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Resumen. Se estableció un modelo para evaluar el efecto que sobre la actividad enzimática y
biocontroladora de Serratia marcescens, producen sus inoculaciones sucesivas en larvas del insecto y
sus crecimientos continuos sobre medios suplementados o no, con los sustratos potenciales inductores
de virulencia (salvado de trigo y homogeneizado de larvas de Tecia so/aniuora Povolny). A la biomasa de
la bacteria producida en estos medios, le fue evaluada la actividad biocontroladora contra larvas del
insecto y se prepararon extractos enzimáticos, con los cuales se determinó la actividad de las enzimas N-
acetilglucosaminidasa, quimoelastasa proteasa y ~-esterasa. Se realizaron cinco cultivos sucesivos de la
bacteria y en cada uno se evaluaron las actividades mencionadas. En general, tanto el tipo de su trato
adicionado al medio como los crecimientos sucesivos de la bacteria, afectaron las actividades enzimática
y biocontroladora, incrementándose éstas durante el tercer crecimiento de la bacteria. Las mayores
actividades biocontroladoras de S. marcescens sometida o no a la activación en larvas, correspondientes
al 65 y 64% de mortalidad respectivamente, se obtuvieron cuando creció en el medio con salvado,
seguidas por el 58 y 59% de mortalidad respectivamente, cuando creció en el medio con larvas, activida-
des que fueron significativamente diferentes de la obtenida cuando S. marcescens creció en el medio sin
suplementar (48,5%). A su vez, se determinó una correlación positiva, entre las actividades N-
acetilglucosaminidasa y quimoelastasa proteasa con la actividad biocontroladora de S. marcescens,
sugiriendo que la actividad de estas enzimas, puede estar relacionada con el mecanismo de acción de las
bacterias entomopatógenas del género Serratia.

Palabras clave: Bacterias entomopatogénicas. Serratia sp. Modo de acción. Enzimas.

Summary. A model was established to evaluate the effect of successive inoculations and successive
growths in culture media supplemented or not with potential virulence inductors (wheat bran and
homogenised Tecia solaniuora Povolny larvae) on the enzymatic and biocontrol activity of Serratia
marcescens. The bacteria biomass obtained from these media was evaluated for biocontrol activity
against insect larvae. and enzymatic extracts were prepared to determined the activity of the enzymes N-
acetilglucosaminidase, quimoelastase protease PR-l and j3-esterase. These activities were evaluated in
each of five successive bacteria cultures. In general, both the type of substrate added to the media as well
as successive growth affected the biocontrol and enzymatic activities, increasing in the third growth of the
bacteria. The greatest biocontrol activities of S. marcescens, with or without activation in larvae,
corresponding to 65 and 64% mortality, respectively, were obtained when were the bacteria were grown
in wheat bran medium, followed by 58 and 59% mortality, respectively, when grown in the larval medium,
activities that were significantly different than that obtained when S. marcescens grew in medium without
supplement (48,5%). In addítíon. a positive correlation was found between N-acetilglucosaminidase and
quimoelastase protease activities and S. marcescens biocontrol activity, suggesting that the activity of
these enzymes could be related with the mode of action of entomopathogenis bacteria of he genus
Serratia.

Key words: Entomopathogenic bacteria. Serratia sp. Mode of action. Enzymes.

Introducción estudios no esclarecen ni relacionan los
mecanismos de acción posiblemente im-
plicados en su patogenicidad y virulencia
hacia los insectos plaga.

En las bacterias entomopatogénicas y
específica mente dentro del género Serra-
tia, existen especies asociadas a insectos
como S. marcescens, S. tiqueteciens, S.
plymuthica (Ewing y Martin 1981), S.
rnerinorubre, S. entomophila y S. protea-

Para el control biológico de los insectos
plaga como Tecia solaniuora Povolny se han
realizado varios estudios exploratorios uti-
lizando microorganismos entomopatogé-
nicos. Sin embargo, actualmente la
mayoría de estos estudios están enfoca-
dos básicamente a la evaluación y selec-
ción de microorganismos contra diferentes
insectos plaga susceptibles; pero estos

macu/ans (Gray 1998); pero los estudios
para caracterizar su proceso infeccioso en
los insectos susceptibles son muy escasos.
Algunas investigaciones han propuesto
que las enzimas quitinasas y proteasas pro-
ducidas por estos microorganismos, son
determinantes en su proceso de pato-
genicidad y virulencia (Gooday 1994), par-
ticipando activamente en la degradación
de las células epiteliales del intestino me-
dio del insecto, facilitando el acceso de la
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bacteria al hemocele, aunque son pocos
los estudios que relacionan in vivo la acti-
vidad de estas enzimas, con la actividad
biocontroladora de las bacterias ento-
mopatogénicas.

La actividad de estas enzimas puede ver-
se afectada por factores externos como la
composición del medio de cultivo; es así
como, la adición de sustratos cuticulares
de insectos, puede proporcionar una fuen-
te de nutrición específica para estos
microorganismos y conferir un inc.remen-
to en su actividad biocontroladora hacia
los insectos plaga de interés (Flach et al.
1992; Sampson y Gooday 1998). Este fe-
nómeno biológico, posiblemente se debe
a la activación por parte del sustrato. de
sistemas enzimáticos específicos, los cua-
les son determinantes en la actividad in-
secticida de los microorganismos sobre
los insectos susceptibles (Lane y Trinci
1991). Parece ser que otro factor externo
importante, involucrado en el incremen-
to o disminución en la patogenicidad de
los entomopatógenos contra los insectos
plaga, es el sometimiento de éstos a cre-
cimientos sucesivos (Gonzáles et al.
1999). Sin embargo, este factor hasta el
momento no ha sido estudiado y com-
probado para el caso de las bacterias
entomopatógenas.

Teniendo en cuenta estos factores poten-
cialmente involucrados en el incremento
de la patogenicidad y virulencia de los
entomopatógenos, y con el fin de esclare-
cer y relacionar algunos de los mecanis-
mos enzimáticos específicos de la bacteria
entomopatogénica S. marcescens con su
actividad biocontroladora hacia los insec-
tos plaga, el objetivo de la presente inves-
tigación fue evaluar el efecto que producen
sus inoculaciones sucesivas en larvas del
insecto y sus crecimientos continuos en
meaios suplementados con diferentes
sus tratos potenciales inductores de viru-
lencia, sobre la actividad enzimática y
biocontroladora de S. marcescens hacia
larvas de primer ínstar de T. so/anivora. La
hipótesis de la investigación se refiere: a si
los crecimientos sucesivos de la bacteria
sobre medios de cultivo suplementados
con sus tratos potenciales inductores de
virulencia, provocan un incremento en su
actividad entomopatogénica hacia larvas
de T. Solanivora.

Esta investigación se llevó a cabo en el
Laboratorio de Control Biológico del Pro-
grama Nacional de Manejo Integrado de
Plagas de Corpoica - Tibaitatá y fue ejecu-
tado durante los años de 1999 al 2001.

Materiales y Métodos

Evaluación de la actividad entomo-
patogénica de S. mercescens hacia lar-
vas de primer ínstar de T. solanivora

En la evaluación de la actividad biocon-
troladora de la bacteria hacia T. solanivora,
durante cada uno de los cultivos sucesivos
realizados en el tiempo, se utilizaron los
siguientes tratamientos:

1. S. marcescens crecida en agar nutriti-
vo (bacteria sin inoculaciones, ni culti-
vos sucesivos en el medio)

2. S. marcescens sin activación en larvas
y crecida en agar nutritivo

.3. S. marcescens con activación en larvas
y crecida en agar nutritivo

4. S. marcescens sin activación en larvas
y crecida en el medio suplementado
con salvado de trigo

5. S. marcescens con activación en larvas
y crecida en el medio suplementado
con salvado de trigo

6. S. marcescens sin activación en larvas
y crecida en el medio suplementado
con homogeneizado de larvas de T.
solanivora

7. S. marcescens con activación en larvas
y crecida en el medio suplementado
con homogeneizado de larvas de T.
solanivora

Este procedimiento metodológico se rea-
lizó sucesivamente durante los cinco
cultivos de la bacteria con el fin de de-
terminar, en cada uno de ellos, el efec-
to y la relación que las inoculaciones
sucesivas de S. marcescens en larvas
(activación de la bacteria) y sus creci-
mientos continuos en cada uno de los
medios mencionados anteriormente,
producen sobre la actividad enzimática
y biocontroladora de S. marcescens ha-
cia T. so/anivora.

El proceso metodológico por el cual se lle-
vó a cabo la inoculación de la bacteria so-
bre las larvas del insecto (proceso de
activación), se describe a continuación:

Activación de S. marcescens en lar-
vas de T. solanivora

Durante cada uno de los cultivos suce-
sivos de la bacteria, los tratamientos que
implicaron la activación previa de S.
marcescens sobre larvas de segundo ínstar
del insecto, se llevaron a cabo de la siguien-
te manera: Del crecimiento de la bacteria
en una caja de Petrí. que contenía el medio
de cultivo respectivo e incubada a 28°C
durante 4 días, se realizó una suspensión
madre en 9 mi de agua peptonada estéril
al 0,1 % pH 7,2. Luego, con diluciones, esta
suspensión fue ajustada a la concentra-
ción l x l O" células/mi utilizando técnicas
espectrofotométricas, según una curva
estandarizada por Bosa (2001).

Las larvas de segundo instar. se desin-
fectaron por inmersión en una solución
de hipoclorito de sodio (NaHCIO) al 0,05%
durante 5 segundos; luego, se realizaron
2 lavados sucesivos con agua destilada
estéril durante 5 segundos cada uno. Pos-
teriormente, las larvas desinfectadas se
colocaron en una caja de Petri estéril, que
contenía en el fondo una toalla de papel
estéril. Luego estas larvas se sumergieron
durante 10 segundos, en la suspensión
bacteriana ajustada a la concentración

Ix l O" células/mi, utilizando una curva que
relacionaba densidad óptica vs. unidades
formadoras de colonia (UFC) (Bosa 2001).
Al cabo de este tiempo, éstas se colocaron
en una caja de Petri estéril, que contenía
una toalla de papel estéril.

Los tubérculos de papa también se desin-
fectaron en una solución de hipoclorito
de sodio al 0,05% durante 2 minutos; lue-
go, se realizaron .3 lavados sucesivos en
agua destilada estéril, durante 5 minutos
cada uno. Los tubérculos desinfectados y
secos, se cortaron por la mitad y se sumer-
gieron durante 5 minutos en la suspen-
sión bacteriana ajustada. Posteriormente,
cada tubérculo inoculado se ubicó en el
fondo de un recipiente plástico estéril se
infestó con 15 larvas tratadas de segundo
instar, el cual finalmente se tapó. Al cabo
de los 2 días de realizado el ensayo, las
larvas muertas se recolectaron y se coloca-
ron en cámara húmeda a 28°C durante I
día.

A partir de las larvas incubadas en cámara
húmeda, se realizó el aislamiento de la
bacteria activada en el medio suplementa-
do con quitina coloidal. Para esto, se pesó
0,1 g de larvas muertas las cuales se mace-
raron en un mortero de porcelana estéril y
el macerado se suspendió en 9 mi de agua
peptonada estéril al 0,1% pH 7,2. A partir
de esta suspensión madre, se hicieron di-
luciones seriadas, realizándose la siembra
de las diluciones 1O·7y10-8en cajas de Petri
que contenían el medio con quitina coloi-
dal. Después de la incubación durante 4
días a 28°C, se realizó la verificación de las
UFC, midiendo el halo de degradación de
las colonias en el medio con quitina y se
verificó su morfología típica macroscópica
y microscópica utilizando la tinción de
Gram; posteriormente, las colonias verifi-
cadas como típicas se cultivaron en los
medios de cultivo respectivos.

Evaluación de la actividad entomo-
patogénica de S. mercescens sobre lar-
vas de primer ínstar de T.solanivora

En todos los casos, a partir del crecimien-
to bacteriano a 28°C durante 4 días, en
cajas de Petri que contenían el medio de
cultivo respectivo, se procedió a la realiza-
ción de una suspensión madre en 9 mi de
agua peptonada estéril al 0,1% pH de 7,4,
la cual se cuantificó utilizando una curva
estandarizada de UFC vs. densidad óptica
a 600 nm. Posteriormente, se ajustó la sus-
pensión madre a la concentración de Ix l O"
células/ml.

Por otra parte, se desinfectaron tubérculos
de papa variedad pastusa. en una solu-
ción de hipoclorito de sodio al 0,05 %
durante 2 minutos. Posteriormente, se la-
varon .3 veces sucesivas en agua destilada
estéril durante 5 minutos cada vez. Los
tubérculos desinfectados se sumergieron
durante 5 minutos en la suspensión
bacteriana correspondiente y finalmente
ésta se ajustó a la concentración única de
lO" células/ml, Para la infestación de los
tubérculos tratados, se utilizó un pincel
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estéril para recoger las larvas de primer
ínstar provenientes de la cría. Cada tubér-
culo tratado con la respectiva suspensión
bacteriana, se infestó con 20 larvas de pri-
mer ínstar del insecto.

Diseño experimental para los bioensayos

Las condiciones ambientales para los en-
sayos biológicos fueron similares a las
mencionadas para el mantenimiento de la
cría. Se empleó un diseño completamente
aleatorizado, con 5 repeticiones por tra-
tamiento. Cada repetición o unidad expe-
rimental, consistió de 20 larvas colocadas
sobre un tubérculo de papa desinfectado
y tratado, ubicado en el fondo de un reci-
piente de poliuretano con 1 cm de arena
estéril. Se utilizaron 100 larvas de primer
ínstar de T. solanivora por tratamiento.

Se empleó un testigo tratado (tubércu-
los desinfectados, tratados con solución
de agua peptonada e infestados con lar-
vas) y un testigo larva (tubérculos des-
infectados, e infestados con larvas). La
variable evaluada para cada tratamien-
to fue el porcentaje de mortalidad en
larvas (número de pupas formadas). Las
evaluaciones de la variable, se realiza-
ron a partir de los 30 días de efectuado
el ensayo, llevando a cabo lecturas pe-
riódicas cada 5 días durante 15 días.
Esta variable evaluada se describe a
continuación:

Porcentaje de mortalidad. El porcenta-
je de mortalidad acumulado y corregido
en cada uno de los tratamientos, se deter-
minó mediante la fórmula de Abbott (Ciba-
Geigy 1978):

Porcentaje de

Mortalidad corregido
Cd - Td

Cd
Donde

Cd: Infestación en el tratamiento testigo
después de la aplicación

Td: Infestación en el tratamiento des-
pués de la aplicación

Parael análisis de los resultados, se realizó
un análisis de varianza factorial (3x2+ 1),
correspondiente a 3 medios de cultivo x 2
interacciones, que incluyeron S.
marcescens sometida o no a la activación
sobre el insecto + el tratamiento control.
Este análisis se aplicó para cada uno de
los cultivos sucesivos realizados a través
del tiempo y adicionalmente se realizó una
prueba de comparación de medias de
Tukey al 0,05% de significancia.

Resultados y Discusión

Efecto de las inoculaciones en larva
y de los crecimientos sucesivos de S.
marcescens en medios de cultivo so-
bre su actividad biocontroladora con-
tra T. solanivora

Paralelo a las determinaciones de la activi-
dad enzimática de los extractos de células
de S. marcescens, también se realizaron

las evaluaciones de la actividad entomo-
patogénica de suspensiones de S. marces-
cens ajustadas a una concentración única
de 108 células/mi y procedentes de los di-
ferentes medios de cultivo. En cada culti-
vo sucesivo de la bacteria, realizado en el
tiempo, se determinó el porcentaje de
mortalidad en larvas y los porcentajes de
daño y control del daño en los tubérculos
tratados.

Durante los cinco cultivos sucesivos de S.
marcescens no hubo diferencias significa-
tivas en la actividad biocontroladora cuan-
do se comparó el efecto de someter o no a
la bacteria a la activación sobre larvas del
insecto y su posterior crecimiento en los
diferentes medios. Esto indica, que la acti-
vación previa de la bacteria sobre las lar-
vas del insecto, no ocasionó un efecto
inductor en el incremento de su actividad
biocontroladora (Fig. 1).

Por otra parte, se determinó que durante el
tercer y cuarto cultivo sucesivo de la bacte-
ria sobre los medios, se obtuvieron las ma-
yores actividades biocontroladoras, las
cuales fueron significativamente diferentes
(p<0,05) con respecto a las obtenidas en
los demás cultivos sucesivos realizados en
el tiempo (Fig. 1).

De acuerdo con los resultados obtenidos
durante los cinco cultivos sucesivos, la
menor actividad biocontroladora y signi-
ficativamente diferente (p<0,05) fue ob-
tenida cuando la bacteria, sometida o no
a la activación en larvas, creció en los me-
dios de agar nutritivo. Es así que cuando
la bacteria sometida a la activación creció
en este medio, se obtuvo una mortalidad
del 44,91 % en promedio y cuando no fue
sometida a la activación se obtuvo una
mortalidad del 42,09%. Estas actividades,
no fueron significativamente diferentes en-
tre sí (p<0,05), ni diferentes de las obte-
nidas cuando la bacteria creció en agar

nutritivo (medio control: bacteria sin
inoculaciones en larva ni cultivos sucesi-
vos), con la cual se obtuvo una mortalidad
en promedio de 39,69% (Fig. 1).

Por el contrario, durante los cinco cultivos
sucesivos de la bacteria, las mayores acti-
vidades biocontroladoras y significati-
vamente diferentes de las anteriores
(p<0,05), se obtuvieron cuando S. mar-
cescens, activada o no activada en larvas,
se cultivó en los medios suplementados
con el salvado de trigo y con el homo-
gene izado de larvas; actividades que no
fueron significativamente diferentes entre
sí (p<0,05). Cuando la bacteria fue some-
tida a la activación y creció en los medios
con el homogeneizado de larvas, se obtu-
vo un 54,20% de mortalidad en promedio
y cuando ésta no fue sometida a la activa-
ción y creció en este medio, se obtuvo una
actividad en promedio de 53,35% de mor-
talidad (Fig. 1). De otra parte, cuando la
bacteria fue sometida a la activación y cre-
ció en los medios con salvado de trigo, se
obtuvo una actividad en promedio de
56,92% de mortalidad y cuando ésta no
fue sometida a la activación se obtuvo un
54,81 % de mortalidad (Fig. 1).

Es importante destacar que en las determi-
naciones de la actividad enzimática de los
extractos, se presentaron diferencias signifi-
cativas (p<0,05) cuando S. marcescens cre-
ció en el medio suplementado con el
homogeneizado de larvas, con respecto a
las obtenidas cuando la bacteria creció en
el medio suplementado con salvado de tri-
go. Sin embargo, cuando la bacteria creció
en estos dos medios suplementados, no se
observaron diferencias estadísticas en las
actividades biocontroladoras de la bacte-
ria. Esto podría indicar que los sustratos
salvado de trigo y homogeneizado de lar-
vas adicionados al medio, posiblemente
indujeron una mayor producción y actividad
de enzimas en las células de la bacteria.
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Figura 1. Porcentaje de mortalidad de T. solanivora. S. marcescens crecida en los diferen-
tes 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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También esta mayor actividad bio-
controladora obtenida a partir del creci-
miento de la bacteria en estos medios,
posiblemente se debió a los crecimientos
sucesivos de S. marcescens sobre estos
medios suplementados, confiriéndole una
mayor patogenicidad contra las larvas de T.
solaniuora y además se indujo una selec-
ción de genes posiblemente involucrados
con la producción y actividad de enzimas
específicas implicadas en la patogenicidad
de esta bacteria. Esto coincide con los au-
tores Grkovic et al. (1995), quienes sugirie-
ron que los aumentos en la virulencía de la
bacteria podrían estar relacionados con los
genes contenidos en plásmidos. los cuales
están presentes en algunas especies del
género Serratia, ya que en aislamientos
entomopatogénicos de S. entomophila y
S. proteamaculans, se encontró un gran
plásmido de 105 Kb (PADAP)que contiene
genes esenciales, los cuales parecen estar
involucrados con el desarrollo de la enfer-
medad ambarina producida en larvas de
Costelytra zealandica (Coleoptera: Scara-
baeidae) (Grkovic et al. 1995).

Durante las evaluaciones de la actividad
enzimática de S. marcescens, se observó
una relación directamente proporcional
entre el incremento de estas actividades y
el aumento en el número de cultivos suce-
sivos de la bacteria; es así que, este
comportamiento enzimático estuvo
relacionado con los incrementos en las
actividades biocontroladoras de la bacte-
ria, siendo éstas máximas durante el tercer
y cuarto cultivo sucesivo de la bacteria en
los medios. Lo anterior indica, que los
sustratos adicionados al medio además de
incrementar la actividad enzimática en los
extractos, también indujeron aumentos en
la actividad biocontroladora de S. mar-
cescens, indicando que posiblemente es-
tas actividades parecen estar relacionadas
entre sí (Fig. 1).

Es posible que la utilización y adición de
estos sustratos al medio haya mejorado la
expresión de los genes de virulencia de la
bacteria, además de inducirle una alta es-
pecificidad contra T. solaniuora, lo que
posiblemente conllevó a una mayor viru-
lencia de la bacteria. Según Flyg et al.
(1980), la capacidad patogénica de un ais-
lamiento de Serratia depende de: su capa-
cidad invasora, la cual está relacionada con
la habilidad de la bacteria para penetrar el
intestino de los insectos; de la excreción
de diferentes enzimas hidrolíticas como
proteasas y quitinasas; de la resistencia
pasiva que la bacteria puede mantener
dentro del sistema inmune del insecto
hospedero; y de la tasa de crecimiento y
multiplicación de la misma dentro del in-
secto. Se podría sugerir que las continuas
inoculaciones de S. marcescens en larvas
y sus crecimientos sucesivos sobre los me-
dios suplementados con los sustratos.
posiblemente indujeron o potencial izaron
algunas de estas características.

Aunque la mayoría de las bacterias
entomopatogénicas como /3. thuringiensis
presentan su modo de acción vía inges-

tlón. podría pensarse que algunas bacte-
rias también ejercen su modo de acción
por vía cuticular. Según Hawtin et al.
(1997), la cutícula de las larvas de
lepidópteros está constituida por quitina
suave y flexible, que interactúa con los com-
ponentes proteicos para producir una es-
tructura de poca rigidez pero de gran
distensionalidad. Sin embargo, dada la alta
actividad quitinolítica presentada por este
aislamiento de S. marcescens, se podría
sugerir que ésta es capaz de degradar la
quitina de la cutícula de las larvas y alcan-
zar la hemolinfa para ocasionar la septice-
mia. Este proceso puede ser muy similar al
ocurrido en la degradación de la cutícula
durante el proceso de la muda, donde el
fluido enzimático excretado por las células
epidermales, que está constituido por
proteasas y quitinasas, degrada la vieja
cutícula para dar paso a la nueva cutícula
(Hawtin et al. 1997). Por lo anterior, se
podría sugerir que este aislamiento de S.
marcescens, presentó un modo de acción
tanto por ingestión como cuticular, lo cual
podría haber facilitado su patogenicidad
contra T. solaniuora.

Como se observa en la figura 1, durante el
tercer cultivo sucesivo las mayores activi-
dades biocontroladoras del 62,26 y
61,00% de mortalidad, se obtuvieron
cuando S. marcescens, sometida o no a la
activación, creció en los medios con salva-
do de trigo respectivamente; actividades
seguidas por el 57,23 y 59,74% de morta-
lidad, cuando S. marcescens sometida o
no a la activación en larvas creció en los
medios con homogeneizado de larvas res-
pectivamente. Otros autores como Rabelo
et al. (1985) encontraron un comporta-
miento similar, cuando al evaluar dos ce-
pas del hongo M. anisopliae activadas una
sola vez sobre ninfas de Deois {lauopicta
(Homoptera: Cercopidae) y cultivadas va-
rias veces en medios de arroz, ocasiona-
ron los mayores porcentajes de mortalidad
sobre ninfas de este insecto del 65 y 76,6%
con el tercer crecimiento sucesivo de estos
dos hongos sobre los medios de arroz,
valores comparados con el 37 y 65% de
mortalidad obtenidos durante el primer
crecimiento de estos dos hongos,
respectivamente.

Por otra parte, durante el cuarto cultivo
sucesivo de S. marcescens, las actividades
biocontroladoras mayores, correspondien-
tes en promedio al 65,26 y 64,07% de
mortalidad, se obtuvieron cuando S.
marcescens fue sometida o no a la activa-
ción sobre larvas y cultivada en el medio
con salvado de trigo; actividades seguidas
por el 58,08 y 59,28% de mortalidad, ob-
tenidas cuando S. marcescens fue someti-
da o no a la activación y creció en el medio
con homogeneizado de larvas (Fig. 1). Los
incrementos ligeros observados en las ac-
tividades biocontroladoras durante el cuar-
to cultivo con respecto al tercer cultivo, no
estuvieron relacionados con la disminu-
ción observada en las actividades enzima-
ticas para el cuarto cultivo sucesivo de S.
marcescens. Por lo cual se podría sugerir,

que además de las enzimas N-acetil-
glucosaminidasa, quimoelastasa proteasa
y (3-esterasa, posiblemente otras enzimas
o metabolitos, podrían estar involucrados
en la patogenicidad de S. marcescens.

Para el tercer y cuarto cultivo sucesivo de S.
marcescens en los medios suplementados,
es probable que las larvas muertas dentro
de los tubérculos tratados por estos aisla-
mientos posiblemente más virulentos, pu-
dieron servir como reservorios para liberar,
las células infectivas dentro de los tubércu-
los. Esto se debe a que esta bacteria tam-
bién presenta la ventaja competitiva de
sobrevivir como saprófito facultativo, lo cual
pudo haber favorecido la infección de otras
larvas presentes dentro de los tubérculos,
al haber consumido la pulpa del tubérculo
infectada con la bacteria.

Aunque los mecanismos de patogenicidad
en especies del género Serratia no han sido
aún esclarecidos, algunos autores como
Callaghan et al. (1996) mencionan que toxi-
nas y enzimas extracetutar es como
lecitinasas (lipasas). quitinasas y proteasas.
pueden estar relacionadas con la patoge-
nicidad de algunas especies del género
Serratia. Se podría sugerir que la actividad
de las enzimas evaluadas en este trabajo,
pueden estar involucradas en la actividad
entomopatogénica de S. marcescens.

Por otra parte, durante el quinto cultivo
sucesivo las actividades biocontroladoras
de S. marcescens decrecieron aún más,
con respecto al cultivo anterior. Esta dis-
minución posiblemente se debió a las con-
tinuas inoculaciones de S. marcescens
sobre larvas, así como a sus crecimientos
sucesivos en los medios, lo cual pudo ori-
ginar la pérdida de algunos genes conte-
nidos en plásmidos que codifican para
estas enzimas específicas o una disminu-
ción en la actividad de estas enzimas y otros
compuestos implicados en la patoge-
nicidad de S. marcescens.

Para el caso de hongos como M. anisopliae
y /3. bassiana se ha demostrado que sus
continuos crecimientos sobre medios de
cultivo sintéticos o las inoculaciones suce-
sivas por insectos no hospederos, han ori-
ginado heterocariosis y disminución o
pérdida total de su virulencia contra el in-
secto hospedero. La pérdida en la virulen-
cia de estos hongos ha sido relacionada
con la disminución en la actividad enzimá-
tica de los conidios. ya que sus enzimas
son expresadas en menor cantidad
(Schaerffenberg 1964; Fox y Jaques 1958).

El crecimiento y metabolismo fisiológico
de las bacterias es más rápido a diferencia
de los hongos, lo cual implica que las bac-
terias pueden perder más fácilmente sus
genes de virulencia por diversos factores
externos, con la consecuente pérdida o
disminución de su patogenicidad. Así mis-
mo, la disminución en la actividad biocon-
troladora de S. marcescens durante el
quinto cultivo, pudo deberse, según
Godfray et al. (1999), a que los estados
larvales de los insectos presentan en su
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microbiota intestinal, bacterias saprofitas
no patogénicas, las cuales se alimentan
dentro del tracto digestivo; sin embargo,
estas bacterias pueden adherirse en una
alta proporción a los receptores de mem-
brana del tracto intestinal, compitiendo
con las bacterias entomopatogénicas por
estos sitios de unión. Este fenómeno po-
dría reducir la efectividad de las bacterias
entomopatogénicas y en consecuencia, se
requeriría de altas concentraciones del
biocontrolador para causar una infección
en los insectos tratados.

Relación entre la actividad biocontro-
ladora y las actividades enzimáticas
presentes en los extractos de S. mar-
cescens. Dado que la excreción y activi-
dad de las enzimas de la bacteria (Bosa y
Cotes 2004) pueden determinar el proce-
so entomopatogénico hacia larvas de T.
solanivora, se realizó un análisis de corre-
lación lineal entre estas actividades. Así
mismo, se propuso un modelo matemáti-
co para correlacionar y cuantificar la activi-
dad de estas variables, con la posibilidad
de utilizar la actividad de estas enzimas
como marcadores biológicos predictivos
de la actividad biocontroladora de aisla-
mientos nativos de Serratia spp.

Relación entre la actividad biocon-
troladora y la actividad N-acetilglu-
cosaminidasa presente en los extractos
de S. marcescens. Al determinar la corre-
lación entre la actividad N-acetilgluco-
saminldasa (Bosay Cotes 2004) y la actividad
biocontroladora de S. mareeseens sobre
larvas de T. so/anivora obtenidas durante
los cinco cultivos, se obtuvo un coeficiente
de correlación de 0.8741 (p<0,05), valor
que indica una correlación positiva y alta
entre la actividad de dicha enzima presente
en los extractos de Serratia y su actividad
biocontroladora hacia larvas del insecto. Sin
embargo, es probable que también otras
enzimas quitinasas diferentes de ésta, es-
tén implicadas en el proceso entomopato-
génico de S. mareeseens, ya que según
Khoury et al. (1997), en S. mareeseens se
han identificado las quitinasas Chi l. Chi2,
Chi3 y Chi4; sin embargo, no hay datos que
relacionen la actividad de estas quitinasas
con la actividad biocontroladora de espe-
cies de Serratia.

Este resultado permite proponer un mode-
lo matemático para relacionar la actividad
de estas dos variables, con la posibilidad
de cuantificar la actividad de dicha enzima
como un marcador bioquímico predictivo
de la actividad biocontroladora de un aisla-
miento de S. mareeseens.

y = A + B (X)

% de mortalidad = 31,98294436 +
55,33242548 x Actividad N-acetilgluco-
saminidasa (expresada en ¡Lmoles de PNP/
9 de células).

Relación entre la actividad biocontro-
ladora y la actividad quimoelastasa
proteasa PR-l presente en los extrac-
tos de S. marcescens. Al realizar la

correlación entre los porcentajes de morta-
lidad acumulada y corregida de S. mar-
eeseens, con la actividad quimoelastasa
proteasa detectada en los extractos de cé-
lulas, se determinó un coeficiente de co-
rrelación de 0,8775 (p<O,05), valor que
indica una correlación positiva entre la ac-
tividad de dicha enzima con la actividad
biocontroladora de S. mareeseens hacia
larvas de T. solanivora, siendo este valor
de correlación ligeramente mayor que el
obtenido con la actividad N-acetilgluco-
saminidasa. Este comportamiento enzi-
mático coincide con lo mencionado por
Dancer y Chantawannakul (1997), quie-
nes observaron que las proteasas de
Paenibaeillus larva e (bacteria gram positi-
va, aeróbica y esporulante). tienen una
importante función durante los estados
tempranos de la infección en el insecto
hospedero. Según estos autores, las
proteasas de esta bacteria parecen estar
implicadas directamente en el debilita-
miento de la respuesta inmune del insec-
to, ya que estas enzimas degradan los
polipéptidos antibacteriales tales como las
apidaecinas y cecropinas, producidas du-
rante los estados iniciales de la infección.

En el caso de las bacterias entomopato-
génicas no formadoras de esporas, como
las especies del género Serratia, las
enzimas proteolítícas cumplen una impor-
tante función en la virulencia, ya que como
estas bacterias carecen de esporas y crista-
les paraesporales, sus enzimas secretadas
deben cumplir con esta función para faci-
litar la patogenicidad en los insectos. De
acuerdo con este valor de correlación, se
propone un modelo matemático para re-
lacionar la actividad de estas dos varia-
bles. Esto da la posibilidad de utilizar la
actividad de dicha enzima, como un mar-
cador bioquímico predictivo de la activi-
dad biocontroladora de aislamientos
nativos de Serratia spp.

y = A + B (X)

% de mortalidad = 32,77596898 +
9,549201123 x Actividad quimoelastasa
proteasa (expresada en umoles de PNNg
de células).

Relación entre la actividad biocontro-
ladora y la actividad ¡3-esterasa pre-
sente en los extractos de S. marcescens.
Al correlacionar los porcentajes de morta-
lidad acumulada y corregida de S.
mareeseens, con la actividad ¡3-esterasa
detectada en los extractos (Bosa y Cotes
2004), se encontró un coeficiente de co-
rrelación de 0,70 (p<0,05), indicando que
posiblemente la actividad de esta enzima
no es tan determinante en el proceso
entomopatogénico de Serratia sp., con
respecto a las actividades enzimáticas an-
teriores; aunque su actividad podría ser
complementaria a otros mecanismos de
acción de la bacteria. Esto podría coincidir
con lo obtenido por Villamizar (1998),
quien determinó un bajo coeficiente de
correlación (0,55) entre la actividad
esterasa de extractos de conidios de una
cepa de M. anisopliae con su actividad

biocontroladora hacia adultos de la lan-
gosta lIanera R. sehistoeereoides, conclu-
yendo de igual forma que dicha enzima
no juega un papel determinante en el me-
canismo de acción del hongo.

Conclusiones

• Los crecimientos sucesivos de S. marees-
cens sobre los medios de cultivo suple-
mentados con estos sustratos, indujeron
un incremento significativo de sus activi-
dades enzimáticas y biocontroladoras, sien-
do mayores a partir del tercer crecimiento
sucesivo de la bacteria sobre estos medios.

• Los sustratos potenciales inductores de
virulencia salvado de trigo y homogeneizado
de larvas de T. so/anivora incorporados al
medio de cultivo, además de incrementar la
actividad de las enzimas N-acetilgluco-
saminidasa y quimoelastasa proteasa de los
extractos de células de S. marcescens,
incrementaron su actividad biocontroladora
hacia larvas de T. solanivora.

• Se determinó una correlación positiva
entre el incremento de la actividad quimo-
elastasa proteasa PR-l y N-acetilgluco-
saminidasa en los extractos de células de
la bacteria, con su actividad biocontrola-
dora hacia T. sotenioore, lo cual permitió
proponer modelos de predicción de la ac-
tividad biocontroladora de otros aisla-
mientos nativos de Serratia.

• Esta metodología desarrollada podría ser
aplicada en procesos de cultivo a otras
bacterias entomopatogénicas y otros in-
sectos plaga.
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