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Abreviaturas utilizadas en el presente estudio 

AADO 
ADNasa 
AHK 

AITA 
ALB 

ASBI 
ATC 
Ce 

CBP 
cP 
Cz 
EA 

GN 
h 
ha 

Dso 

LT 55 

mg 
mM 
um 
°C 
PB 
Ph, 
pH 
Pm 
Pt 
RBEC 
SSIE 
UFC 

Agar Adonitol 

Agar para la prueba de la desoxirribonucleasa 
Agar Hierro de Klieger 
Agar Itaconato 
Agar Luria Bertani 

Agricultura Sustentable de Bajos Insumos 
Agar Talio-Capriolato 
centimetros cibicos 

Control Bioldgico de Plagas. 
Cepas problema 
Costelytra zealandica (White) (Coleoptera: Scarabaeidae) 
Enfermedad ambarina 
Gelosa Nutritiva o Agar Nutritivo 
horas , 
Hectéreas 
(Infectious Dose) Indice de la evatuacién de la dosis requerida para causar 
una infeccién demostrable en el 50% de los organismos expuestos 
(Lethal Time) Tiempo Letal medio es un indice del tiempo en que el 50% 
de los organismos en tratamiento estén muertos por causa de este. 

miligramos 
micro Molar 
mnicrémetro 
grados centigrados 
Pruebas Bioquimicas 
Phyllophaga spp. 
potencial hidrégeno 
Phyllophaga (Anodentata) misteca (Bates) (Coleoptera: Melolonthidae) 
Phyllophaga (Phytalus) trichodes (Bates) (Coleoptera: Melofonthidae) 
Reserva de la Biosfera “El Cielo” 
Solucién Salina Isoténica Estéril 
Unidades Formadoras de Colonias
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Busqueda, aislamiento e identificacién de Serratia spp. 

(Enterobacteriaceae) entomopatédgeno de Jarvas de 

Melolonthidae (Coleoptera) en la Reserva de la Biosfera 

“El Cielo”, Tamaulipas. 

I. Introduccién. 
Las gallinas ciegas (larvas de Coleoptera Melolonthidae) causan estragos en los 

rendimientos de diversos cultivos al dafiar su sistema radicular (Morén, 1984). El control 

de estas plagas en los campos mexicanos permitiria obtener rendimientos anuales de maiz 

- equivalentes al promedio mundial de esta graminea (Villalobos, 1992). Para su control se 

han intentado numerosos métodos, sin embargo algunos de ellos han ocasionado 

consecuencias indeseables para el medio ambiente (Villalobos, 1992). En este sentido el 

control biolégico es una altemativa que encaja dentro de los principios de la agricultura 

sustentable (Villalobos, 1995). 

Las bacterias del género Serratia, causantes de Ja enfermedad ambarina, han sido 

utilizadas en un programa exitoso de control biolégico de larvas del escarabajo Costelytra 

zealandica (White) (Coleoptera: Scarabasidae) (Cz) en la agricultura de pastizales de 

Nueva Zelandia (Jackson et al. , 1992). Dicha enfermedad ha sido reportada en otros 

Melolonthidae como: Rhizotrogus (=Amphimallon) majalis (Razoumowsky) (Klein y 
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Jackson, 1992); en el escarabajo japonés Popillia japonica en Ohio, Melolontha 
  

melolontha y M. hipocastini en Europa (Tanada y Kaya, 1992 en Villalobos, 1997 a) 

La enfermedad ambarina es causada por S. entomophila y S. proteomaculans 

bacterias que inhiben la alimentacién de las larvas infectadas a través de Ja accién de una 

toxina (Jackson et al., 1993; Nufiez-Valdéz, 1994). La muerte de larvas infectadas por 

Serratia tiene lugar de 1 a 3 meses después de que se inicia la enfermedad (Jackson et al., 

1992). Las perspectivas que ofrece el estudio en el Ambito molecular de los mecanismos de 

patogenicidad que se presentan en estas bacterias son enormes (Nufiez-Valdéz, 1993). Por 

otra parte las interacciones que se establecen entre la bacteria, las gallinas ciegas y la 

materia organica de} suelo muestran que es posible insertar a este microorganismo dentro 

de un esquema de agricultura sustentable (Villalobos, 1997b). 

Estudios previos sugieren que larvas de Phyllophaga (Phytalus) srichodes (Bates) 

(Coleoptera: Melolonthidae) (P) y Ph. (Anodentata) misteca (Bates) (Coleoptera: 

Melolonthidae) (Pm ) son las principales responsables de pérdidas en el cultivo del maiz en 

la reserva de Ia biosfera “El Cielo”, Tamaulipas; y que en numerosas ocasiones dichas 

larvas presentan sintomas de enfermedad ambarina (Villalobos, 1997 a) 

EI presente estudio tiene como objetivos comprobar la presencia de bacterias del 

género Serratia en estas larvas y demostrar que ésta es el agente causal de la enfermedad 

mediante la aplicacién de los postulados de Koch. 

En este trabajo se hizo un muestreo a ocho parcelas ubicadas en el area de cultivo 

de ta Joya de Salas, reserva de la biosfera “El Cielo” (RBEC). Se determiné e] ntimero de 

larvas totales y enfermas por m’, se obtuvieron cultivos bacterianos a partir de macerados 

de las Jarvas enfermas, para comprobar si los cultivos aislados eran los agentes causales de 

la enfermedad, estos fueron inoculados (por ingesta) a larvas sanas y se logré inducir la 
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enfermedad con algunas de las cepas bacterianas probadas. A partir de las larvas que 

desarrollaron la enfermedad ambarina (EA) durante el bioensayo se efectué el aislamiento 

© recuperacién de las bacterias. Finalmente para comprobar que las bacterias inoculadas 

Correspondian a las recuperadas, se procedié a caracterizarlas mediante observacién 

microscépica y aplicacién de 44 pruebas bioquimicas, se sugiere que la enfermedad es 

causada por dos especies de Serratia y que una de estas (S. liquefaciens) por su 

Patogenicidad tiene un mayor potencial como agente de biocontrol para larvas de Pr. 
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I. Antecedentes. 

A. Importancia de las larvas de Melolonthidae en la agricultura. 
En Ja gran mayoria de los cultivos de importancia econémica, se ha Teportado algun 

tipo de plaga, que abate los rendimientos. Los coleépteros Melolonthidae se consideran 

como plagas en cultivos de gramineas, leguminosas, rosdceas y solandceas (Morén, 1984). 

Un 40% de las 150 especies de plagas reportadas para el maiz son coleépteros rizofagicos. 

Después de los lepiddpteros, las larvas de Melolonthidae tepresentan un 2°. lugaren 

importancia como plaga del maiz (Rios, 1986 en Villalobos, 1992). 

E! complejo de especies de Melolonthidae en México es muy diverso. Esta familia 

estA representada por 520 especies cuyos estados larvales se presentan en el suelo y 

pertenecen a 13 géneros (Morén, 1984). Dicha diversidad ha sido explicada como resultado 

del sobrelapamiento de las zonas biogeograficas Nedrtica y Neotropical (Villalobos, 1992). 

Muchas de las especies de esta familia son consideradas como rizofagas. El! segundo y 

principalmente el tercer estadio larval son sefialados como fos mAs perjudiciales para las 

plantas, puesto que pueden provocar la muerte de la planta al cercenar sus raices (Morén, 

1988). 

Las pérdidas en ta agricultura ocasionadas por larvas de Phyllophaga varian de 0.4.4 

1.1 ton ha"! affo™ (Rodriguez-del-Bosque, 1988; Lépez Olguin y Aragén, 1989). Los 

mayores estragos se presentan en 10 estados centrales de México, lo que representa 

aproximadamente el 50 % de la superficie dedicada al maiz (Villalobos, 1992). Se calcula 

que la extensién de zonas infestadas por larvas de meloléntidos es de 4 x 10° ha a 5 x 10° 

ha (Romero, 1980). 
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B. Necesidad de una agricultura sustentable de bajos insumos (ASBD. 
Aunque la crisis de produccién de maiz es multifactorial, el control de plagas 

subterraneas, permitiria para algunos campos de cultivo mexicanos, alcanzar rendimientos 

anuales equivalentes al promedio mundial de esta graminea (Villalobos, 1992). 

E] paradigma de la ASBI, contempla un control de plagas efectivo y una agricultura 

ecoldgicamente sana. De acuerdo con Pimentel et ai. (1989) los principios de ta ASBI en 

un agroecosistema son: 1) adaptarlo al ambiente de la regién; 2) optimizar el uso de sus 

Tecursos fisicos, quimicos y biolégicos; 3) disefiar estrategias que minimicen sus efectos 

negativos sobre el medio. Estos principios se engloban en 4 factores principales: 1. 

Nutrimentos del suelo. 2. Agua. 3. Energia. 4. Plagas y su control. 

C. Control Biolégico de Plagas. 

El Control Biolégico de Plagas (CBP) es tan antiguo y efectivo como Ia historia de 

Ja agricultura (van Emden, 1989). EI CBP consiste en utilizar a los enemigos naturales de 

los insectos - parisitos, depredadores y organismos patégenos- para atacarlos y estabilizar 

su poblacién en niveles econémicamente manejables. Sin embargo el CBP fue dejado de 

lado por Ja euforia provocada por los insecticidas quimicos en los afios 30’s y 50’s de este 

siglo. El uso de insecticidas quimicos afecté negativamente al ambiente y los insectos 

desarrollaron resistencia. Estos no eran de accién especifica para las plagas, matando 

también a insectos benéficos (Mallet, 1989). Asi mismo, la mayoria de las plagas agricolas 

que se introducen y establecen en nuevos habitats, no traen consigo los multiples enemigos 

naturales que los atacan y regulan sus poblaciones (National Academy of Sciences, 1989). 
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El CBP presenta tres ventajas especificas con respecto al control quimico (National 

Academy of Sciences, op. cit.): 

1, Una vez establecido el CBP es relativamente permanente. Los enemigos naturales de 

los que depende se perpetiian a si mismos, y se ajustan a los cambios de poblacién de 

las plagas que atacan. 

2. Et CBP es parcialmente seguro al reducir efectos secundarios tales como toxicidad o 

contaminacién del ambiente. 

3. Los costos para el desarrollo de un insecticida quimico se estiman en USAS$ 25 

Millones y para un bioinsecticida en USA$1 Millén (Jackson eg al. , 1992). 

D. El papel de los entomopatégenos. 

Para el CBP se han investigado microorganismos tales como: rickettsias, virus, 

hongos, bacterias y protozoarios. Con su accién han obtenido resultados alentadores para 

ciertos grupos de insectos. A pesar del uso promisorio de entomopatégenos como 

bioinsecticidas, se presentan algunos problemas como: dificultad de propagacién in vitro; 

baja persistencia y/o lenta reproduccién del microorganismo en condiciones de campo, 

estrecho rango de infeccién del hospedero; y temores de liberacién al ambiente de un 

organismo al que se ha aplicado ingenieria genética (Nufiez-Valdéz, 1993). 

Para la utilizacién de entomopatdégenos en la agricultura mexicana se sugieren tres 

Prerrequisitos (Villalobos, 1992): 

I. Hentificar el complejo de plagas naturales y sus patégenos, y acompafiar ésta de 

estudios basicos de bioecologia. 

2. Evaluar el efecto de patégenos nativos con relacién a la diversidad vegetal del 

agroecosistema, asi como de las practicas agricolas. 
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3. Introducir patégenos exdticos siempre y cuando las especies nativas hayan faltado en el 

control y los insectos plaga superen el umbra! econémico. 

Entre Jas bacterias mas citadas como entomopatégenas se encuentra Bacillus 

thuringiensis, bacteria formadora de esporas y de cristales proteicos que provocan lisis de 

los tejidos epiteliales del intestino causando su muerte posterior (Knowles en Nufiez- 

Valdéz, 1993). También se han reportado bacterias no formadoras de esporas como: 

Micrococcus nigrofacicens que ataca a Phyllophaga; Pseudomonas Spp. que ataca a 

Phyllophaga y Cz; Serratia marcescens ataca a Melolontha melolontha, Popillia japonica y 

Phyllophaga spp. y S. entomophila que ataca a Cz (Klein y Jackson, 1992). 

E. Control Biolégice por Serratia spp. 

De acuerdo con Grimont y Grimont (1981), él genero Serratia sp. es un miembro de 

la familia Enterobacteriaceae que presenta las siguientes caracteristicas: bacilos cortos de 

0.5 - 0.8 ym de diametro y de 0.9 - 2.0 jam de largo, con puntas redondeadas, méviles por 

medio de flagelos peritricos, anaerobios facultativos, patégenos facultativos, no forman 

esporas, desarrollo de la colonia frecuentemente opaco, algunas veces iridiscentes con 

colores blancos, rosas 0 rojos, crece a temperaturas entre 10 y 36°C, con pH de 5-9, 

resistentes a altas concentraciones de NaCl. Las especies de este género no requieren 

factores de crecimiento y se han reportado en ambientes como suelo, agua, insectos, 

superticies vegetales y como patégenos oportunistas det hombre (Krieg, 1984). 

Serratia entomophila Grimont, et al, 1981 es una de las bacterias que se reporta 

con gran potencial para ser utilizada como bioinsecticida (Grimont et al., 1988). Esta es 

considerada como patégena facultativa, causante de la enfermedad ambarina en Cz 

(Grimont op. cit.). S. entomophila tiene una fase de vida libre en el suelo donde es ingerida 

 



  

ANTECEDENTES 8 
  

por las larvas, después la bacteria se adhiere al buche y Ia parte anterior del intestino (zona 

conocida como valvula cardiaca), donde da la apariencia de un tapén (Wilson, ef af., 992). 

La larva desahoga su intestino, deja de alimentarse y toma una caracteristica coloracién 

ambar. Aproximadamente de 1-3 meses después, las larvas mueren, cuando su hemocele ha 

sido invadido y se ha provecado una septicemia (Klein y Jackson, 1992). 

La enfermedad ambarina, es causada por S. entomophila y S. proteamaculans 

(Grimont ef ai., 1988). Esta enfermedad ha sido séfo reportada en Nueva Zelandia, sin 

embargo sintomas similares han sido observados en otros escarabajos, tales como: 

Rhizotrogus (=Amphimallon) majalis (Razoumowsky) (Klein y Jackson, 1992); escarabajo 

Japonés Popillia japonica en Ohio, Melolontha melolontha y M. hipocastini en Europa 

(Tanada y Kaya, 1992 en Villalobos, 1997a). 

Las ventajas del biocontrol por S. entomophila para el CBP son: (Nufiez-Valdéz, 

1993; Villalobos, 1994): 

1. Ha demostrado ser efectiva en la disminucién de poblaciones de larvas que son 

plagas. 

2. Es facil de cultivar in vitro, para una produccién masiva. 

3. Ha demostrado alta selectividad de los insectos objeto de control, no se 

Teportan casos de virulencia en otros organismos, incluyendo al hombre. 

4. Persistencia activa hasta por 5 afios en suelos tratados con una aplicacién 

inundativa. 

5. Disminucién en costos de produccién agricola al sustituir a los insecticidas 

quimicos. 

6. Su accién es considerada ecoldégicamente sana. 
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F. Descripcién de la zona de estudio. : 

La reserva de la biosfera “El Cielo” (RBEC) se ubica al suroeste del estado de 

Tamaulipas, en las laderas de la Sierra Madre Oriental, conocida como Sierra Cucharas y 

Sierra Chiquita. Comprende gran parte del municipio de Gomez Farias y parte de los 

municipios de Jaumave y Llera Esta Jimitada por los paratelos 23° 13° y 23° 03° N, el 

meridiano 99° 18’ W y la curva de nivel de 200 m snm al Este. Una via de acceso a la 

RBEC es Ja carretera nacional Nom 85 Ciudad Mante-Cd. Victoria. En la poblacién de El 

Encino se toma un camino de terraceria que conduce al ejido “20 de Abril”. Dentro de éste 

se ubica la Joya de Salas que esta situada al Noroeste de la RBEC a una altitud entre 1,500 

y 1,600 m snm, en lo que se conoce como zona de amortiguamiento (Contreras et al., 

1994). Los suelos que predominan en el ejido son Luvisot vértico con un horizonte “A” de 

textura arcillosa, color pardo oscuro, pH 5.0 y muy ricos en materia organica. Sus suelos se 

utilizan para el cultivo de maiz y frijol de temporal y pastizales. (Puig y Bracho, 1987). Las 

tierras de cultivo estan rodeadas por bosques de Pino - Encino cercanos a una laguna 

permanente que abastece de agua para consumo animal durante épocas de sequia. 

En fa Joya de Salas se han reportado dafios en cultivos de maiz causados por 

Phyllophaga spp. (Sanchez-Ramos et al, 1992). De acuerdo con Villalobos (1997a) cuando 

Se presentan signos obvios de dafio, una buena proporcién de larvas se localiza entre los 5- 

10 cm de profundidad afectando las interfases tallo-raiz, las plantas de maiz infestadas 

adquieren una coloracién rojiza o amarillenta, detienen su crecimiento y sus hojas se 

enrollan sobre s{ mismas y después mueren. Este mismo autor sugiere que en promedio, un 

48% de tos rendimientos de cultivo de maiz se pierden debido a la accién principal de una 

especie bianual (/’#). Sin embargo, el dafio puede ser causado anualmente por Prt que 

presenta un ciclo de vida anual. En ambas especies de Phyllophaga, este autor detect 
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Jarvas con sintomas similares a los de la enfermedad ambarina causada por S. entomophila 

en Cz en Nueva Zelandia (Jackson ef al., 1993). 

 



OBJETIVOS I 

HT. Objetivos. 

A. Objetivo general. 

Buscar, aistar e identificar cepas de Serratia con actividad patogénica en larvas de 

Phyllophaga en la RBEC. 

B. Objetivos particulares. 

1. Confirmar ta presencia de larvas de Phyllophaga con enfermedad ambarina (EA) en la 

Joya de Salas, Ejido “20 de Abril”. Reserva de la Biosfera “El Cielo”, Tamaulipas. 

2. Evaluar la frecuencia con que se presenta la EA en la zona de estudio. 

3. Demostrar que Serratia es el agente causal de la EA en larvas de Ph. trichodes, 

mediante la aplicacion de los postulados de Koch. Para esto se realizaron las siguientes 

actividades: 

+ 

+ 

Buscar larvas que muestren sintomas de EA en el campo. 

Buscar el mismo tipo de bacterias en larvas con EA. 

Aislar bacterias de larvas con EA y obtener su cultivo puro. 

Inducir [a EA en larvas sanas mediante la inoculacién de los cultivos aislados. 

Recuperar del hospedero enfermo [a bacteria inoculada y corroborar que 

corresponde 2 la original. 

Comparar las caracteristicas bioquimicas de tas bacterias candidatas inoculadas 

y recuperadas de larvas a las que se indujo la enfermedad. 

Identificar taxonémicamente a tas bacterias que resulten patégenas. 
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IV. Materiales y Métodos. 

A. Zona de Muestreo. 

EI muestreo se realizé en parcelas ubicadas en el ejido “20 de Abril”, Joya de Salas 

en las que se han reportado dafios en el cultivo de maiz causados por Phyllophaga 

(Sanchez-Ramos ef al., 1992) 

B. Obtencién y Manejo de larvas de Phyllophaga spp. 

B.1. Colecta de larvas de Phyllophaga spp. en zonas de cultivos de malz, 
Se emplearon dos técnicas de muestreo y en ambos casos se colectaron larvas de 

segundo y tercer estadio, asi como adultos de ambas especies de Ph. 

1 Colecta intensiva. Se seleccionaron sitios especificos con antecedentes de daiio en el 

desarrollo del maiz. En éstos se eligieron de 3 a 5 sitios de muestreo donde se cavé 

hasta una profundidad aproximada de 20 cm. de profundidad. 

2 Colecta extensiva. Se “efectud siguiendo el arado de un tractor o la yunta y se 

recolectaron las larvas que quedaron al descubierto. Esta técnica permitié el muestreo 

de una mayor superficie de campo de cultivo, lo cual incrementé su representatividad. 

Los organismos aparentemente sanos se acomodaron individualmente en cajas de 

Petri de plastico conteniendo suelo del sitio de colecta, y se afiadié un trozo de zanahoria 

para su alimentacién. Las larvas que presentaron sintomas externos de enfermedad 

similares a la EA se colocaron en envases individuales y se transportaron en termos para 

evitar su descomposicién y mattrato. 

B.2. Identificacién de larvas de Ph. trichodes (Pt.) 

La identificaci6n de las larvas de Phyllophaga obtenidas del campo se hizo 

mediante el reconocimiento de la propregmatia en la epifaringe (parte interna del labrum), 
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de larvas muertas. Dicho caricter es decisivo para la diferenciacién entre larvas de Pry Pm 

(Villalobos, 1997 a) Las larvas de Pf presentan propregmatia mientras que est4 ausente en 

las farvas de Pm . 

En larvas vivas, el reconocimiento de ambas especies se realizé por comparacién 

del numero de sedas presentes en el margen superior de la sutura fronto-clipeal. Las larvas 

de /’t tienen mas de 20 sedas en tanto que las larvas de Pm presentan entre 12 y 16 sedas. 

Los estadios larvales se identificaron utilizando la medida de la anchura maxima de la 

cApsula cefilica como en Villalobos (1991). 

B.3, Manejo y mantenimiento de las larvas en el laboratorio para el bioensayo. 
Las larvas utilizadas para el bioensayo con terceros estadios de Pt fueron colectadas 

durante la primera semana de octubre de 1996. La colecta fue por el método directo 

extensivo (Seccién B.#.). 

EI material vivo se colocé en recipientes de plastico de una capacidad de 20 cc., los 

que contenfan suelo de la parcela muestreada. Posteriormente el material se deposité en el 

insectario a temperatura ambiente (24° C) y humedad relativa constante (25%), por un 

periodo de 2 semanas, durante las que se realizaron las siguientes actividades: 

1 Adicionar y renovar trozos de zanahoria como fuente de alimento para las Jarvas. 

2 Hidratar el suelo a una humedad aproximada del 25%. 

3 Separacién de larvas muertas. 

4 Observacién de las larvas vivas y registro de: 

¢ Sintomas externos que indiquen que la larva tenia EA, tales como: cambio de color en el 

torax y abdomen, anorexia, poca movilidad, encorvamiento y reduccién del abdomen, 

flacidez del cuerpo con apariencia acuosa. 
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« Alimentacién de las farvas, normal o deficiente con base en Ia cantidad de zanahoria 

residual. 

B.4, Seleccidn de larvas utilizadas en el bioensayo. 

Después de haber conservado las larvas por un periodo de dos semanas en el 

insectario se realiz6 una seleccién de terceros estadios de Pt. Estas larvas no presentaban 

melanizaciones en su cuerpo y tenian completos sus apéndices. Tanto el color de su cuerpo 

como su reaccién ante estimulos externos indicaban que estas larvas estaban sanas. 

Las larvas seleccionadas fueron colocadas individualmente en compartimentos de 

hieleras de plastico (5.5 x 5.5 x 3.0 cm), con 14 oquedades. A cada larva se le Proporciond 

fa cuarta parte de un cilindro de zanahoria de 6 mm de ancho. Cada tercer dia se tomaron 

tegistros de la alimentacién y se renové la zanahoria para garantizar que las tarvas 

estuvieran alimentandose activamente. 

B.S. Seleccién de larvas para efectuar el aislamiento de bacterias. 

Se seleccionaron los cadaveres de larvas colectadas en el campo que presentaron 

sintomas similares a !a EA. Ademds de aquellas que desarro!laron la enfermedad durante el 

periodo de observacién en el insectario. Estos cadaveres se colocaron en cajas de Petri 

estériles y se conservaron a 4° C hasta su procesamiento en ef laboratorio de Microbiologia. 

A fin de evitar contaminaciones la manipulacién de organismos sanos y enfermos se 

efectué con material diferente y desinfectado. 

C. Aislamiento e identificacién preliminar de cepas bacterianas, posibles agentes 
causales de la enfermedad. 

C1. Técnica de aistamiento. 

EI aislamiento de bacterias se realizé a partir de larvas enfermas y muertas 
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colectadas en el campo y de las que murieron en el insectario con sintomas de enfermedad 

parecida a la ambarina. Para el aislamiento de cepas de Serratia spp. se empleé la técnica 

de Helig (1992) y Jackson et af, (1993) que consiste en: 

1 Conservar las larvas en cajas de Petri o tubos de vidrio estériles a 4° C, hasta su 

Procesamiento microbiolégico en el laboratorio. 

2 Desinfectar y disectar las muestras. Para ello la superficie externa de la larva se limpié 

con alcohol al 70% y 8 bafios con agua destilada estéril. Con un bisturi estéri! se separd 

y descarté la camara de fermentacién de la larva. 

3 Aislamiento de Serratia spp. 

@ Enuna caja de Petri estéril se colocé la region térax-abdomen de Ia larva con 10 

mi de solucién amortiguadora de fosfatos estéril, 100 mM a pH 7.2 la cual se 

maceré durante 20 seg. ‘ 

¢ La suspensién del macerado se agité en un Vortex durante 1 minuto. 

* A partir de esta suspensién y con una asa estéril se sembré por agotamiento 

(estrias) en cajas de Petri que contengan los siguientes medios: Agar Talio- 

Capriolato (ATC) (Starr, 1976) y Agar Luria Bertani (ALB) (Nufiez-Valdéz, 

1994). Cada medio con tres repeticiones, se incubé a 30° C por 4 y | dia   tespectivamente. Posteriormente se seleccionaron colonias que presentaban las 

caracteristicas de Serratia spp. que pata estos medios correspondian a: 

a Macroscépicas. Colonias circulares regulares aproximadamente de 3 mm de didmetro 

en ALB a las 24 h colonias circulares, margenes tisos, convexas de color blanco- 

lechosas, de consistencia mucosa a los 6 dias en ATC (Nufiez-Valdéz, 1994). 

b Microscépicas. Bacilos cortos o cocobacilos Gram negativos. 
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¢ Purificacién de las cepas. Stucki ¢# al. (1984) consideran que cepas que no presenten 

diferencias en la morfologia colonial después de tres transferencias en el mismo 

medio se consideran cultives puros; por lo que las colonias seleccionadas se 

resembraron tres veces consecutivas en el mismo medio, se incubé en las condiciones 

antes indicadas, y en cada ocasién se verificé el desarrollo de fas caracteristicas 

macroscépicas y microscépicas. 

Para asegurar la pureza de las cepas, éstas se incubaron en Gelosa Nutritiva {GN) y 

ALB, medios de cultive que permiten el desarrollo de las cepas problemas, asi como, de 

otras bacterias que pudieran haber permanecido inhibidas. El crecimiento obtenido se 

suspendié en Solucién Salina isotonica fstéril (SSIE) mezclada con Tween 80 al 0.15% 

(reactivo tenso-activo que facilita la separacién de bacterias diferentes que pudieran 

permanecer atin unidas). La suspensién se inoculé nuevamente en GN y ALB, la alicuota se 

distribuyé con tridngulo de vidrio y se incubé a 30° C durante 24 h. 

C2. Conservacién de las cepas. 

Las colonias que presentaron la morfologia de Serratia spp. se sembraron por 

quintuplicado en tubos de cultivo con GN y ALB y se incubaron a 30° C por 24h 

Posteriormente se conservaron en refrigeracién a 4° C como cepas problemas (CP). Las CP 

se replicaron también en tubos Eppendorff con medio ALB semi-sélido (Stabs) (Nufiez- 

Valdéz, 1994). 

C3. Identificacién pretiminar de Serratia spp. 

Dado que los medios selectivos ALB y ATC recomendados para el aislamiento de 

Serratia spp. (Grimont y Grimont, 1981; O’Callaghan y Jackson, 1993) también permiten 
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el desarrollo de otras bacterias, se decidié someter a las CP a 12 pruebas bioquimicas que 

permitieran diferenciar a Serratia de otras Enterobacterias, asi como de otros bacilos Gram 

negativos. Las pruebas fueron: Dnasa, Oxidasa, Reduccién de Nitratos, Agar Hierro de 

Kligler (glucosa, lactosa y produccién de H,S), Fermentacién de glucosa (con tubo Durham 

invertido), D-adonitol, L-arabinosa, lactosa, D-sorbitol, Voges-Proskauer, Rojo de Metilo, 

Oxido-Fermentacién. En todos los casos las CP se activaron en GN, se sembraron en fos 

medios indicados anteriormente y se incubaron a 30° C durante 24 h para su posterior 

lectura ¢ interpretacién. 

Como control de las pruebas bioquimicas se hizo un corrimiento paralelo de las CP y de 

cepas de ocho cepas bacterianas conocidas, las que se emplearon como referencia de 

reacciones positivas y negativas de acuerdo a las recomendaciones de MacFaddin (1990). 

Dichas cepas control se obtuvieron del cepario de la Facultad de Quimica, Ciudad 

Universitaria, UNAM; y fueron las siguientes: Serratia marcescens, Enterobacter 

aerogenes, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Moraxella spp., 

Acinetobacter calcoaceticus variedad anitratus y Staphylococcus aureus. 

Los resultados (Cuadro 4) se compararon con la informacién de Farmer y Kelly (1991) y 

el Manual de Determinacién Bacteriolégica de Bergey (Holt et af., 1994). 

D. Bioensayo de infeccién. 

Se efectuaron 2 bioensayos, en el primero se utilizaron 190 larvas de tercer estadio 

de Pt seleccionadas como se indicé en el inciso B.4. y 12 cepas de Serratia spp. obtenidas 

como se indica en ta seccién C.1. Se utiliz6 el método de infeccién reportado en Nufiez- 

Vaidéz (1994) que consiste en permitir a las larvas la ingestion de zanahoria inoculada 

previamente con fas CP (Cuadro 1). 
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En el segundo bioensayo se emplearon 100 larvas de Pt y 6 cepas que mostraron un 

desarrollo similar a Serratia spp. en el medio ALB. De éstas, cuatro cepas fueron aisladas 

en el Instituto de Biotecnologia, UNAM de Cuemavaca, de cadaveres de larvas de tercer 

estadio de Pt por Nujfiez-Valdéz. M. E. En el segundo bicensayo se emplearon dos técnicas 

de impregnacién de fas zanahorias y el numero de infecciones fue mayor al empleado en el 

primero (Cuadro 1) 

  

Cuadro 1 Descripcién del método de inoculacién y patrén de infeccién por ingesta de zanahorias 
  

    

Biocusayo Biocasayo 2 
INOCULACION 1) CONTROL. Rodamicnto en medio} 1) CONTROL. Rodamiento en medio de 

de cultivo estéril. caltivo estéril. 

2) TRATAMIENTOS. Rodamiento| 2) TRATAMIENTOS: 

de zanahorias en cultivos en | a) lmpregnacion por sumersidn de zanahoria en 

Placa de 24 h de cada una cultivos liquidos de las CP con 

dc las CP crecimiento do 24 h y con 

poblaciones previamente ajustadas en 

nefelémetro. 

b) Impregnacién por rodamiento en cultivo en 
placa de 24 h de tas CP     PATRON DE INFECCION Una sola infeccion a! inicio del} a) Infoccién cada 4 dias durante 2 semanas, 

ensayo. b) A partir de ta 5a. infecci6n cada 3 dias hasta 
completar 9 infeccianes. 

  

Para los dos bioensayos se emplearon hieleras de ptastico como las descritas en la 

seccién B.4, que fueron previamente desinfectados con una Solucién de Cloratex al 10% 

durante 24 h antes de ser usados. 

D.2, Bioensayos. 

Antes del bioensayo cada larva se transfirié a una caja de Petri, se lavé 2 veces con 

5 ml de agua destilada estéril favoreciendo la remocién del suelo con un pincel, se colocé 
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sobre un papel secante y una vez seca se peso en balanza analitica, se colocé en un frasco 

limpio previamente numerado. 

Con las larvas limpias y contenidas en los frascos numerados se procedié a 

aleatorizar la muestra haciendo grupos en bloques, de lo que resultaron 13 (Bioensayo 1) y 

7 (Bioensayo 2) grupos de 14 larvas de tercer estadio de P¢ del segundo afio del ciclo de 

vida. Para cada tratamiento se empleé una misma hielera de plastico. En cada una de ellos 

se colocé una larva y un pedazo de zanahoria impregnada con las CP mediante los meétodos 

de inoculacién e infeccién mostrados en el Cuadro 1. Cada recipiente fue cubierto con una 

tapa de plastico para evitar el desplazamiento de las larvas a oquedades vecinas. Las 

hieleras se apilaron y en la tapa superior de estas se colocé una toalla de papel hiimeda y se 

sujetaron con ligas. Grupos de 4 hieleras fueron introducidos en una bolsa de plastico 

negro. Se hicieron horadaciones en Ja bolsa de plastico para permitir la entrada del aire. 

Bajo estas condiciones las hieleras se incubaron a 25° C durante 30 dias. 

Se emplearon zanahorias, aproximadamente de 5 cm de didmetro y 10 cm de largo, 

éstas se lavaron y cortaron en trozos de 6 mm de largo. Con un horadador previamente 

desinfectado con una Solucién de Cloralex al 10%; se procedié a cortar cilindros de los 

trozos de zanahoria de un grosor promedio de 0.647 + 0.021 cm por 0.4 cm de didmetro, 

cuidando de realizarlo en la zona carnosa de la zanahoria evitando la periferia y su centro. 

Para cada tratamiento se cortaron 30 cilindros, 10 se colocaron en una caja de Petri estéril 

que se sellé con masking-tape y se conservaron en refrigeracién, estos se emplearon como 

patrén de desecacién y para comparar el porcentaje cualitativo de alimentacién de las 

larvas. 

En la Campana de Flujo Laminar se procedié a impregnar los otros 20 cilindros 
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mediante los métodos indicados en ef Cuadro 1. Con pinzas estériles se colocé I cilindro 

de zanahoria impregnado con las CP en cada uno de los compartimentos de las hieleras, 

EI numero bacteriano por cilindro de zanahoria se determind por el método de 

dilucién y cuenta de unidades formadoras de colonias (UFC). Para ello se inocularon las 

diluciones de 10% hasta 10°” en GN y se incubé 24 ha 30°C. 

D.3. Observacién de la evolucién de las larvas. 

Durante fos 30 dias del bioensayo, se hicieron revisiones del desarrollo de color 

ambar, sobrevivencia, morbilidad, mortalidad, alimentacion (porcentaje cualitativo 

comparado con un patrén) y peso (este ultimo cada 5 dias). 

Ademias se realizé la transferencia de las larvas a hieleras limpias respetando el 

lugar asignado a cada larva en el bioensayo. Al mismo tiempo se renovaron los cilindros de 

zanahoria para cada una de las larvas. 

E. Recuperacién de bacterias a partir del hospedero infectado. 

E.1. Aislamiento de bacterias a partir de larvas que enfermaron en el bioensayo. 
Las larvas que murieron durante el bioensayo se conservaron en cajas de Petri 

estériles a 4 °C. A partir de estas se hizo el aislamiento en la forma indicada en la seccién 

C.1. usando como medio de cultivo ALB, después de 24 h de incubacién se seleccionaron 

aquellas colonias que presentaron las caracteristicas de Serratia y se procediéd a su 

purificacién. 

Para verificar que las bacterias inoculadas (Serie 1) corresponden a las cepas 

aisladas de larvas que desarroliaron EA durante el bioensayo (Serie 2), las cepas de las dos 

series se sometieron a 10 pruebas bioquimicas. Cuatro de ellas coresponden a las 

recomendadas por O'Callaghan y Jackson (1993) y Nufiez-Valdéz (1994), y las otras 6 a las 
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descritas en el Manual de Determinacién Bacterioldgica de Bergey (Holt et al, 1994), tas 

que permiten la diferenciacién de Serratia spp. de otros bacilos Gram negativos. 

E.2, Pruebas de Identificacién. 

Las cepas de las dos series se activaron en el medio de cultivo ALB, de? desarrollo 

obtenido se seleccionaron al azar 25 colonias diferenciadas y aisladas, y se procedié a 

sembrar cada una de ellas en los siguientes medios de cultivo: Agar Talio-Capriolato 

(ATC), Agar para la Prueba de Desoxiribonucleasa (ADNasa), Agar Adonitol (AADO) y 

Agar Itaconato (AITA), mediante la siguiente técnica (Nufiez-Valdéz, 1994): 

1 Las cajas con los cuatro medios se cuadricularon con lapiz de cera por la parte externa. 

2 Con el extremo de un palillo estéril, se picd el centro de una de las colonias 

desarrofladas en ALB, con el mismo indculo, se punteo la superficie de uno de los 

cuadros en ATC, AITA, ADNasa y AADO. Iniciando en AITA para garantizar el 

desarrollo. 

3 Todas las placas se incubaron a 30° C; fas de ADNasa y AADO durante 24 h y las de 

AITA durante 72 h y las de ATC de 4 a 6 dias. 

4 En cada medio de cultivo, se observé el crecimiento y el desarrollo de reacciones 

positivas que son dadas por: 

* La aparicién de un halo rosaceo en ADNasa que indica fa sintesis de !a enzima que 

degrada el ADN y su hidrdlisis. 

¢ El vite del indicador de azul a amarillo en AADO, que indica la produccién de Acido a 

partir det adonitol. 

@ El crecimiento en AITA. 

Los resultados (Cuadro 8) se compararon con el patron de identificacién descrito en 
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O'Callaghan y Jackson (1993) y Nufiez-Valdéz (1994). 

E.3. Pruebas de Identificacién de Serratia spp. 

Siguiendo las recomendaciones def Manual de Determinacién Bacteriolégica de 

Bergey, las cepas de las dos series se sembraron en placa de GN y se incubaron a 30°C 

durante 24 h, a partir de cada cultivo activo de verificé fa pureza mediante Ia tincién Gram 

y observacién microscépica. Después se tomé una asada del cultivo y se suspendié en 4.0 

mi de SSIE esta suspensi6n se agité en Vortex durante 30 seg. y con esta Suspensién Madre 

(SM) se inocularon los diferentes medios de cultivo. La temperatura y tiempo de 

incubacién, as{ como las caracteristicas a observar se indican en el Cuadro 2. 
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ORGANIGRAMA DE TRABAJO 

F. Organigrama de trabajo. 
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V. Resultados y Discusién. 

A. Muestreo. 

Para la realizacién de este estudio, se tomaron muestras de 8 parcelas de fa zona 

denominada “El Potrero”, que corresponde a la principal 4rea de cultivo de maiz de 1a 

RBEC (Cuadro 3). 

El primer muestreo se efectué al inicio de la temporada de Iluvias (mayo de 1996) cuando 

los campesinos estaban preparando sus terrenos para el cultivo (barbecho). Para el segundo 

muestreo (Junio de 1996) se eligieron tres parcelas en las mismas condiciones de cultivo y 

una (Isidro Ruiz) en donde se habia sembrado con tractor y se estaba realizando un primer 

barbecho para limpiar el terreno de maleza. 

EI material colectado en los dos muestreos estuvo representado en su mayoria por 

larvas de Pr (98% del material). En e! primer muestreo se encontraron larvas de segundo 

estadio intermedio y avanzado y de tercer estadio inicial; asi como pocos adultos de esta 

especie y de /’m . En el segundo muestreo se obtuvieron Jarvas de Pr de segundo estadio 

avanzado y tercero inicia! asi como adultos en copula. 

B. Observaciones cualitativas de la enfermedad en Ph. 

En el campo no se encontraron larvas vivas con apariencia externa de la EA ya sea 

en estados intermedios o avanzados. Las larvas presuntamente muertas a consecuencia de 

1a EA que fueron colectadas de las parcelas muestreadas presentabas las siguientes 

caracteristicas: 

© evidencias de diferentes tonalidades color ambarino en la region t6rax-abdomen. 

. encogimiento de! cuerpo y reduccién de talla. 

. Decremento evidente de peso de la larva en comparacién a larvas aparentemente 
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sanas, 

© Cuerpo flacido con una apariencia acuosa o hialina. 

* Las larvas con BA, en general, se descomponian rapidamente después de su muerte. 

Ademas de las caracteristicas descritas anteriormente, las larvas vivas asintomaticas 

colectadas en el campo que eventualmente adquirieron la EA en el insectario mostraban 

una anorexia marcada. 

Villalobos (1997a) sugiere que ambas especies de Phyllophaga presentes en la Joya 

de Salas puedan estar afectadas por una EA similar a la Teportada por Jackson ef ai. 

(1993) para Cz en Nueva Zelandia, Los sintomas externos de esta enfermedad fueron 

teconocidos por primera vez por Trought et al. (1982), en un estudio que derivé en ia 

biasqueda del agente causal de la enfermedad. Estas evidencias externas de la EA son 

similares a las reportadas por Larragoiti et a/. (1981) quienes en experimentos de cria en 

insectario de Epilachna varivestis (Coleoptera: Coccinetlidae) sugieren que la epizootia 

observada fue causada por Serratia marcescens en larvas de 2° y 3er estadios. 

Caractetisticas extemas similares a la EA han sido observadas en larvas de otras 

especies de Melolonthidae como en Xhizotrogus (-Amphimallon) — majalis 

(Razoumowsky) (Tashiro ef a/.,1969. En: Klein y Jackson, 1992) un escarabajo europeo, 

cuyas larvas presentaron wna “apariencia acuosa e inanicién” cuando fueron mantenidas 

en condiciones de laboratorio y que causé una importante mortalidad de las mismas. 

Larvas de este escarabajo con sintomas similares fueron Posteriormente encontradas en el 

campo por estos autores. Asi mismo dichos sintomas se encontraron en larvas de Popillia 

Japonica en los Estados Unidos de Norteamérica (Klein y Jackson, 1992) sugiriendo, 

también, ta presencia de la EA. Ademds, Melolontha melolontha y M. hipocastini han 
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sido observadas con sintomas similares a la EA en Europa (Tanada y Kaya, 1993 en 

Villalobos, 1997b). 

C. Densidad de larvas 

Las abundancias det total de larvas de PA spp. colectadas siguiendo a la yunta 

varian de 0.02 a 4.1 ifm’ (Cuadro 3). Con la excepcién de la parcela de Magdaleno 

Berrones, en la que se reporta un dajfo leve, en todas las parcelas se registro una menor 

densidad de Jarvas en el primer muestreo (mayo de 1996). Esto puede estar relacionado con 

fa terminacién de la fase enddgea del ciclo de vida de estos organismos. 

La densidad de larvas encontradas en et presente estudio es ligeramente inferior a la 

estimada por Villalobos (1997a) para esta misma zona, quien reporta densidades de 7 a 8 

i/m? en mayo y junio de 1996; estas diferencias pueden atribuirse a la técnica de muestreo 

empleada. El método de colecta utilizado por este autor permite una bisqueda eficiente de 

las larvas en el suelo, pero puede sobrestimar la densidad poblacional al tener que 

restringirse a un rea pequefia. Por el contrario, el muestreo realizado en el presente 

estudio, carece de eficiencia para localizar a las larvas que se ocultan dentro de los 

agregados dei suelo, pero tiene la ventaja de abarcar una superficie mayor. Los datos 

presentados por Villalobos (19972) pueden ser una estimacién mds préxima de! tamafio de 

Jas agregaciones que ocurren comanmente en estos insectos (Rodriguez-del-Bosque, 1988; 

Villalobos, 1997a). Las estimaciones en ef presente estudio sugieren que la densidad global 

considerando una mayor escala podria ser mas baja. 

El porcentaje de larvas con sintomas externos de EA fluctué de 0 a 15.4% de la 

densidad para las parcelas muestreadas sugiriendo la yunta (Cuadro 3). Trought ef ai. 

2 ifm? individuos {larvas) por metro cuadrado 
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(1982) en Nueva Zelandia encontraron que el 86% de larvas de Cz presentaban la EA. El 

menor porcentaje obtenido en ef presente estudio pudiera estar dada por: 

¢ La EA es un factor de mortalidad denso-dependiente. En Nueva Zelandia !a densidad 

larval puede alcanzar picos de hasta 806 i/m? (Throught ef ai, 1982), lo que pudiera 

aumentar la probabilidad de contagio por ingesta de suelo contaminado, de 

reproduccién de la bacteria patégena dentro de la larva y de contagio (podrian aumentar 

las interacciones agresivas intraespecificas, y con ello, la probabilidad de contagio a 

través de las heridas como lo sugieren Klein y Jackson, 1992). 

@ La diferencia de biomasa entre ambas especies. Trought et al. (1982) reportaron valores 

promedio de biomasa (peso fresco) de 108.0 + 4.6 mg para larvas sanas de tercer 

estadio de C. zealandica, mientras que las larvas sanas de tercer estadio de PY presentan 

una biomasa promedio de 1,107.0 + 24 mg, lo cual representa una proporcién 

aproximada de 1 : 10. Una consecuencia de esta diferencia de proporcién en la biomasa 

de ambas especies, puede ser el que se necesite una mayor dosis de tas toxinas 

secretadas por las bacterias patégenas, para que sintomas como la inhibicién de la 

alimentacién y el color 4mbar se manifiesten, como lo sefialan Nufiez-Valdéz y 

Mahanty (1996). 
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- Es importante destacar el hecho de que la densidad de larvas de Pt disminuyé de 36 

ifm’ en septiembre de 1995 a 8.0 ifm? en octubre de 1996 (Villalobos, 1997a). Este 

decremento corresponde a una mortalidad de 77% de laevas de Pt del 1*° al 2° afio del ciclo 

de vida, fo que sugiere un proceso regulador de las poblaciones de estos insectos. Jackson 

(1984) suguiere que niveles de infeccién de EA >30%, pueden indicar el decline.en Ia 

densidad poblacional para 1a siguiente estacién del afio. Dicha informacién podria ser 

usada en la decisién de aplicar insecticidas y puede ser un componente crucial en las 

investigaciones a largo plazo para las estrategias de control racional de gallinas ciegas 

(Jackson, op cit.). 

C1 Justificacin del uso de Serratia como agente de control bioldgico. 

Rodriguez-del-Bosque (1988) propone un umbral econémico para PA. crinita de 3 

i/m’ en cultivos de maiz. Villalobos (19972) sugiere que en Ja Joya de Salas un buen 

indicador del dafio es una densidad de 3 larvas de tercer estadio de Ph por planta de maiz, y 

con base en los cdlculos de los mismos agricultores las pérdidas en el rendimiento del 

Cultivo de maiz sean aproximadas al 50%. El adoptar una estrategia ‘de control en la zona 

seria justificable si sus costos son inferiores a tos de las perdidas. Las evidencias anteriores 

de densidad de larvas, porcentajes de las mismas con sintomas de EA y evidencias de 

tegulacién natural de fas poblaciones, podrian ser valiosas en una propuesta de control 

biolégico de Pr. Sin embargo, para este fin, todavia debe evaluarse la viabilidad y costos de 

crecer ta bacteria y aplicarla en el campo, asi como, una estimacién mas minuciosa de Jas 

perdidas. 

D. Aistamiento ¢ identificaci6n de cepas bacterianas candidatas. 

Del crecimiento bacteriano obtenido a partir de los macerados de diez larvas con 
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evidencias externas de EA, se seleccionaron 19 colonias que mostraron el desarrollo 

caracteristico de Serratia spp. en los medios ATC y ALB. Estas presentaron una 

morfologia al microscopio éptico de cocobacilos 0 bacilos cortos, Gram negativos. 

Los resultados del Cuadro 4 muestran que de Jas 19 cepas bacterianas candidatas, 

doce cepas presentaron caracteristicas similares a Serratia spp., cuatro son similares a 

Enterobacter debido a su reaccién nula en DNasa, formacién de gas en la fermentacién de 

carbohidratos y Ja incapacidad para fermentar la L-arabinosa. Mientras que otras tres cepas 

Presentaron un tipo de metabolismo Oxidativo, y una reaccién Oxidasa positiva por lo que 

se les identificé como Pseudomonas spp. 
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An cuando el ATC es considerado como un medio altamente selectivo para el 

aislamiento de Serratia spp.; con la aplicacién de 11 pruebas bioquimicas a las 19 colonias 

seleccionadas, se logré la identificacién de otras bacterias diferentes a Serratia. Estos 

resultados que coinciden con los reportes de Starr ef af. (1976) quienes indican que en este 

medio observaron el desarrollo de Pseudomonas. Asimismo, O’Callaghan y Jackson, 

(1993) en este medio registraron el desarrollo de Serratia, de otras Enterobacterias tales 

como Enterobacter, Proteus, y Yersinia, asi como de bacterias Gram negativas de 

Pseudomonas, 

En el presente estudio, se observé que la microbiota asociada a larvas de Pt con EA 

estuvo representada predominantemente por Serratia (62% de las cepas aisladas), seguido 

por el 21% de Enterobacter y el 16 % de Pseudomonas. Estos géneros bacterianos, 

también fueron encontrados en el intestino medio de larvas de tercer estadio de Cz con 

enfermedad ambarina, en donde ademas se reporta la presencia de Yersinia enterocolytica 

y Flavobacterium spp. (Stucki et al, 1984). Este mismo autor encontré que al menos una 

Cepa patogénica fue aislada del 40% de las larvas mostrando sintomas de la EA, mientras 

que cepas patogénicas fueron aisladas del 8% de larvas aparentemente sanas. 

E, Bioensayos, 

Se efectuaron dos bioensayos de infeccién por ingesta. En el primero las 12 cepas 

bacterianas probadas indujeron cambios en el color de la tegién térax-abdomen de las 

larvas, pérdida de peso y mortalidad con diferencias estadisticamente no significativas 

(datos no mostrados). 

Al aplicar el fundamento de Ridsdill-Smith y Roberts (1976), respecto a Jas tasa de 

crecimiento relativo se observé una tendencia de decremento en produccién de biomasa no 
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significativa respecto al control (datos no mostrados). Dicha informacién no fue suficiente 

para demostrar si las cepas bacterianas probadas eran o no patégenas, por fo que se decidid 

efectuar un 2° bioensayo con cambios en el patrén de infeccién (Cuadro 1). Los resultados 

de dicho bioensayo se muestran en los cuadros 5 a 7. 

La zanahoria utilizada en tos bioensayos tenia un volumen promedio de 0.8 mm’. Su 

peso fresco promedio fue de 0.102 + 0.005 g. Una vez sometida a desecacién por 24ha 

80°C tuvo un peso seco promedio de 0.012 + 0.002 g, con una perdida promedio de agua de 

11.3%. 

La zanahoria fresca que se puso como alimento a las larvas en el bioensayo, 

contenfan 2.81 x 10"? bacterias/trozo (2.75 x 10" bacterias g—') cuando se impregnaron 

por sumersién y 6.04 x 10'* bacterias/trozo (5.92 x 10" bacterias g —) cuando se 

impregnaron por rodamiento. 

Jackson (1988) impregn6 por rodamiento en 20 mg de peso fresco de zanahoria con 

una cantidad de 1 x 10° bacterias para bioensayos de infeccién de Cz por S. entomophila. 

La cantidad de zanahoria administrada asi como el inéculo en este estudio es superior a lo 

reportado en la literatura. Para poder establecer la [Dsp © es necesario inocular zanahorias 

con diferentes concentraciones de bacteria. La IDsy para larvas de Cz en sistemas de 

bicensayos con suelo fue calculado como de 9 x 10° bacterias g', con un perfodo de 

incubacién de 2 semanas (Jackson ef al., 1983. en O’Callaghan, 1989). 

E,1. Color émbar. 

En el cuadro 5 se indican fos porcentajes de farvas que desarrollaron el color ambar 

(A) asi como otros sintomas de la EA tales como pérdida de peso o inhibicién de la 

  

9 1Dso (Infectious Dose) es la evaluacién de la dosis requerida para causar una infeccion demostrable 
en 50% de los organismos expuestos (Davis et al., 1973), 
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alimentacién (A+OS). Es conveniente hacer notar que algunas larvas desarrollaron todos 

los sintomas de la EA, en tanto que otras sélo desarro!laron el color. Nufiez-Valdéz y 

Mahanty (1996) sugieren que el desarrollo de la EA en Cz es un proceso multifactorial en 

el cual los diferentes sintomas pueden presentarse de manera independiente y en funcién 

del nivel de actividad de la toxina. 

Los primeros indicios de color Ambar se manifestaron a partir de los 10 dias para los 

tratamientos L3 y FQI2S. A los 15 dias def bioensayo Ios grupos tratados con las CP 

presentaron un promedio de 12.5% de larvas con color Ambar. Es a los 20 dias cuando hubo 

un incremento significative (P<0.01 y P<0.05) respecto al control, se observé que en los 

tratamientos L3 y LT, el 64% y el 29 % respectivamente de las larvas presentaron color 

mbar y otros sintomas en tanto que con FQI2S el 29 % de Jas larvas sélo presentaron 

color Ambar (Grafica 1). 

Después de 30 dias los tratamientos L3 (78%), LT (64%), FQI2S (36%) y MAC 

(28%) tuvieron incrementos significativos en el numero de larvas con color ambar Tespecto 

al control. Al aplicar la prueba de yi ? entre los tratamientos para las dos categorias del 

Cuadro 5 se observa que los tratamientos LT, L3 y MAC no presentan diferencias 

significativas entre ellos, y que FQ12S no es significativamente diferente, en estas 

caracteristicas a MAC (Grdfica 1). 

El desarrollo de color dmbar registrado a partir de los 10 dias difiere de Jo 

observado en Cz donde la aparicién de este sintoma en larvas de tercer estadio se presenta 

entre los 2 y 5 dias posteriores al inicio del bioensayo (Jackson ef al., 1993). Esto puede ser 

explicado por la diferencia de biomasa entre estas dos especies. La diferencia en biomasa 

sugiere la necesidad de utilizar una mayor dosis de toxinas para infectar larvas de Ph como 

fo sugieren Nufiez-Valdéz y Mahanty (1996) para C. zealandica. 
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De acuerdo con O’Callaghan (1989) la aparicién del color ambar en las larvas de Cz 

infectadas por S. entomophila, se da por el consumo de los cuerpos grasos del abdomen de 

las larvas. Este consumo se asocia a los sintomas caracteristicos de la enfermedad en donde 

la larva inhibe su alimentacién (Grimont ef al., 1988) y recurre a las reservas presentes en 

los cuerpos grasos para obtener energia. 

En el presente estudio el color ambar se manifesté inicialmente como un color 

amarillo claro distinguible del color blanco-lechoso o gris claro que normalmente presenta 

la region del torax-abdomen de Jas larvas sanas. A partir de los 25 dias el color Ambar 

observado en larvas enfermas 0 muertas adquirié un tono ocre oscuro distribuido en el 

ultimo segmento del térax y primeros segmentos abdominales. Esta observacion coinciden 

con los reportes de la EA (0 mielosa) citados por Trought ef al, (1982), Stucki et af, (1984) 

y Jackson ef al, (1993). 

El color Ambar ha sido observado en larvas de Cz con la enfermedad ambarina, asi 

como en larvas préximas a la pupacién (Jackson et al., 1993). Sin embargo, dicha 

similitud, también observada en Pr pudo ser controlada en el presente estudio para 

discernir entre larvas enfermas y larvas sanas proximas a la pupacién . La caracteristica 

mas evidente de larvas de PA préximas a la pupacién es la posicién de las patas que se 

doblan en un Angulo de 45° (Villalobos, com. pers.) y esto no se observé en el presente 

estudio. 

Owo factor que apoya la hipotesis de que fa aparicién del color corresponde a 

sintomas de EA inducida por la infeccién en el bioensayo, es el referente a las fechas de 

pupacién de /’¢ en la Joya de Salas. En el ciclo de vida de Pr durante el primer afio de vida, 

fa mayoria de las larvas inviernan como terceros estadios de noviembre a inicios de marzo 
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marzo y alcanzan los estadios de pupas y adultos para finales de marzo y principios de abril 

respectivamente, del segundo afio de vida (Villalobos, _1997a). En este estudio los 

bioensayos se realizaron de septiembre a octubre (Bioensayo 1) y de octubre a noviembre 

(Bioensayo 2) de 1996 con larvas de tercer estadio de /7 en su segundo aiio de ciclo de vida 

(Villalobos, 1997a). Por lo que las fechas de pupacién de ft no son coincidentes con el 

tiempo en que se realizaron los bioensayos. 

E.2. Sobrevivencia y morbi-mortalidad. 

En la grafica 2 se presentan los porcentajes de larvas sanas que sobrevivieron 

durante el bioensayo. Las cepas inoculadas manifestaron su efecto en ta sobrevivencia a 

diversos periodos de tiempo y con diferente intensidad (Cuadro 6). El porcentaje de larvas 

sobrevivientes fue: para LT de 42.9%, para L3 de 57.2 %, para MAC de 50% y para FQ12S 

de 71.5%; de éstas se presenté la EA en el 33.3%, 75%, 14.3% y 40 % respectivamente. 

Stucki ef af. (1984) definen como cepas bacterianas patogenas, a aquellas que 

causen sintomas visibles de enfermedad en mas del 50% de larvas sobrevivientes. En esta 

definicién no se consideran a fas larvas muertas con evidencias de EA. Por lo que las 

cuatro cepas utilizadas en este estudio sdlo la cepa L3 se engloba dentro de dicha 

definicién. 

El presente trabajo se propone un indice de morbi-mortalidad (obtenido de la suma 

de los porcentajes de larvas vivas presentando uno o varios sintomas de EA y el porcentaje 

de las larvas cuya muerte puede ser atribuida a la EA). Los [ndices de Morbi-mortalidad 

mas altos corresponden a las cepas L3 y LT con el 86 % y el 64 % Tespectivamente, lo que 

permite corroborar la patogenicidad de la cepa L3 y proponer a la LT como potencialmente 

patégena (Grafica 3). 
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RESULTADOS Y DISCUSION: 4) 

El indice de morbi-mortalidad de tas cepas 13 y LT tuvo incrementos significativos 

xi, (P<0.01)) respecto al control de 86 al 64% Tespectivamente (Cuadro 6). Grimont et al. 

(1988) reporté que del 79 al 100% de larvas de Cz infectadas por Se en suelo enferman o 

mueren después de 14 dias. Un 73% de morbilidad de larvas de Cz se presenté en 

bioensayos de infeccién con la misma bacteria, sin suelo y condiciones similares a tas del 

presente estudio (Jackson, 1988). Los datos de morbilidad de la cepa L3 son lo tnicos 

similares a los reportados por los autores anteriores. Dos posibles explicaciones a estos 

resultados son: a) las cepas del presente estudio son menos virulentas que las de Nueva 

Zelandia; y b) 1a menor biomasa de larvas de Cz en comparacién a larvas de Pt pudo causar 

una menor susceptibilidad de estas ultimas a 1a EA. 

El tiempo minimo en que se presentaron decrementos (< al 50%) significativos xi, 

(P<0.01)), respecto al control, en fa sobrevivencia para las CP fue diferente. Para la cepa 

L3 fue al dia 17, para FQU2S fue el dia 18; para LT fue al dia 21; y para MAC fue al dia 25. 

Este tiempo se puede considerar como el tiempo fetal del 50 % de los organismos en 

tratamiento “. Jackson, (1989) indica que para larvas de C. zealandica infectadas en el 

laboratorio a 20°C, el LTso tiene lugar después de los 30 dias. Es decir las larvas de esta 

especie infectadas muestran répidamente sintomas de la enfermedad Pero permanecen 

hasta 30 dias o mds sobreviviendo en esta condicién. En este estudio, lo que se puede 

considerar como el LTs , es aquel que se presenté entre los dias 17 y 25 para los 

tratamientos L3 y MAC respectivamente. 

  

“LT, Lethal Time. Tiempo medic tetal , es el tiempo en que el 50% de los organismos en 
tratamiento estén muertos por causa de este. 
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RESULTADOS Y DISCUSION B 

E.3. Alimentacién de las larvas en bioensayo. 

La inhibicién de la alimentacién (anorexia) se registré desde el primer intervalo de 

observacién (fase temprana) en algunos tratamientos (Cuadro 7). Con la cepa MAC se 

observé un incremento significative con respecto al control (Xi?, P<0.01) en el nivel de 

anorexia observado en et intervalo de 0 a 5 dias. La cepa FQ12S mostré su efecto anoréxico 

por primera vez en el intervalo de los 6 a los 10 dias. Un efecto anoréxico tardio se observé 

en el intervalo de los 16-20 dias donde los tratamientos L3, MAC y FQ22S tuvieron 

incrementos significativos (Xi’, P<0.01) con respecto al control en e] nimero de larvas 

sobrevivientes anoréxicas. La cepa LT que tuvo incrementos significativos en la morbi- 

mortalidad (Seccién E.2.) produjo incrementos significativos en anorexia hasta los 21-30 

dias en donde las larvas sobrevivientes dejaron de comer por mas de 5 dias consecutivos. 

Algunas larvas sanas del Jote control dejaron de comer por primera vez en el 

intervalo de 11 a 15 dias. Es posible que esto obedezca al inicio de la diapausa invernal 

que se presenta normalmente en estos insectos (Richter, 1958 en Villalobos ,1991). Es 

claro que durante el presente experimento las condiciones de temperatura y humedad se 

mantuvieron relativamente constantes. Sin embargo todavia no se ha demostrado si esta 

disminucién de le alimentacién observada en larvas sanas pudiera deberse a algun factor 

intrinseco. Villalobos (1991) observé que larvas de Macrodactylus mexicanus del bosque 

de Chapultepec, realizaron migraciones al suelo profundo conforme se acercaba el invierno 

ain cuando las condiciones en el Laboratorio fueron éptimas. 

El patrén observado en la anorexia durante el presente estudio tuvo dos etapas 

definidas: una temprana de tos 0 a los 10 dias y otra tardia después de los 16 a los 30 dias. 

Dicho patrén tiene diferencias notables a to reportado en Cz por Jackson ef al. (1993) 

quienes observaron que la inhibicién de la alimentacién se presenta de 2 a 5 dias después 
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de inducir la infeccién con cepas patogénicas de S. entomophila. Es posible que se requiera 

una mayor dosis para infectar a larvas de Pr para lograr efectos similares a lo observado en 

Cz, Esta puede ser una evidencia que sugiere una menor virulencia en las cepas de Serratia 

aisladas es el presente estudio. Otra posibilidad es que el efecto de las cepas patégenas esté 

enmascarado por factores como Ia madurez de la fase larvaria que la hace menos 

susceptible a la infeccién. 

 



  

oan wOTTTUAIS 
ON =SN ‘T0109 pe OFIOUsa4 SEIDDITOFIG {((10'O>d) ‘au {(S0'0>d) ‘s £ 2X) owen tod py =u 

“UIP 39919) UpEd UOIOIDIY 9S UPR UOUII|E Op SOUOISIADZ Se] , 

  

ux (199) 9 we (QOD 2 we (S28)£ we (O01) S (erpz ETE 

» (09) 9 w(Oss)s wa(e99)8 SN(SRE)S (nz 07-97 

SN (Ob) » SN@ Ibs SN(FVOT SN(reee (erpz ST-11 

xu (Ob) F a(Ccede SN(EPIZ SN(p'sDe 0 01-9 

SNO ae(2s0)$  SNOPTL)T SNO 0 so 
‘stds OV eon FIG ILNOD"Gajp) eda” ~ 

ap opeazajuy 
  

SOpUDITUE UAL, 

“oABSUDOIG JO UD Odd!) ap SOPAIOUT SOPUDAOFIP 
B SOAISAINS SeIp ¢ aJUBINp BIXaI0UN UOIEJUDSIId anb sazUdTAIAaIqosS 

Sapoyri4y “Yd I OIPeIsa ,¢ IP SEALE] ap afeyaaoI10d A or] *Z OApEND 

  

  

  

  
Sb NQISNOSIG A SUAVL INST 

 



7/5 
°N 

V
N
I
O
V
d
 
V
I
I
V
A



  

RESULTADOS Y DISCUSION : 47 

E.4, Peso de las larvas en bloensayo de infeccién. 
Como se muestra en la Grafica 4 los tratamientos L3, MAC y FQI2S tienen 

incrementos del peso en los 10 dias iniciales de infeccién (aproximadamente de 5% de 

incremento). Estos datos indican que las CP fueron mas bien un alimento que un organismo 

patégeno para las larvas. Similares incrementos iniciales de peso en larvas de Cz 

alimentadas con zanahorias conteniendo cepas de Serratia no patégena han sido 

observados por Nufiez-Valdéz (com. pers, 1997). 

Es hasta los 25 y 30 dias que las cepas LT y L3 causan un decremento significativo 

en el peso (Analisis de Varianza pareado, P<0.01) respecto al control. Para el término del 

bioensayo estos tratamientos tuvieron decrementos de aproximadamente el 35% del peso 

inicial de las larvas. En los datos del peso promedio de las larvas de! lote control se observd 

un decremento de hasta e! 22% del peso inicial al final del ensayo. Este hecho junto con la 

anorexia detectada en este lote son evidencias que apoyan la hipétesis de que estos insectos 

se encontraban al inicio de la diapausa invemal. 

Trought ez al. (1982) reportaron promedios de peso de larvas sanas del 28 al 16% 

(una media de 20.2% ) mas altos que para larvas con EA. Jackson (1988) reporté un similar 

porcentaje (20.4%) en el peso de larvas sanas y con EA. La pérdida de peso esta 

relacionada a los sintomas de EA como el color Ambar y la anorexia. Larvas de Cz con EA 

teducen su alimentacién o dejan de comer limpiando su intestino el cual se toma de color 

Ambar. Una larva sana normal de esta especie con una alimentacién activa generalmente 

tiene un tracto alimenticio de color gris o negro y numerosos sacos corporales grasos 

blancos que son visibles a través del integumento translicido (Jackson ef al., 1993), Estas 

reservas alimenticias son utilizadas por las larvas que presentan EA. Una larva con



  

RESULTADOS ¥ DISCUSION 48 

muestras visibles de EA tiene un deterioro Progresivo de las células grasas (atroficacién), 

tanto como progresa la enfermedad. En estados finales de la BA en Cz las reservas de grasa 

y albumina estan reducidas a niveles minimos y el intestino se encuentra vacio Jackson et 

al, 1993). Una consecuencia de esta atroficacién es el decremento del peso de las larvas 

con BA. 

©. Recuperacién de bacterias a partir del hospedero infectado. 
La recuperacién de bacterias se hizo de los tratamientos en los que se desarrollé ta 

EA en larvas de Pt y que corresponden a LT, L3, MAC y FQ12S. 

De estos tratamientos se utilizaron dos larvas con EA y se procedié al aislamiento 

del agente causal (como se describe en la Seccién C.1). En cada caso se seleccionaron 4 

colonias que presentaron las caracteristicas morfoldgicas de Serratia en el medio de cultivo 

ALB. 

En el cuadro 8 se observa que de las 16 cepas reaisladas (r) , 7 no se desarrollaron 

en ATC por lo que fueron descartadas. Asimismo, se eliminé a Jas cepas 23 y 45 por su 

incapacidad para reducir nitratos. La comparacién de las cepas inoculadas (i) con las cepas 

recuperadas (1), indica que en cada caso, al menos una de fas 4 cepas reaisladas, mostré un 

patron bioquimico idéntico a las cepa inoculada. Para la cepa LT fue la cepa nimero 50, 

para L3 las cepas 32 y 33, para MAC la cepa 44 y para FQI2S Ja namero 40. 

Las CP patégenas presentan caracteristicas morfoldgicas culturales y fisiolégicas 

similares a Serratia de acuerdo con las pruebas mencionadas en O’Callaghan y Jackson 

(1993), Nufiez-Valdéz (1994) y Manual de Determinacién Bacteriolégica de Bergey (Holt 

et al., 1994) para identificar a esta especie. Es importante sefialar que fas dos cepas aisladas 

en Cuernavaca (LT y L3) difieren de fas aisladas en la Facultad de Quimica, UNAM (MAC



  

RESULTADOS Y DISCUSION 49 
  

y FQ12S) en cuanto a su reaccién en ADNA, AADO y fermentacién de lactosa. 

La comparacién de los resultados obtenidos con las reacciones reportadas en el 

Manual de Determinacién Bacteriolégica de Bergey (Holt et af, 1994) indica que las cepas 

LT y L3 pueden estar relacionadas con 4 especies de Serratia, que dan una reaccién 

negativa a las prueba de DNasa y que corresponden a S. rubideae (con 1% de cepas 

negativas), S. marcescens (10% de cepas negativas), S. liquefaciens (24 a 11% de cepas 

negativas) y S. fonticola (100% negativas). 

Las cepas MAC y FQ12S difieren claramente de S. fonticola en la produccién de 

desoxirribonucleasa y en la utilizacién de adonitol; de S. entomophila en la utilizacién de 

Itaconato que es la caracteristica que la diferencia de las otras nueve especies de Serratia. 

La reaccién negativa a lactosa de las cepas MAC y FQI2S permite diferenciartas de S. 

rubideae en donde el 100% de las cepas reportadas dan una reaccién positiva; en tanto que 

comparten caracteristicas con las otras siete especies de Serratia. 

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman las indicaciones de O'Callaghan 

y Jackson (1993) respecto a que la identificacién efectuada con los tres medios 

diferenciales debe ser verificada con otras pruebas complementarias, por lo que se procedié 

a comparar a fas CP LT y L3 con 4 especies de Serratia (Cuadro 9) y a MAC y FQ12S con 

7 especies de Serratia (Cuadros 10 y 11). 

La identificacion de Serratia y su aislamiento a partir de larvas de Pt coinciden con 

los estudios de Poprowsky y Yule (1990), quienes Treportan 25 especies bacterianas 

asociadas a larvas de Phyllophaga e indican que S. marcescens fue la cuarta especie en 

orden de importancia. Asimismo mencionan que la muerte por infeccién bacteriana sélo se 

diagnosticé en el 3% de las larvas examinadas, Ellos consideraron que la incidencia de 
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total de enfermedades bacterianas fue baja y por 1o tanto la regulacién natural de la 

poblacién de Phyllophaga por bacterias entomopatdgenas no fue importante durante fos 

afios de su investigacién. 

Existen numerosos trabajos en donde se reporta a Serratia como Patogeno de 

diversos insectos, pero en ellos no se describe la sintomatologia de la enfermedad que 

producen (Bucher y Stephens, 1959; Steinhaus, 1959; Podwaite y Cozenza, 1976; Grimont 

y Grimont, 1978; Grimont, ef al, 1979). En cambio se describe a entomophila y S. 

Proteomacians como agentes causales de la EA y se indica que otras cepas de Serratia 

que han sido aisladas de insectos, al ser probadas en larvas de Cz no producen la EA 

(Grimont er al., 1988; Stucki et al., 1984); dicha informacién es contradictoria con los 

resultados obtenidos en el presente estudio, debido a que ain cuando Ia identificacién 

preliminar indica que las bacterias aisladas pertenecen a Serratia, ninguna se desarrollé en 

Agar Itaconato que es una caracteristica basica de S. entomophila.
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G. Identificacién de las cepas aisladas. 

En los cuadros 9-11 se observa que las cepas inoculadas LT, L3, MAC y FQI2S 

presentan el mismo patrén bioquimico de las cepas reaisladas de las larvas que 

desarrollaron enfermedad durante el bioensayo (LT,, L3;, MAC,, y FQ12S,). 

£n el Cuadro 9 se presenta la comparaci6n del patrén bioquimico reportado para 4 

cepas de Serratia con las CP LT y L3. Con & rubidaea difieren en la produccién de Indol, 

hidrdlisis de gelatina, utitizacién de Malonato, fermentacién de ramnosa y sorbitol y en la 

produccién de lipasa. Difieren de S. marcescens en ta ormitina descarboxilasa, hidrélisis de 

gelatina, fermentacién de arabinosa, lactosa, melibiosa, rafinosa, ramnosa y xilosa asi 

como en la hidrélisis de lipidos; y son diferentes de S. fonticola en la produccién de Indo}. 

En tanto que comparten el 100% de las PB con S. liquefaciens. 

En el cuadro 10 se observa que la cepa FQI2S es diferente a S. ficaria en las 

pruebas de Lisina descarboxilasa, fermentacién de L-arabinosa, glicerol, sacarosa y D- 

xilosa; con S. fiquefaciens es diferente en la produccién de Indol, Ornitina desacarboxilasa, 

fermentacién de L-arabinosa, sacarosa y de D-xilosa; de S. grimesii difiere en las pruebas 

de arginina dehidrolasa, ornitina descarboxilasa, produccién de gas a partir de glucosa, 

fermentacién de }-arabinosa, melibiosa, rafinosa, sacarosa y D-xilosa. Con S. odorifera 

difiere en la fermentacién de L-arabinosa, mio-inositol, melibiosa, L-ramnosa, 1)-xilosa; 

con S. plymutica difiere en las pruebas de rojo de metilo, lisina descarbixilasa, 

fermentacién de L-arabinosa, melibiosa, rafinosa, sacarosa y D-xilosa; con S, 

Proteamaculans en la omitina descarboxilasa, produccién de gas en fa glucosa, 

fermentacién de L-arabinosa, melibiosa, rafinosa, sacarosa, y D-xilosa; y con S. 

Marcescens en la prueba de ornitina descarboxilasa y en la fermentacién de la sacarosa lo 
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que indica FQ12S comparte con S. marcescens el 95% de las pruebas aplicadas. 

Los resultados expuestos en el cuadro 11 indican que la cepa MAC es diferente de 

S. ficaria en las pruebas de lisina descarbixilasa, ornitina descarboxilasa, fermentacién de 

L-arabinosa, y de D-xilosa; de S. Liquefaciens en la prueba de rojo de metilo, fermentacién 

de d-adonitol y sacarosa; distinta a S. grimesii en la fermentacién de glucosa, L-arabinosa, 

melibiosa, rafinosa, y D-xilosa, de S. odorifera en la fermentacién de L-arabinosa, mio- 

inositol, melibiosa, L-ramnosa, sacarosa y D-xilosa; de S. plymuthica en las pruebas de rojo 

de metilo, lisina descarboxilasa, ornitina descarboxilasa, fermentacién de L-arabinosa, 

melibiosa, rafinosa, D-xilosa y utilizacién de tartrato; es diferente de S. profeomaculans en 

la produccién de gas a partir de glucosa, fermentacién de adonitol, melibiosa, rafinosa, y 

D-xilosa en tanto que comparte el 100% de Jas caracteristicas con S. marcescens. 

Otras caracteristicas observadas en las 4 cepas son las siguientes: forma de bacilo o 

cocobacilo, no formadoras de esporas, buen desarrollo a fas 24 h en Gelosa nutritiva y ALB 

dando lugar a la formacién de colonias de 1.5 a 2 mm de didmetro, circulares, de bordes 

lisos, elevacién convexa, superficie lisa mucosa, brillante, margenes enteros, densidad 

opaca blanco lechosa y acromégenas. 

Considerando que en este estudio se colectaron larvas de Pr con sintomas de 

enfermedad ambarina y que durante los bicensayos se logré inducir la misma 

sintomatologia, asi como, que se reportan como agentes causales de la EA en Cz a S. 

entomophila y S. proteamaculans se esperaba Ja identificacién de alguna de estas especies. 

Sin embargo atin cuando se fogré el aislamiento de Serratia las CP se identificaron como S. 

liquefaciens (LT y L3) y 8. marcescens (MAC y FQU2S) las que durante Jos bicensayos 

indujeron una sintomatologia similar. 
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En este sentido Jackson ef a/. (1991) indican que es raro que dos especies de un 

mismo género puedan causar la misma enfermedad, no obstante se ha demostrado que S. 

entomophila y S. proteamaculans producen la EA con earacteristicas indistinguibles. Lo 

anterior a generado interrogantes acerca de como se desarrollo Ia patogenicidad en estas 

bacterias. La hipétesis de estos autores se refieren a un posible intercambio genético entre 

especies. Estos mismos autores en 1989, utilizaron diferentes especies y biotipos de 

Serratia aistados de diversos insects y al inocularlas en larvas de Cz demostraron que 

ninguno produjo infeccién y sintomas de EA, por lo que surge el planteamiento de que si 

las cepas aisladas en el presente estudio corresponden a S. marcescens y S. liquefaciens 

este seria el primer trabajo en el que se reporta a estas especies como agentes causales de la 

EA en/t. 

Es importante mencionar que en los estudios de bacterias asociadas con insectos la 

ubicacién taxonémica de las bacterias ha sido repetidamente modificada, tal es ef casa de 

Bacillus sphingidis y de Bacillus apisepticus (Pseudomonas apisepticus) las cuales fueron 

reclasificadas por Lysenko (1963) como S. marcescens y mas tarde por Grimont ef al. 

(1979) como el biotipo Ada de esta especie. Del mismo modo Bacillus melolonthae 

liquefaciens, Cloaca B tipo 71-12A, Bacillus noctuarum, Paracolobactrum rhyncoli y 

Pseudomonas noctuarum mediante estudios de taxonomia numérica fueron reclasificados 

como S. fiquefaciens (Grimont et al, 1979). 

Bucher (1973) indica que los estudios ecolégicos de Serratia son dificiles 

especialmente por Ja confusién tan grande que existe en la taxonomia de este género. 

Actualmente la utilizacién de métodos médicos basados en un conjunto grande de 

caracteristicas fisiolégicas y datos de Ia relacién de polinucleotidos ha permitido mejorar 
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en forma notoria este tipo de estudios. La revisién bibliografica relacionada con Ja 

taxonomia de Serratia indica algunos cambios; por ejemplo: Grimont ef af. (1988) sefialan 

a S. entomophila como positiva en la fermentacién de D-adonitol, celobiosa, glicerol y 

mio-inositol, en tanto que en el Manual de Determinacién Bacteriolégica de Bergey (Holt 

et al, 1994) y Farmer y Kelly (1991) estas mismas pruebas estan sefialadas como negativas; 

asimismo Grimont ef al. (1988) considera un complejo integrado por Serratia liquefaciens, 

proteomaculans y grimesii en tanto que actualmente estas se describen como especies 

separadas. Atin cuando tos resultados obtenidos evidenciaron que las CP corresponden a S. 

liquefaciens y S. marcescens los reportes sobre S. entomophila y S. proteaomaculans como 

agentes causales de la EA nos indujeron a efectuar la comparacién del patron bioquimico 

de estas especies con el de las CP; y se observé que con respecto a S. entomophila ademas 

de diferir en la utilizacién de Itaconato, en las otras 40 pruebas aplicadas las cepas LT y L3 

difieren en 14 de estas, FQ12S en 4 y MAC en 5, en tanto que respecto a S. proteomaculans 

LT y 3 difieren en 7 pruebas y FQI2S y MAC en 6, lo que indica que las CP estén mds 

relacionadas con S. liguefaciens y S. marcescens y se recomienda ratificar o rectificar esta 

identificacién mediante técnicas de biologia motecutar. 
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Cuadro 9. Tabla diagnéstica para cuatro especies de Serratia y las CP 

LTyL3 

Pruebas Bioquimicas rubideae marcescens liquefaciens fonticola LT, LT, 13, 13, 

Gram (24 h) - - - - - - - 

Oxidasa (24 h) - - - - - - - - 

Produccién de Indo! - - -* - + + + + 

Catalasa (24 h) + + + + + + + + 

Rojo de metilo (-) () + + + + + + 

Voges-Proskauer + + + -* + + + + 

Citrato de Simmons + + + + + + + + 

H, S, prod. de - - - - - : - - 

Hidr6lisis de urea - (-) - () - - - 

Lisina descarboxilasa d + + + + + 

Arginina dehidrolasa - - - - - - - - 

Ornitina descarboxilasa - + +** +e - - - - 

Movilidad (4) + + + + + + + 

Hidrdlisis de gelatina + + +e - - - - - 

Desarrollo en KCN {-} + + d rs ra + $ 

Utilizacién de malonato + - - (+) - - - - 

D-Glucosa, prod. acido de + + + + + + + + 

D-Glucosa, prod de gas d D ® ® + + * + 
Prod. de acido de: 

D-adonitol + D - + + + + + 

l-arabinosa + - + + + + + + 

Dulcitol - - - pees - - - - 

Glicerol (-) ) + (+) + + + + 

mio inositol (-) (4H d ad + + + + 

Lactosa__ + - -* + + + + + 

Manito! + + + + + + + + 

D-manosa + + + + + + + + 

Melibiosa + + + + + + + 

Rafinosa + - G) + + + + + 

L- rhamnosa - - (6) () + + + + 

D- sorbitol : + + + + + + + 

Sacarosa + + + CO + + + + 

D-xilosa + - + 4 + + + + 

Tartrato de Jordans d (+) (+) d + + + + 

Hidr6tisis de esculina + + + + + + + + 

Utilizacion de acetato (4) D d & - - - - 

Reduccién de nitratos + + + + + + + + 

Desoxirribonucleasa +** +4" wd - - - - - 

Lipasa + + @) - - - - - 

ONPG + + + + + + + + 

O/F F F F F F F F F 
  

Holt et al (1994) 
+= 90-100 %e de Les cepas positives 
(+) = 76 - 89 % de las cepas positives 
()=11 - 25 % de las cepas positivas 
-=U- 10 % de las cepas positivas 
ONPG =0-nitsofenil -B-D-galactopiranaside 
F = Fermentativs 
Fanmer y Kelly (1991): 
* =1-9% de cepas positivas 
«251-9 Ye de cepas negatives 
d= 11-75 % de las cepas positivas 
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Cuadro 10. Tabla diagnéstica para siete especies de Serratia y la CP FQ12 

Pruebas bioquimicas ficaria marcescens liquefaciens grimesii odorifera plymuthica proteoma- FQ12; FQI2, 
culans 

Gram (24 hy - - - - - - - - - 

Oxidasa (24 h) : - . ~ - - - - - 

Produccién de indol - - -* - D - - - - 

Catalasa (24 h) + + + + + + + + + 

Rojo de metilo d (-) + G) D + d - - 

Voges-Proskauer d + + d D [Sy (4 + + 

Citrato de Simmons + + + + + d + + + 

HS, prod. de - : - - - - - - - 

Hidrolisis de urea - ©) - - - - - ~ ~ 

Lisina descarboxilasa - + + + + - + + + 

Arginina dehidrolasa - - + - - - - - 

Ornitina descarboxilasa - + $e + D - + - - 

Movilidad + + + + + d + + + 

Hidrolisis de gefatina + + +** + + é + + + 

Desarrollo en KCN d + + + D d + + + 

Utilizacion de malonato : - - - - - - - ~ 

D-Glucosa, prod. acido + + + + + + + + 

D-Giucosa, prod de gas - d ® + - d + - - 

Produccién de acido de: 
D-adonito! - d - - d - . - - 

l-arabinosa + - + + + + + - - 

Dulcitol - : - - - - - - - 

Glicerol - + + d d 7 + 

Mio inositol d (4 D + d - - 

Lactosa {-) - - - d (+) - - - 

Manitol + + + + + + + + + 

D-manosa + + + + + + + + + 

Melibiosa d - G) + + + + - - 

Rafinosa d - (+) + d + + - ~ 

L- rhamnosa d - () - + - d - - 

D- sorbitol + + + + + da G) + 

Sacarosa + + + + d + + - - 

D-xilosa + - + + + + + - - 

Tartrato de Jordans () (+) Ww + + + + 

Hidrolisis de esculina + + + + + (4) d + + 

Utilizacién de acelato d d D d d - - 

Reduccion de nitratos + + + + + + + + + 

Desoxirribonucleasa + +44 (Gp! + + + + + + 

Lipasa + + + + d d + + + 

ONPG + + + + + d + + + 

O/F F F F F F F F F F 

Bergey (1994): 

+= 90 - 100 % de las cepas positivas 
{H= 76-89 % de las cepas positivas 
(= 11. 25 % de Jas cepas positivas 

~= 0-10 % de tas cepas positivas 
d= 11-75 % de las cepas positivas 

ONPG= O-nitrotenil-)-D-galactopiranoside 
F= Fermentativa 
Balows et al, (1991): 

4= 1 - 9% de cepas positivas 
#8= ] - 9 % de cepas negalivas 
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Cuadro 11. Tabla diagnéstica de siete especies de Serratia y la CP MAC. 

Pruebas bioquimicas ficaria marcescens liquefaciens grimesii cdorifera plymuthica proteoma- MAC; MAC, 
culans 

Gram (24 h) - - - - - - - 

Oxidasa (24 h) . - - - - - - - - 

Produccién de indol - - -* - D - - - - 

Catalasa (24 h) + + + + + + + + + 

Rojo de metilo d () + () D + d - - 

Voges-Proskauer d + + d D (4) G) + + 

Citrato de Simmons + + + + + d - + " 

H,S, prod. de - - - - - - - - 

Hidrolisis de urea - (-) - - - - - - . 

Lisina descarboxilasa - + + + - + + + 

Arginina dehidrolasa : - - + - - - - - 

Ornitina descarboxilasa - + ++ + D - + + + 

Movilidad + + + + + d + + + 

Hidrdlisis de gelatina + + +** + + d + +. + 

Desarrollo en KCN d + + + D d + + + 

Utilizacién de malonato - : - - - - - - - 

D-Glucosa, prod. acido + + + + + + + 

D-Glucosa, prod de gas d 4) + - d + - - 

Produccién de acide de: 

D-adonitol - d - - d - - - - 

{-arabinosa + - + + + + + - - 

Dulcitol - - - - - - - - ~ 

Glicerol - + + d d + + 

Mio inositol d (+) d + d - - 

Lactosa () - - - d +) - - - 

Manitol + + + + + + + + + 

D-manosa + + + + + + + + + 

Melibiosa d : (4H + + + + - - 

Rafinosa d : ) + d + + - - 

L- rhamnosa d : © : + - d - - 

D- sorbitol z + + + + d G) + + 

Savarosa + + + + d + + + + 

D-xilosa + - + + + + + - - 

Tartrato de Jordans {) ® oa) + + - - 

Hidrdlisis de esculina + + + + + 4) d + + 

Utilizacién de acetato d d d d d 

Reduccién de nitratos + + + + + + + + + 

Desoxirribonucleasa +** +** 4) + + + + + + 

Lipasa + + + + d d + + + 

ONPG + + + + + d + + + 

O/F F F F F F F F F F 

Bergey (1994): 

+= 90 - 100 '% de las cepas positivas 
(4)= 76-89 % de las cepas posi 
(= 11, 25 % de las cepas positivas 
+= 0- 10% de las cepus positivas 
d= it - 75 % de las cepas positivas 

ONPG= O-nitrofenil-)-D-galactopiranoside 
B= Fermentativa 
Balows ef af. (1991): 

+ =1-9 000% de cepas positivas 
s*=1-9% de cepas negativas 
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VI. Conclusiones. 

6.1 En la Joya de Salas, ejido “20 de Abril”. Reserva de ta biosfera “El Cielo”. Tamaulipas, se 

confirms la presencia de larvas enfermas de Phyllophaga trichodes con sintomas parecidos a 

la enfermedad ambarina. 

6.2 Los muestreos extensivos realizados en ef surco siguiendo a ta yunta, sugieren que la frecuencia 

de esta enfermedad fue baja durante el periodo en el que se realizé el presente estudio. 

6.3 Con base en fos Postulados de Koch existen fuertes evidencias de que la Enfermedad Ambarina 

en larvas de PA. trichodes es producida por bacterias del genero Serratia. 

6.4 Los resultados del bioensayo realizado en el presente estudio sugieren que las Cepas Problemas 

pueden tener un patrén de infeccién diferente con respecto al patron reportado para la 

Eenfermedad Ambarina en Costelyrra zealandica en Nueva Zelandia. 

6.5 Los resultados de las pruebas bioquimicas para identificar a los agentes causales de Enfermedad 

Ambarina en Ph. trichodes cortesponden a S. liquefaciens (Cepas LT y L3) y S. Marcescens 

(Cepas MAC y FQ128). 
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