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Actividad enzimatica de hongos y su patogenicidad
sobre Hypothenemus hampei
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RESUMEN. Se evaluaron seis aislamientos de Beauveria bassianay Metarhizium anisopliae para cuantificar la
actividad catalitica de cinco enzimas y su relacion con la patogenicidad sobre la broca del café ( Hypothenemus
hampei).Se utilizaron aislamientos con diferentes grados de patogenicidad, produciendo una variedad de en-
zimas extracelulares como lipasa, proteasa, fenoloxidasa, B-N-acetilglucosaminidasa (nagasa) y quitinasa que
se relacionan con los componentes principales de la cuticula del insecto. En los aislamientos 9205 y 9620 de B.
bassiana y los aislamientos 9236 y 9303 de M.anisopliae se encontrd relacion directa entre la patogenicidad y
la actividad catalitica mayor del 50% de la actividad total para quitina,proteasa y lipasa. Se determiné activi-
dad catalitica méaxima para lipasa,proteasa y fenoloxidasa en etapas tempranas del desarrollo del hongo y de
nagasa y quitinasa en etapas tardias. Algunos aislamientos presentaron actividad catalitica inferior a 50% de
la actividad total evaluada. En otros aislamientos no se encontr6 relacion entre la actividad catalitica y la pa-
togenicidad. Este estudio permite deducir que el mecanismo enzimatico es parte de la accién integral del pro-
ceso de infeccion.

Palabras claves: Hypothenemus hampei, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Enzimas, Actividad espe-
cifica,Espectrofotometria.

ABSTRACT. Enzymatic activity of fungi and their pathogenicity to Hypothenemus hampei. Six pathogenic
isolates of Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae were evaluated in order to quantify the catalytic
activity of five enzymes and their relation to pathogenicity against the coffee berry borer (H.hampei). Isolates
with different degrees of pathogenicity were used,producing a variety of extracellular enzymes such as lipase,
protease, phenoloxidase, B-N-acetylglucosaminidase (nagase) and chitinase that are related to the main
components of the insect cuticle. In the 9205 and 9620 isolates of B. bassiana and the 9236 and 9303 isolates of
M.anisopliae a direct relation was found between pathogenicity and catalytic activity greater than 50% of the
total activity for chitinase, protease and lipase. The maximum catalytic activity was determined for lipase,
protease and phenoloxidase in the early development stages of the fungus and for nagase and chitinase in the
late stages. Some isolates showed a catalytic activity of less than 50% of the total activity evaluated. In other
isolates a relation was not found between catalytic activity and pathogenicity. This study indicates that the
enzymatic mechanism is part of the integral action of the infection process.

Key words: Hypothenemus hampei, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Enzymes, Specific activity,
Spectophtotometry

Introduccion

En diversos centros de investigacion del mundo se Los entomopatdgenos atacan al insecto a través
han llevado a cabo estudios relacionados con la biolo- de la cuticula, donde germinan las esporas, producien-
gia y patogenicidad de Beauveria bassiana y  do hifas invasoras que penetran los tejidos del hospe-
Metarhizium anisopliae, los cuales han mostrado gran dante (Castellanos 1997, Paterson et al. 1994, Smith et
potencial para el control de plagas en cultivos de im- al. 1981, St. Leger et.al. 1986, Zimmerman 1993). Las
portancia econdmica. hifas se ramifican, colonizan y llegan hasta la cavidad
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hemocélica, donde se produce una masa micelial por
el crecimiento del hongo, ademés se liberan toxinas
que estdn implicadas en el proceso de bloquear el de-
sarrollo fisioldgico del insecto.

En Ia literatura se ha indicado la posible relacion
entre la actividad enzimdtica de estos hongos y su pa-
togenicidad al insecto sobre el cual se dirige el control.
Diversos estudios ultraestructurales e histoquimicos
sugieren que en el proceso infectivo del hongo hacia
el insecto existe degradacion de la cuticula donde se
encuentran implicadas varias enzimas (fenoloxidasa,
proteasa,lipasa,quitinasa y N-acetilglucosaminidasa o
nagasa). Algunas partes de la cuticula del insecto son
mas susceptibles al ataque enzimatico producido por
los entomopatdgenos, siendo importante, no sélo la
actividad catalitica del complejo enzimético produci-
do sino también el sitio especifico de la accion de las
enzimas sobre la cuticula (Castellanos 1997, Paterson
et al.1994).

La produccién a escala y la obtencion de una for -
mulacidn eficaz de B. bassiana y M. anisopliae como
agentes de control bioldgico, requiere profundizar en
el conocimiento de aspectos genéticos, bioquimicos, fi-
sioldgicos, factores de virulencia y estudios ecoam-
bientales donde los entomopatdgenos ejercen su es-
pectro de accion.

Es necesario cuantificar la actividad catalitica de
las enzimas producidas por B. bassiana y M.anisopliae
patogénicos a Hypothenemus hampei y relacionarla
con la patogenicidad como uno de los pardmetros a
evaluar dentro del mecanismo de infeccién de B.
bassiana y M. anisopliae sobre insectos plaga (Caste-
llanos 1997, Smith et al. 1981).

El objetivo de este trabajo fue cuantificar la acti-
vidad catalitica de las enzimas proteasa, lipasa, feno-
loxidasa, nagasa y quitinasa y su relacién con la pato-

genicidad de seis aislamientos de B. bassiana y M.
anisopliae.

Materiales y métodos

Aislamientos y medio de cultivo

Se utilizaron aislamientos de B. bassiana y M.
anisopliae provenientes de la micoteca del Centro Na-
cional de Investigaciones de Café (Cenicafé), patogé-
nicos a H. hampei. Los aislamientos de B. bassiana
Bb9205 y Bb9620 con patogenicidad > a 90% ,Bb9009
y Bb9010 con patogenicidad < al 14%, M. anisopliae
Ma9236 y Ma9303 con patogenicidad entre el 80 y
90% se reactivaron en medio agar-broca (Gonzdlez et
al. 1993). Para la preparacion del medio de cultivo se
licuaron 7,27g de adultos de H. hampei en 750 ml de
agua, se agregaron 15 g de agar y se esteriliz6 el me-
dio a 121°C y 15 libras de presién durante 15 min. El
medio inoculado con cada uno de los aislamientos se
incubd a temperatura ambiente, y la patogenicidad
fue clasificada segun la escala de Vélez et al. (1998) y
Padilla (1998): grupo 1=0-25%, grupo 2=26-50%, gru-
po 3=51-80% y grupo 4=81-100%. (Cuadro 1).
Propagacion

La cuantificacién de las esporas se llevo a cabo a par-
tir de una solucién madre, la cual contenia esporas del
hongo en estudio. A esta se le agregd 10 ml de tween
80 al 1% y glicerina al 0,25%. Después de la determi-
nacién de la concentracion de esporas,se inocularon
1 x 107 esporas en 100 ml de medio liquido de sales ba-
sales (solucién amortiguadora fosfato 0,1 M, pH 6,6;
MgSO,.7H,0 2,028 mM, ZnSO, 0,006199 mM, NaCl
3,4x 102 nM y 0,4 g de cuticula de broca),esterilizado
por filtracién.Una vez inoculado el medio, contenien-
do sales basales y cuticula de broca se incub¢ el siste-
ma bajo agitacién rotacional a 2,0 Hz y a temperatura
ambiente.

Cuadro 1. Aislamientos de B. bassiana y M.anisopliae seleccionados para la cuantificacién enzimatica de acuerdo a su origen,

hospedante, patogenicidad y tipo de cultivo.

Cédigo Origen Insecto Hospedante Patogenicidad Tipo de cultivo
Orden-Familia Género-especie % Escala
Bb9205 Colombia Lepidéptera : Pyralidae Diatraea saccharalis 94 4 Multiespérico
Bb9009 Colombia Lepidoptera: Noctuidae Spodoptera frugiperda 4 1 Multiespdrico
Bb9010 Colombia Coleoptera : Scolytidae Hypothenemus hampei 14 1 Multiespérico
Ma9236 Colombia Lepidéptera : Pyralidae D. saccharalis 88 4 Multiespérico
Bb9620 Colombia Coledptera : Scolytidae H. hampei > 90 4 Monoespdrico
Ma9303 Colombia Coleoptera : Scolytidae H. hampei >90 4 Monoespérico

Escala de patogenicidad: Grupo 1: 0-25%; Grupo 2: 26-50%; Grupo 3: 51-80%; Grupo 4: 81-100%. Fuente: Vélez et al. (1998),

Padilla (1998).



Las cuticulas de broca usadas en el medio de cul-
tivo se prepararon a partir de insectos adultos lavados
con agua destilada estéril, luego se maceraron en un
mortero de dgata, y se lavaron con 50 ml de K,B,0O,
(Tetraborato de potasio) al 1 %. Posteriormente, se la-
varon dos veces con agua destilada estéril, se secaron
a 30°Cy se separaron las partes blandas mediante fil-
tracién en malla de nailon, luego se esterilizaron a
121°Cy 15 libras de presion durante 15 min.Se adicio-
naron 0,4% de cuticulas en polvo al medio liquido. En
el periodo de incubacién y durante 20 dias se evalué
el pH.,la germinacion y la patogenicidad de los hongos
sobre H. hampei.

Obtencion de los sobrenadantes

De los dias 0,75; 3; 5; 7;9; 12; 15 y 20 se obtuvieron los
extractos del medio de cultivo y se filtraron sobre pa-
pel “rundfilter” 595 y al vacio, el sobrenadante se cen-
trifugd a 8000 g durante 20 min y se concentrd por ul-
trafiltracion sobre membranas de exclusién micropor
100 kDa bajo flujo de N, a 4°C. El concentrado se dia-
liz6 sobre membranas de micropor de 10 kDa para eli-
minar los compuestos de baja masa molecular. En los
sobrenadantes pasados por membranas mayores de
100 kDa se evalué la actividad de la fenoloxidasa y la
nagasa, y en los pasados por membranas menores de
100 kDa la actividad de la lipasa, la proteasa y la
quitinasa.

Cuantificacion de la actividad enzimatica

Se realizé por métodos espectrofotométricos utilizan-
do laley de Beer-Lambert (A =e.C1) donde (A) es la
absorbancia, (€) es el coeficiente de extincién especi-
fico del producto formado durante la reaccién y (1) la
longitud del espesor de la celda utilizada para el paso
de la luz a través de la solucion. En general, se valoré
el cambio de densidad 6ptica generado por los pro-
ductos de hidrdlisis conjugados con colorantes especi-
ficos (Bergmeyer 1984, Segel 1982).

Actividad de la lipasa

Se usaron 100 pl del extracto del hongo, que se incubd
durante 30 min a 37°C en presencia de la sustancia
amortiguadora fosfato 0,05M pH 7,0 y p-nitrofenillau-
reato 0,025M.

La reaccion se detuvo con NaOH 0,1M y la mez-
cla se centrifugd a 11000 g durante 10 min; se registré
la liberacién del p-nitrofenol a 400 nm en un espectro-
fotémetro Unicam UV2y los resultados se expresaron
como actividad especifica mmol de producto liberado
por hora por mg de la proteina presente en la muestra.

Se cuantificé la cantidad de p-nitrofenol que li-
bera la lipasa del hongo cuando actda sobre p-nitro-
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fenillaureato. Una unidad de actividad enzimética
se definié como la cantidad de enzima que convier-
te 1 umol de p-nitrofenillaureato a p-nitrofenol en un
min.

El coeficiente de extincion utilizado del p-nitrofe-
nol fue e = 18,4.103/M/cm (Colomick y Kaplan 1970).
Actividad de la proteasa
Se mezcl6 100 ml del extracto del hongo con 100 ul
de solucién de azocaseina 1% (P/V) (para hidrolizar
la azocaseina a grupo azo y aminodcidos libres) lue-
go se incubd la mezcla por 30 min a 37 °C en presen-
cia de solucién amortiguadora fosfato 0,05 M pH
7,0. La reaccién se detuvo con 100 pl de acido triclo-
roacético al 10% y la mezcla se centrifugé a 11000 g
durante 10 min. Se registro la liberacién del grupo
AZO a 340 nm. Los resultados expresados como ac-
tividad especifica que corresponden a la cantidad de
enzima que libera 1 pmol de grupo AZO en 1 min
utilizando un coeficiente de extincién e = 98/M/cm
(Sigma 1999).

Actividad de la fenoloxidasa

La actividad de la fenoloxidasa se determiné en celdas
de poliestireno de 1ml,se incubaron 150 pl del extrac-
to del hongo, 500 ul de una solucién amortiguadora
fosfato 0,1M,pH 6,8,durante 10 min a 30°C. Se dispa-
r6 la reaccién con 350 pl del sustrato Dopa (Merck) al
0,5%.La reaccion fue monitoreada a 480 nm en un es-
pectrémetro Beckman (DU-650).

Para cuantificar la actividad especifica se estimo la
proteina total y el respectivo coeficiente de extincion
para dopaquinona e = 3378/M/cm (Wahe 1976).

Una unidad enzimdtica se definié como la can-
tidad de enzima que transforma 1 pmol de Dopa a
dopaquinona en un min. Los resultados fueron ex-
presados en actividad especifica pmol de producto
liberado / h / mg de proteina presente en la muestra.
Actividad de la nagasa
Para determinar la actividad de la nagasa se utilizaron
100 pl del extracto del hongo con 500 pl de solucién
amortiguadora citrato-fosfato 0,1M,pH 5,0.Esta mez-
cla se incubé a 28°C durante 10 min, se disparé la
reaccion con 400 pul del sustrato nagasa a una concen-
tracién de 1,46 mM.Se realizé un monitoreo continuo
a 405 nm durante 10 min.

Una unidad de actividad enzimdtica se defini6 co-
mo la cantidad de enzima que convierte 1 umol de na-
gasa en un min.

El coeficiente de extincién utilizado para el p-ni-
trofenol fue e = 18,4. 10-3/M/cm (Colomick y Kaplan
1970).



Actividad de la quitinasa

Se utilizaron 100 pl de sobrenadante del hongo en
reaccion con 200 ul de quitina coloidal (Smg/ ml en
solucién amortiguadora acetato de sodio 0,IM pH
5,0). La mezcla se incubé a 50°C por 30 min y la reac-
cién se par6 a -15°C. Se adicion6 200 pl de reactivo
Somogyi I,50ul del reactivo Somogyi Il y se incubé en
bafio de agua durante 30 min a 92°C. Se dejaron en-
friar los tubos y se le adicion6 a cada uno 250 pl de la
solucion de Nelson y agua destilada hasta 1 ml. Die-
ciseis horas después se centrifugaron las muestras
contenidas en los tubos, se recogié 1ml del sobrena-
dante y se ley6 a 595 nm.

Se utiliz6 como blanco 250ul de Somogyi I,
250ul de Somogyi I1,250pul de solucién amortiguado-
ra acetato de sodio y 250ul de soluciéon de Nelson.
El coeficiente de extincion de la nagasa reportado
fue e = 10/M/cm (Reissig et al. 1957).

Proteinas totales

La cuantificacién de proteinas totales se realizé utili-
zando el método de Bradford (Bradford 1976). Con
estos valores se elabor6 la curva correspondiente uti-
lizada como patrén para cuantificar la proteina total
presente en los sobrenadantes de los hongos.

Resultados y discusion

El medio liquido de sales basales y cuticula de broca
utilizada como fuente de carbono y nitrégeno para la
propagacion del hongo present6é un pH estable 6,6+
0,2 y permitié un crecimiento rdpido de los hongos
con abundante formacién de conidias y micelio.

Las observaciones realizadas mediante microsco-
pio 6ptico y de fluorescencia permitié evidenciar ad-
hesién,muy temprana,de los hongos a los fragmentos
de cuticula de H.hampei (Fig 1).

46

La mayor actividad de la lipasa y proteasa se pre-
sentd en los extractos de los aislamientos Ma9236 y
Ma9303 con una actividad catalitica superior al 50%.
Los niveles maximos de actividad lipolitica en los aisla-
mientos de B. bassiana y M. anisopliae se presentaron
entre los 3 y 5 dias sin evidenciar diferencias significa-
tivas entre las dos especies de entomopatdgenos
(Cuadro 2, Figs. 2 y 3).

En estos aislamientos se encontré la maxima ac-
tividad catalitica para proteasas de 0,0992 y 0,1362
umol de AZO/min.mg de proteina en los aislamien-
tos Bb9620 y Ma9236, respectivamente; lipasas de
0,1390 y 0,1658 umol de PNP/min.mg de proteina para
los aislamientos Ma9303 y Ma9236, respectivamente.
En el caso de fenoloxidasa 16,2 y 3,23 umol/hora.mg de
proteina para los aislamientos Bb9010 y Bb9009,
respectivamente; nagasa presentd actividad 1,43
pmol/hora.mg de proteina y 1,096 pmol/hora.mg de
proteina para Bb9009 y Bb9010; quitinasa presentd
actividad catalitica de 38,2 y 22,37mmol/hora.mg de
proteina para Bb9205 y Bb9620, respectivamente.

La actividad de la fenoloxidasa mostro niveles va-
riables y se observé que en Bb9205 y Bb9009 se pro-
duce alta actividad catalitica durante los primeros dias
de crecimiento del hongo (Cuadro 2, Fig. 4).

La presencia de componentes fendlicos y oxidasas
cuticulares en el integumento del insecto (Andersen
1980) frecuentemente da como resultado melanizacién
alrededor de la hifa penetrante. Dada la conocida sus-
ceptibilidad de los microorganismos y sus enzimas a
los fenoles, se sugiere que las reacciones de melaniza-
cion tienen efectos antifungicos (Charnley 1984). La
melanina en la cuticula de insectos puede ofrecer pro-
tecciodn fisicoquimica a los componentes cuticulares,
protegiéndolos de la degradacién enzimdtica. Una si-

Figura 1.

Microfotografias de fluorescencia
con “Calcofluor White” mostrando
esporas con tubo germinativo de
B. bassiana (A y B) adheridas a
fragmentos de cuticula de broca .
Escala de barras (A= 10um) y
(B= 1um).



Cuadro 2. Maxima actividad enzimatica especifica en umol/min./mg de proteina y dia de resgistro durante los 20 dias de obser-
vacion para los diferentes aislamientos de B. bassiana y M. anisopliae

Cédigo Patogenicidad Proteasa Lipasa Fenoloxidasa Nagasa Quitinasa
(%) Actividad Dia  Actividad Dia Actividad Dia  Actividad Dia Actividad Dia
Bb9009 4 0,01243 3 0,0723 5 3,23 3 1,430 7 16,14 9
Bb9010 14 0,01150 7 0,0963 5 16,2 7 1,096 7 6,31 7
Bb9205 94 0,01856 7 0,1127 3 7,43 0,75 0,188 20 38,29 9
Ma9236 88 0,13621 5 0,1658 5 2,55 3 0,355 3 15,85 3
Bb9620 >90 0,0992 7 0,0938 3 0,61 11 0,498 20 22,37 0,75
Ma9303 >90 0,0980 3 0,1390 5 0,374 0,75 0,129 15 530 0,75
100% * Bh9605 100%" ® Bhaz0s
Bb9620 +Ma9236 Mag303 s
80% - . - o B80% .35\9520 Mas23s
o Mag303 o o
@© 8 oo
E 60% - g B80% <
c )
g . = 409
E} 40% - .’:‘T 4095
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20% 20% 4 Bbeo1O
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0% . . : 0% s |
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Umol/min.mg P umol/min.mg P
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Figura 2. Relacion entre la actividad catalitica de la Figura 3. Relaciéon entre la actividad catalitica de la pro-

lipasa producida por los hongos B. bassiana y
M.anisopliae sobre el sustrato p-Nitrofenillaureato
y su patogenicidad sobre H.hampei.

tuacidn andloga ocurre en plantas superiores las cuales
producen lignina en respuestas a heridas o infeccién
(Ride 1983). Los precursores fendlicos de bajo peso
molecular como las quinonas y radicales libres dispo-
nibles antes de su polimerizacién pueden inactivar las
enzimas que degradan la pared celular de un gran ni-
mero de patégenos para plantas (Ride 1983). Es im-
portante conocer si esta situacion puede ocurrir en la
quitina cuticular de insectos cuando éstos se encuen-
tran en presencia de hongos entomopatdgenos.

En las preparaciones del sustrato utilizando cuti-
culas de H.hampei no se retiraron los componentes fe-
ndlicos, ni sus derivados, los cuales pueden inhibir al-
gunas enzimas (Hoffmann 1963);sin embargo,no hubo
evidencia de inhibicion en la mayoria de los extractos
estudiados y no se encontraron depdsitos de pigmen-
tos negros en los sitios de entrada de las hifas o tubos
germinativos hacia la cuticula,lo que evidenciaria que
quinonas de la cuticula no interfirieron con las estruc-
turas infectivas de los entomopatdgenos estudiados.

La actividad de la nagasa fue similar a la deter-
minada en los estudios realizados por otros investi-
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teasa producida por los hongos B. bassiana y M.
anisopliae sobre el sustrato azocaseina y su pato-
genicidad sobre H.hampei.

gadores y que presentan pesos similares entre 110 y
140 kDa (Kimura 1977, Spindler 1976). La produc-
cién de nagasa se encontré después de la de protea-
say lipasa. La actividad de la nagasa mas alta se pre-
sentd en sobrenadantes pasados por membranas
mayores de 100 kDa (Cuadro 2, Fig.5). Los resulta-
dos se pueden comparar con actividades méximas re-
portadas entre un pH 4,3-6,3 (Powning y Irzykiewicz
1964). En otros estudios se realizaron pruebas para
demostrar histoquimicamente la presencia de nagasa
durante la penetracion y crecimiento del hongo so-
bre la cuticula de Galleria mellonella (Pugh et al.
1957).

Se determind alta actividad quitinasa en los extrac-
tos menores de 100 kDa, mostrando relacion con las
encontradas en otros microorganismos.Estas propieda-
des incluyen un pH éptimo de 5,0-5,5 y también el pe-
so molecular de la quitinasa (33000 daltons) es similar
a las enzimas de Streptomyces, Serratia marcescens
(36000) y Phycomyces blakesleeanius (30000) (Cohen
1974, Jeuniaux 1963, Lysenko 1976, Unestam 1968)
(Cuadro 2y Fig. 6).
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Figura 4. Relacion entre la actividad catalitica de la
fenoloxidasa producida por los entomopatégenos
B. bassiana y M. anisopliae sobre el sustrato
DOPA (L-3,4-Dihidroxifenil-alanina) y su patogeni-
cidad sobre H.hampei.

Los resultados indican que la lipasa y proteasa tie-
nen un papel importante en los primeros dias de con-
tacto del patégeno con el hospedante,participando en
la degradacioén de los lipidos y proteinas de la cuticu-
la, lo cual puede facilitar la penetracién del hongo a
los tejidos del insecto. Esto coincide con Bidochka y
Khachatourians (1990) que sefialan que la proteasa es
probablemente la enzima mas importante en la pato-
genicidad de un aislamiento.

En la mayoria de los aislamientos, las enzimas
aparecieron secuencialmente y mostraron distintas fa-
ses de produccién. Esto se relaciona con los informes
de varios investigadores, posiblemente, porque la cuti-
cula del insecto presenta una capa de proteinas y lipi-
dos que se encuentra cubriendo la capa de quitina.
Por lo tanto, el hongo hidroliza los lipidos y proteinas
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Figura 6. Relacion entre la actividad catalitica de la quiti-

nasa producida por los hongos B. bassiana y M.
anisopliae sobre el sustrato quitina y su patogeni-
cidad sobre H. hampei.
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Figura 5. Relacion entre la actividad catalitica de nagasa

producida por los entomopatégenos B. bassianay
M. anisopliae sobre el sustrato p-Nitrofenil-N
Acetil-B-D glucosaminida y su patogenicidad
sobre H. hampei.

durante los primeros dias y queda expuesta la quitina
para que actiien enzimas como la nagasa y la quitina-
sa en etapas tardias, lo cual ratifica que el mecanismo
enzimdtico es parte de la accidn integral del proceso
de infeccidn.

Se encontro6 variabilidad en las actividades enzi-
maticas y éstas difieren entre algunos aislamientos,
sugiriendo la presencia de metabolitos secundarios
en el medio liquido, esto se debe a la formacién de
productos finales durante el origen de una reaccién
enzimatica, sufriendo reacciones secundarias entre
ellos, con sustratos no reactivos, con proteinas y con
otros constituyentes.

Los resultados muestran que existe correlacion
entre la actividad especifica de algunas enzimas pro-
ducidas por hongos y su patogenicidad, pero no pa-
ra otras. Esta variacion en la actividad enzimadtica
puede ser explicada por diferencias en las tasas de
crecimiento, las fases secuenciales en la produccion
de enzimas de los hongos, lo mismo que en el sustra-
to empleado debido a la utilizacién de insectos adul-
tos que presentaron fragmentos esclerotizados e in-
sectos jovenes que presentaron pocas capas lipidicas
y enlaces débiles formados por proteinas y quitina.
También la variabilidad genética, la ecologia, la fi-
siologia de los hongos, de los insectos y la resistencia
de éstos a los entomopatdgenos, en conjunto son
una de las causas de la variabilidad en la produccion
enzimaética.

La evaluacién realizada sirve de base para el es-
tudio de la cinética enzimadtica de la lipasa, proteasa,
fenoloxidasa,nagasa y quitinasa.
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