obtuvo una mayor actividad N-
acetilglucosaminidasa. Esto corrobora lo
obtenido por Thonart et al. (1991) quienes
senalaron que este sustrato adicionado a
un medio de cultivo, produjo una mayor
actividad de las enzimas celulasas, B-1,3-
glucanasas y quitinasas excretadas por
Trichoderma viridae. Posiblemente este
sustrato induce una mayor excrecioén de
las enzimas, efecto que pudo producirse
también en S. marcescens y que se reflejo
en un incremento de la actividad N-
acetilglucosaminidasa presente en los ex-
tractos de células.

Es posible que los cultivos sucesivos de S.
marcescens sobre los medios, hubieran
causado un efecto inductor de su activi-
dad quitinolitica y/o una represion catab6-
lica en su produccion, ya que segun Young
y Carroad (1981) la produccién de una
quitinasa extracelular en S. marcescens,
depende del balance entre el efecto induc-
tor del sustrato en la produccion de esta
quitinasa y la represion catabdlica causa-
da por el mismo.

Por otra parte, las actividades enzimaticas
menores cuando S. marcescens crecio en
los medjos de agar nutritivo, pudieron
deberse a una represion en la produccion
de las quitinasas por efecto de algiin com-
ponente del medio de cultivo, ya que como
lo mencionaron Monreal y Reese (1969)
ciertos compuestos adicionados al medio
como la glucosa, causaron una represion
catabolica en la produccion de las quiti-
nasas en una cepa de S. marcescens.

Efecto de las inoculaciones en larva
y de los crecimientos sucesivos en me-
dio de cultivo suplementado sobre la
actividad quimoelastasa proteasa PR-1
presente en extractos de S. marcescens

Durante los cinco cultivos sucesivos de
la bacteria, se determiné que hubo dife-
rencias significativas para la actividad de
esta enzima (p <0,05), cuando S.
marcescens fue sometida a la activacion
en larvas con respecto a su no activa-
cion. Esto podria indicar, que la activa-
cion de S. marcescens sobre las larvas,
indujo aumentos en la actividad proteasa
de los extractos.

Por otra parte, las mayores y significativas
actividades quimoelastasa proteasa, fue-
ron obtenidas cuando S. marcescens cre-
ci6 en los medios suplementados con los
sustratos inductores; con los extractos pro-
venientes del homogenizado de larvas se
obtuvo una actividad promedio de 2,192
umoles de PNA/g, la cual fue estadistica-
mente diferente a la obtenida con el ex-
tracto proveniente del crecimiento de S.
marcescens en los medios con salvado de
trigo correspondiente a 2,094 umoles de

PNA/g, lo cual indica que la utilizacién del
homogeneizado de larvas ocasiona un
efecto inductor mayor sobre la actividad
de esta enzima que el salvado de trigo. Por
el contrario, cuando S. marcescens crecio
en los medios de agar nutritivo sin la adi-
cién de estos sustratos, se obtuvieron las
actividades proteasa significativamente
menores de 1,582 pymoles de PNA/g en pro-
medio, asi mismo en este medio cuando
S. marcescens no fue sometida a
inoculaciones ni a cultivos sucesivos, se
obtuvo una actividad de 0,920 pmoles de
PNA/g en promedio (Fig. 3).

Esta actividad enzimatica menor, obteni-
da en los extractos procedentes de los me-
dios de agar nutritivo, podria deberse a
que la peptona reprimioé la produccién de
esta enzima en el medio y por consiguien-
te se obtuvo una actividad quimoelastasa
proteasa menor en los extractos. Este com-
portamiento coincide con lo citado por
Dumusois y Priest (1993) con Bacillus
sphaericus, ya que cuando crecié en pre-
sencia de peptona o de extracto de leva-
dura, la sintesis de exoproteasas de la
bacteria se vio disminuida, debido a una
represion catabdlica en la produccién de
exoproteasas.

También se observé que las actividades
quimoelastasa proteasa fueron mayores en
los extractos de células cuando S.
marcescens crecio en los medios suple-
mentados con el homogeneizado de lar-
vas; esto indica, que este sustrato de
composiciéon cuticular y constituido en
mayor proporcioén por proteinas, posible-
mente indujo la producciéon de exopro-
teasas de S. marcescens, que hidrolizan
los enlaces amino terminales de las pro-
teinas, que constituyen este sustrato. Esto
coincide con lo mencionado por Villamizar
(1998), quien encontré una induccién en
la actividad proteasa de conidios del hon-
go M. anisopliae, cuando el hongo creci6
en un medio liquido suplementado con

alas y patas de la langosta Rhammatocerus
schistocercoides.

El efecto inductor del salvado de trigo pudo
deberse a un efecto sobre la membrana ce-
lular, ya que segun Thonart et al. (1991)
este sustrato tiene la capacidad de mejorar
la permeabilidad de la membrana en algu-
nos hongos, permitiendo una mayor excre-
cion de sustancias. Se podria suponer que
posiblemente en S. marcescens, este
sustrato ocasion6 un efecto similar en la
permeabilidad de la membrana bacteriana,
facilitando de esta manera, la excrecion de
exoproteasas en los extractos de células y
por consiguiente hubo una mayor activi-
dad de esta enzima, con respecto a las acti-
vidades menores obtenidas cuando S.
marcescens crecio en los medios de agar
nutritivo sin suplementar (Fig. 3).

Como se observa en la figura 3, durante el
tercer cultivo de S. marcescens en cada me-
dio suplementado o no con los sustratos
inductores, hubo un incremento de la activi-
dad proteasa, actividades que con los pos-
teriores cultivos decrecieron con respecto al
tercer cultivo. Sin embargo, esta disminu-
cién observada en la actividad quimoelastasa,
podria estar relacionada con la produccion
concomitante de otras proteasas, ya que
Balakrishnan et al. (1997), observaron que
al disminuir significativamente la actividad
exoproteasa de un Bacillus sp., alcalofilico,
se incremento la secrecion y actividad de
otras proteinas de la bacteria.

Este incremento de la actividad enzimatica
observado durante el tercer cultivo conse-
cutivo de S. marcescens en los medios,
podria atribuirse a que el continuo cre-
cimiento de la bacteria en los medios
principalmente suplementados, permitio
seleccionar genes especificos que codifican
para exoproteasas, capaces de degradar las
proteinas constituyentes de estos sustratos.
De otra parte, las mayores actividades
quimoelastasa proteasa se obtuvieron en
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Salvado sp Salvado cp Larva sp Larva cp
Tratamientos

[ 3er Cultivo [ 4to Cultivo B 5to Cultivo

Figura 3. Actividad quimoelastasa proteasa PR-1 presente en extractos de S. marcescens
crecida en los diferentes medios durante los cinco cultivos sucesivos realizados en el
tiempo. cp = con pase de Serratia sobre larvas; sp = sin pase de Serratia sobre larvas.
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los extractos cuando S. marcescens crecio
en los medios con homogeneizado de lar-
vas; esto indica, que este sustrato cuticular
constituido por proteinas, también induce
la actividad de proteasas especificas en S.
marcescens, que hidrolizan los enlaces
carboxyl y amino terminales de las protei-
nas que constituyen este sustrato. Decedue
et al. (1979) senalaron que los aminoacidos
que constituyen los sustratos para el creci-
miento de microorganismos son los que
principalmente inducen una produccién
mayor de exoproteasas.

El sustrato celulésico salvado de trigo esta
constituido por un 63% de fibras, un 15%
de proteinas, un 6% de cenizas y un 4% de
grasas (Souza et al. 1999). El 15% de pro-
teinas presente en este sustrato, pudo ha-
ber inducido la produccién y actividad de
exoproteasas en las células de Serratia. Asi
mismo, Biswas et al. (1988) concluyeron
que en varias especies de hongos la activi-
dad de algunas enzimas estaba relaciona-
da con la composicién del medio de
cultivo.

Por otra parte, cuando S. marcescens fue
sometida a la activaciéon sobre larvas en
cada medio respectivo, se observaron
actividades quimoelastasa proteasa lige-
ramente mayores, con respecto a las obte-
nidas cuando S. marcescens no fue
sometida a la activacién (Fig. 3); esto po-
dria indicar, que con la activaciéon de S.
marcescens en larvas, se incremento lige-
ramente la actividad de esta enzima. Esto
puede estar relacionado con lo indicado
por Flyg y Xanthopoulos (1983), quienes
encontraron que aislamientos de S.
marcescens provenientes de insectos, pro-
dujeron mas enzimas proteoliticas que
otros aislados a partir de muestras de sue-
lo o de partes vegetales.

Efecto de las inoculaciones en larva
y de los crecimientos sucesivos en
medio de cultivo suplementado sobre
la actividad p-esterasa presente en
extractos de S. marcescens

Para los cinco cultivos sucesivos de S.
marcescens en los diferentes medios, se
determiné que hubo diferencias significa-
tivas entre las actividades B-esterasa (p
<0,05), cuando Serratia fue sometida a la
activacion en larvas y crecida en cada me-
dio respectivo correspondientes en pro-
medio a 1,790 pmoles de PNP/g, con
respecto a las actividades obtenidas cuan-
do Serratia no fue activada en larvas y cre-
cida en cada medio respectivo, las cuales
correspondieron en promedio a 1,367
umoles de PNP/g.

A su vez, se observo un incremento en la
actividad B-esterasa en el tercer cultivo
sucesivo de S. marcescens crecida en los
diferentes medios suplementados o no con
los sustratos inductores de virulencia. Pos-
teriormente, esta actividad comenzé a de-
crecer en el cuarto y quinto cultivo (Fig. 4).

Durante los cinco cultivos sucesivos de S.
marcescens, se encontré que las activida-
des menores y significativamente diferen-
tes de esta enzima (p <0,05), fueron
obtenidas con los extractos de S.
marcescens crecida en el medio agar nu-
tritivo (bacteria sin inoculaciones ni creci-
mientos sucesivos) obteniéndose en
promedio 0,478 pmoles de PNP/g; esta
actividad fue seguida por 0,963 umoles
de PNP/g, obtenida cuando S. marcescens
activada en larvas crecié en este medio y
de 0,812 pmoles de PNP/g cuando la bac-
teria no fue activada y crecié en el medio
(Fig. 4). Esto posiblemente se debi6 a que
el medio de agar nutritivo no contenia en
su composiciéon ninguna fuente de lipidos
o ésteres grasos, que indujeran la produc-
cion de esterasas en la bacteria.

Por el contrario, durante los cinco cultivos
de S. marcescens, las mayores actividades
B-esterasa se obtuvieron cuando S.
marcescens fue sometida o no a la activa-
cién en larvas y creci6é en los medios con
homogeneizado de larvas (p <0,05),
obteniéndose 2,371 umoles de PNP/g
cuando la bacteria fue activada en larvas y
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Figura 4. Actividad B-esterasa presente en extractos de S. marcescens, crecida en los
diferentes medios durante los cinco cultivos sucesivos realizados en el tiempo. cp = con
pase de Serratia sobre larvas; sp = sin pase de Serratia sobre larvas.

2,316 pmoles de PNP/g cuando S. marces-
cens no fue sometida a la activacion, acti-
vidades que no fueron significativamente
diferentes entre si (Fig. 4).

Lo anterior podria indicar, que el sustrato
homogeneizado de larvas, en cuya com-
posicién estan presentes ésteres y acidos
grasos provenientes del cuerpo de las lar-
vas, posiblemente sirvieron como sustratos
especificos que indujeron una mayor acti-
vidad B-esterasa, que hidrolizaron los en-
laces éster, fosforil o carboxil de los
fosfolipidos constituyentes de este sus-
trato, resultado similar al obtenido por
Villamizar (1998), quien observé un efec-
to inductor de la actividad esterasa de
conidios de M. anisopliae, cuando el hon-
go creci6 en medio liquido suplementado
con alas y patas de su insecto hospedero.

Las segundas actividades B-esterasa ma-
yores fueron obtenidas con los extractos
de S. marcescens crecida en los medios
con salvado de trigo, las cuales fueron
significativamente menores que las ante-
riores (p <0,05), siendo en promedio de
2,036 pymoles de PNP/g cuando S. marces-
cens fue sometida al pase y de 0,973
pmoles de PNP/g cuando la bacteria no fue
sometida al pase en larvas.

Tal como se observa en la figura 4, la acti-
vidad B-esterasa baja obtenida en los ex-
tractos de S. marcescens, sometida o no a
la activacion en larva y crecida en los me-
dios de agar nutritivo sin suplementar y
no sometida a activacion en larva y crecida
en los medios suplementados con salvado
de trigo, podria atribuirse a la escasa pro-
porcién de lipidos o ésteres grasos que
contiene en su composicion el salvado de
trigo (4% de grasas) y a la ausencia de
éstos en la composicion del agar nutritivo.
Esto posiblemente originé una actividad
B-esterasa baja en los extractos de células
de S. marcescens.

De otra parte, los resultados observados
en la figura 4 indican que, con la utiliza-
cién del homogeneizado de larvas, se ori-
giné un efecto inductor de la actividad
B-esterasa. Segun Thaler et al. (1998), una
amplia variedad de bacterias gram positi-
vas y gram negdativas, producen lecitinasas
(lipasas) para suplirse de fuentes de lipidos
y en algunos casos estas enzimas pueden
tener un papel importante en la induccién
de la patogenicidad en hospederos blan-
co; tal es el caso, de la fosfolipasa C de B.
thuringiensis, que esta relacionada con su
virulencia hacia algunos insectos plaga.
Grimont y Grimont (1978) encontraron
una correlacién positiva entre la patogeni-
cidad y la producciéon de lecitinasas
(lipasas) en varias bacterias incluyendo
especies del género S. marcescens.

Conclusiones

e Los sustratos potenciales inductores,
salvado de trigo y homogeneizado de
larvas de T. solanivora incorporados al
medio de cultivo, incrementaron significa-
tivamente la actividad de las enzimas N-
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acetilglucosaminidasa y quimoelastasa
proteasa de los extractos de células de S.
marcescens.

¢ Las inoculaciones sucesivas (activaciones)
de la bacteria sobre larvas del insecto no
indujeron una significativa actividad de los
extractos enzimaticos de la bacteria.

¢ Durante el tercer crecimiento sucesivo
de S. marcescens sobre los medios suple-
mentados con los sustratos salvado de
trigo y homogeneizado de larvas, se incre-
mentaron significativamente las activida-
des quimoelastasa proteasa PR-1 de los
extractos de células de la bacteria.

¢ Los crecimientos sucesivos de la bacteria
sobre los medios de cultivo afectaron las
actividades quimoelastasa proteasa y B-
esterasa, viéndose éstas disminuidas du-
rante el cuarto y quinto cultivo sucesivo de
la bacteria sobre estos medios.
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