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Abstract: Enzymatic activities of bacteria isolated from the digestive tract of caterpillars and the pupal 
content of Automeris zugana and Rothschildia lebeau (Lepidoptera: Saturniidae). The enzymatic activities 
of bacteria isolated from the digestive tracts of caterpillars and the pupal contents of Automeris zugana and 
Rothschildia lebeau was studied. This digestive tract represents an extreme microenvironment due to its high 
pH and presence of antimicrobial substances secreted by the insect or derived from ingested plant tissue. At the 
same time, it contains large amounts of nutrient-rich food, for which microbes may compete among themselves 
and with the caterpillar. There is little information about the microbiota associated with tropical caterpillar guts, 
although bacteria from different genera have been isolated from gut and pupae samples. The study of the enzy-
matic activities generated by these organisms constitutes a starting point to understand their metabolic and physi-
ological relationships with their hosts, and to find enzymes that have potential biotechnological applications. In 
this study we evaluated several enzymatic activities in two collections of bacteria isolated from caterpillar guts 
and pupae of the tropical lepidopteran species A. zugana and R. lebeau. Bacteria grown under aerobic conditions 
were tested for an array of enzymes, including gelatinases, caseinases, lipases, esterases, cellulases, xylanases, 
amylases and chitinases. Both collections displayed similar patterns of enzymatic activity. No isolate showed 
activity for all enzymatic tests, but as a whole, at least some bacteria in each collection were able to degrade 
each substrate tested. Isolates with the same taxonomic identification obtained from caterpillar guts and pupae 
had almost the same enzymatic activities. In both collections, it was possible to group bacterial isolates accord-
ing to their enzyme activity pattern. In addition to a heterogeneous ensemble of isolates exhibiting two or less 
enzymatic activities, there were two groups with at least five activities that showed an apparent specialization for 
the substrates they were able to use. The first consisted exclusively of isolates of the family Enterobacteriaceae, 
which were positive for lipolytic and chitinolytic activities, but completely lacked amylasic, cellulolytic and xyl-
anolytic activities. The second group, composed mainly of Gram-positive rods, exhibited the opposite pattern: 
they were positive for amylasic, cellulolytic and xylanolytic activities, lacked chitinolytic activity and had few 
isolates with lipolytic activity. This work forms the foundation for future research to explore the biotechnological 
potential of bacterial isolates from caterpillar guts. Rev. Biol. Trop. 55 (2): 401-415. Epub 2007 June, 29.

Key words: Saturniidae, caterpillar, bacterial enzymes, Automeris zugana, Rothschildia lebeau, Área de 
Conservación Guanacaste, Costa Rica.

En ecosistemas silvestres los insectos con-
sumen el 10 % de la producción vegetal del 
bosque (Schultz 2002). En particular, se estima 
que las orugas (larvas de mariposas, orden 
Lepidoptera) son los principales consumidores 
de follaje en los bosques tropicales, ingiriendo 
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entre 2-5 % de las hojas que se producen en 
ellos (D. Janzen, com. pers.). Más de 1 600 
especies de orugas se han estudiado en el Área 
de Conservación Guanacaste (ACG), en el 
noroeste de Costa Rica, tanto en su ambiente 
natural como en edificaciones diseñadas para 
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su crianza, y su historia natural se ha documen-
tado ampliamente (Janzen 1981, 1984, 1985, 
1993, 1997). Sin embargo, existe escasa infor-
mación sobre la microbiota asociada al tracto 
digestivo de orugas tropicales (Sittenfeld et al. 
2002, Broderick et al. 2004). 

El intestino de orugas se caracteriza por un 
transporte epitelial muy activo, y el valor más 
alto de pH producido por un sistema biológico 
(Dow 1992). El elevado pH, la presencia de 
potenciales sustancias antimicrobianas secre-
tadas por el insecto (Russell y Dunn 1991) o 
derivadas del tejido vegetal ingerido, la gran 
cantidad de alimento consumido y la alta com-
petencia entre microorganismos sugieren que 
las bacterias capaces de proliferar en este hábi-
tat podrían presentar adaptaciones para superar 
las condiciones adversas mencionadas. Algunas 
de dichas adaptaciones podrían basarse en la 
optimización de sus capacidades enzimáticas, 
logrando así un máximo aprovechamiento de 
los diversos sustratos disponibles. Estudios 
anteriores han demostrado la presencia de bac-
terias de diversos géneros en tractos digestivos 
de larvas y en material de pupas de A. zugana y 
en intestinos de Lymantria dispar L. (Sittenfeld 
et al. 2002, Broderick et al. 2004), aunque se 
desconocen las implicaciones de estos microor-
ganismos en el desarrollo y mantenimiento del 
estadio pupal. 

El análisis de las actividades enzimáticas 
presentes en la microbiota intestinal de orugas 
y del contenido de las pupas genera dos benefi-
cios potenciales. Constituye un punto de partida 
para entender la contribución de la comunidad 
microbiana en el metabolismo y fisiología 
de larvas y pupas de lepidópteros. Además, 
permite identificar enzimas con característi-
cas novedosas, que podrían ser utilizadas en 
procesos biotecnológicos o industriales. Cabe 
destacar que el elevado pH del tracto digestivo 
de orugas incrementa la posibilidad de identi-
ficar enzimas cuya actividad sea óptima a pH 
alcalino, requisito crucial en ciertos procesos 
industriales (Horikoshi 1999).

Las enzimas evaluadas en esta investiga-
ción han sido empleadas en diferentes procesos 
de importancia económica. Por ejemplo, las 

proteasas se utilizan en la elaboración de que-
sos y cueros y como aditivos de detergentes, 
las amilasas en procesamiento de almidón para 
obtener siropes y otros productos alimenticios 
y en la producción de papel y textiles, las 
celulasas para el aprovechamiento de desechos 
vegetales, las lipasas y esterasas como aditivos 
en detergentes, y las xilanasas son utilizadas en 
la fabricación de papel y en la industria pani-
ficadora (Horikoshi 1999, Christov et al. 1999, 
Lengeler et al. 1999, de Vries y Visser 2001). 
Por su parte, las quitinasas se han utilizado para 
obtener un beneficio energético de los desechos 
de la industria del camarón (Rojas-Avelizapa et 
al. 1999), en la industria alimentaria y farma-
céutica (Hirano 1996) y en la protección de cul-
tivos contra plagas agrícolas, pues inhiben el 
crecimiento de hongos fitopatógenos (Chernin 
et al. 1995, Chernin et al. 1997, Downing y 
Thompson 2000) y tienen un efecto sinérgico 
con las proteínas insecticidas Cry de Bacillus 
thuringiensis (Regev et al. 1996, Sampson y 
Gooday 1998, Downing et al. 2000). 

El presente estudio pretende obtener infor-
mación sobre enzimas secretadas por bacterias 
cultivables en aerobiosis, y los resultados ser-
virán de referencia para investigaciones que 
utilicen técnicas moleculares independientes de 
cultivo (Rondon et al. 2000). Asimismo, este 
trabajo representa un punto de partida para estu-
diar el potencial biotecnológico de aislamientos 
bacterianos del tracto digestivo de orugas.

MATERIALES Y MÉTODOS

Aislamientos bacterianos de trac-
tos digestivos y pupas de A. zugana: los 
aislamientos utilizados en este trabajo fue-
ron obtenidos por Sittenfeld y colaboradores 
(2002). Brevemente, se recolectaron larvas 
de tercer estadio del lepidóptero A. zugana 
en el ACG, en junio de 1999 (estación lluvio-
sa). El ACG esta localizado en Santa Rosa, 
entre el Golfo de Papagayo y la Carretera 
Interamericana (10°44’13”-11°00’37” N y 
85°34’48”-85°58’51” W). Los individuos fue-
ron criados individualmente y alimentados con 
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diferentes plantas hospederas (Annona purpu-
rea, Cordia alliodora, Inga vera, Quercus ole-
oides, Paullinia cururu, Cydista heterophylla, 
Trigonia rugosa y Calycophyllum candidissi-
mum), para determinar si el tipo de dieta ejercía 
alguna influencia sobre la microbiota intestinal. 
Las larvas de quinto estadio fueron sacrificadas 
de uno a tres días antes de entrar en la fase 
de pre-pupas. Sus tractos digestivos fueron 
disectados y cultivados en diferentes medios, 
tanto selectivos como de enriquecimiento, en 
aerobiosis. Los diferentes morfotipos colonia-
les obtenidos fueron identificados mediante 
pruebas bioquímicas tradicionales (Sittenfeld 
et al. 2002). También se procesaron ocho 
individuos en fase de pupas, en cuyo caso el 
contenido total de la pupa se trató de la misma 
manera que el intestino de las larvas. En total, 
se determinaron las actividades enzimáticas 
de 72 aislamientos bacterianos provenientes 
de muestras de A. zugana. De ellos, 48 fueron 
obtenidos a partir de 33 muestras de intestinos, 
mientras 24 se aislaron del contenido de las 
pupas procesadas. 

Aislamientos bacterianos de tractos 
digestivos y pupas de R. lebeau: se analizaron 
las actividades enzimáticas de una colección 
de 81 aislamientos provenientes de intestinos 
de orugas y del material de pupas de R. lebeau 
(Fontecha 2002). Dicha colección proviene de 
ejemplares recolectados en el ACG durante 
los meses de junio a julio de 2001 (estación 
lluviosa). Brevemente, se disectaron los tractos 
digestivos de un total de 67 individuos de los 
cinco estadios larvales. Además, se procesó el 
contenido de diez pupas. Se efectuaron dilucio-
nes del material intestinal o del contenido de las 
pupas en solución salina isotónica, las cuales se 
sembraron en agar Luria-Bertani (LB) y se incu-
baron a 30 °C durante 48 h en aerobiosis. Los 
diferentes morfotipos coloniales seleccionados 
fueron identificados mediante el sistema semiau-
tomatizado BIOLOG (Biolog, Inc., Hayward, 
California, EEUU), según las instrucciones del 
fabricante. En total, se analizaron 64 aislamien-
tos provenientes de intestinos de orugas y 17 
aislamientos obtenidos de pupas.

Determinación de actividades enzimáti-
cas: todos los aislamientos bacterianos previa-
mente identificados fueron sembrados en placas 
de agar nutritivo e incubados a 30 °C durante 24 
h. Se realizó una tinción de Gram a las colonias 
aisladas y con ellas se inocularon los medios de 
cultivo de los diferentes ensayos enzimáticos. 
Los ensayos fueron adaptados y modificados 
a partir de protocolos previamente descritos 
(Rondon et al. 1999, 2000, S. Amato, com. 
pers.). Todos los períodos de incubación se efec-
tuaron a 30 °C. Cada prueba contó con los con-
troles correspondientes (positivo y negativo).

Actividad proteolítica/caseinolítica: se 
determinó inoculando cada aislamiento bac-
teriano en placas de agar Luria-Bertani (LB, 
Oxoid) suplementado con un volumen de leche 
descremada líquida comercial, equivalente a 
un gramo de leche en polvo por cada 100 ml 
de medio de cultivo (aproximadamente 8 ml 
de leche por cada 100 ml de medio LB). La 
prueba se consideró positiva cuando se observó 
un halo claro alrededor de la colonia a las 48 h 
de incubación.

Actividades celulolítica y xilanolítica: 
se empleó como base un medio con 0.3 % 
de extracto de levadura (Oxoid), 0.1 % de 
(NH4)2SO4, 0.02 % de MgSO4.7H2O, 0.3 % de 
una solución de elementos traza (McLellan et 
al. 1991) y 1.5 % de agar (SIGMA, St. Louis, 
Missouri, EEUU), disueltos en buffer de fos-
fatos 0.01 M pH 7.0. Al medio base se agregó 
celulosa en polvo al 1 % (ICN Biomedicals, 
Aurora, Ohio, EEUU) o xilano al 1 % (ICN 
Biomedicals). Los aislamientos bacterianos se 
inocularon en este medio y se incubaron por 48 
h. Para revelar la prueba, se agregaron 2 ml de 
reactivo de Graff “C” (16 % AlCl3.6H2O, 13 
% CaCl2, 40 % ZnCl2, 0.7 % I2 y 0.5 % KI), 
siendo positiva si se producía un halo claro 
alrededor del crecimiento bacteriano, en un 
entorno violáceo.

Actividad esterásica: se valoró inoculan-
do los aislamientos bacterianos en platos de 
agar LB suplementados con Tween 20 al 1 % 
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(SIGMA). La prueba se consideró positiva al 
observar un halo granular alrededor del cre-
cimiento bacteriano, luego de un período de 
incubación de 96 h.

Actividad lipolítica: los aislamientos bac-
terianos se inocularon en caldo nutritivo y se 
incubaron por 24 h, luego 20 µl de cada cultivo 
se inocularon en una solución con Tween 80 al 
0.5 % (Sigma) y rojo neutro 0.1 m/v al 2 % (ICN 
Biomedicals) disueltos en buffer de fosfatos 
0.067 M, pH 7.0. La prueba se consideró posi-
tiva si antes de cinco días la solución adquirió 
color rojo.

Actividad proteolítica/gelatinolítica: se 
evaluó inoculando los aislamientos bacterianos 
en tubos de gelatina nutritiva (Oxoid) e incu-
bándolos por 96 h. Los aislamientos activos 
hidrolizan la gelatina, impidiendo la solidifica-
ción del medio luego de 15 min a 4 °C.

Actividad amilásica: se detectó inocu-
lando los aislamientos bacterianos en placas 
de agar LB suplementados con almidón al 1 % 
(ICN Biomedicals). Luego de 48 h de incuba-
ción se agregó reactivo de lugol. El ensayo se 
consideró positivo al observarse un halo claro 
alrededor o bajo la colonia luego de agregar el 
reactivo mencionado.

Actividad quitinolítica: se empleó como 
base el medio de Castañeda (Castañeda-Agulló 
1956): 0.06 % (NH4)2HC6H5O7, 0.02 % NaCl, 
0.04 % KH2PO4, 0.01 % MgSO4.7H2O y 0.04 
% de Na2CO3. Dicho medio fue suplementado 
con agar (SIGMA) y con quitina coloidal al 13 
% (preparada a partir de quitina grado práctico 
(SIGMA) mediante tratamiento con H3PO4 
concentrado). Cada aislamiento bacteriano fue 
inoculado en este medio sólido. La prueba se 
consideró positiva al observarse un halo claro 
alrededor del crecimiento bacteriano, luego de 
una semana de incubación.

Construcción de árboles fenotípicos: 
para agrupar a los aislamientos bacterianos 
evaluados de acuerdo con sus actividades 

enzimáticas, se construyeron árboles feno-
típicos empleando el programa “Treecon”, 
versión 1.3b y la distancia fue estimada uti-
lizando el método de Nei y Li (Van de Peer 
y De Wachter 1994). El árbol se construyó 
por medio de una adaptación del método 
de Neighbor-Joining (Hershkovitz y Leipe 
1998), con un análisis de re-muestreo (boots-
trap) de 100 muestras. Para cada aislamiento 
bacteriano, se asignó un valor de 0 ó 1 a cada 
prueba enzimática realizada, según esta produ-
jese un resultado negativo o positivo, respecti-
vamente, y la matriz obtenida se procesó en el 
paquete informático mencionado, eligiendo la 
opción que corresponde al análisis de patrones 
de RFLP. Los árboles construidos se basan 
en características fenotípicas, por lo que no 
reflejan relaciones filogenéticas entre los orga-
nismos involucrados. En todos los casos se 
utilizó como grupo externo el aislamiento A363 
correspondiente a Bacillus sp., el cual proviene 
del material de una pupa de A. zugana y posee 
un patrón enzimático único: solamente presenta 
actividad xilanolítica.

RESULTADOS

Actividades enzimáticas en aislamientos 
bacterianos de A. zugana: los 72 aislamien-
tos obtenidos de A. zugana fueron agrupados 
en cuatro categorías: bacterias de las fami-
lias Enterobacteriaceae y Pseudomonadaceae, 
cocos Gram-positivos y bacilos Gram-positi-
vos. Los resultados de los ensayos enzimáticos 
para estos aislamientos se presentan en el 
Cuadro 1. En general, los aislamientos de intes-
tinos mostraron un comportamiento enzimático 
similar al de sus homólogos provenientes de 
pupas. Ninguna de las bacterias estudiadas pro-
dujo un resultado positivo en todos los ensayos 
enzimáticos, sin embargo, la totalidad de la 
colección de aislamientos de A. zugana sí fue 
capaz de utilizar todos los sustratos probados. 
En varias ocasiones, aislamientos con la misma 
identificación taxonómica presentaron un 
patrón enzimático distinto. Cuatro aislamien-
tos identificados como Bacillus thuringiensis 
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CUADRO 1
Actividades enzimáticas de aislamientos bacterianos obtenidos de intestinos de larvas 

y del contenido de pupas del lepidóptero A. zugana

TABLE 1
Enzymatic activities of bacterial isolates from digestive tracts of caterpillars and pupal contents of A. zugana

Identificación Origena
Aislamientos con actividad / Aislamientos evaluados

GEL. CAS. LIP. EST. QUI. AMI. CEL. XIL.

Enterobacteriaceae I, P 24/ 31 23/ 31 26/ 31 25/ 31 21/ 31 1 / 31 1 / 31 1 / 31

Citrobacter freundii I 1 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1

Enterobacter aerogenes I 1 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1

Enterobacter agglomerans I 1 / 1 1 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1

E. agglomerans / cloacae I 1 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1

Enterobacter cloacae I 2 / 5 2 / 5 3 / 5 4 / 5 1 / 5 0 / 5 0 / 5 0 / 5

Enterobacter gergoviae I 4 / 4 3 / 4 3 / 4 3 / 4 3 / 4 0 / 4 0 / 4 0 / 4

Enterobacter sp.b I 3 / 6 3 / 6 4 / 6 3 / 6 3 / 6 1 / 6 1 / 6 1 / 6

Enterobacter sp. P 3 / 4 3 / 4 4 / 4 4 / 4 3 / 4 0 / 4 0 / 4 0 / 4

Klebsiella pneumoniae I 1 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1

Serratia marcesens I 2 / 2 2 / 2 2 / 2 2 / 2 2 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2

S. marcesens P 4 / 4 4 / 4 4 / 4 4 / 4 4 / 4 0 / 4 0 / 4 0 / 4

Serratia sp. I 1 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1

Pseudomonadaceae I, P 1 / 11 1 / 11 1 / 11 3 / 11 0 / 11 0 / 11 0 / 11 0 / 11

Pseudomonas diminuta I 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1

P. diminuta P 0 / 3 0 / 3 1 / 3 0 / 3 0 / 3 0 / 3 0 / 3 0 / 3

P. mallei P 0 / 3 1 / 3 0 / 3 3 / 3 0 / 3 0 / 3 0 / 3 0 / 3

Pseudomonas sp. I 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1

Pseudomonas sp. P 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2

P. syringue P 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1

Cocos Gram-positivos I, P 10/ 15 11/ 15 1 / 15 0 / 15 0 / 15 3 / 15 5 / 15 5 / 15

Staphylococcus aureus I 1 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1

Staphylococcus sp. I 2 / 4 3 / 4 0 / 4 0 / 4 0 / 4 0 / 4 0 / 4 0 / 4

Staphylococcus sp. P 1 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1

Micrococcus sp. I 3 / 3 3 / 3 0 / 3 0 / 3 0 / 3 0 / 3 0 / 3 0 / 3

Leuconostoc citreum I 3 / 5 3 / 5 1 / 5 0 / 5 0 / 5 2 / 5 4 / 5 4 / 5

L. citreum P 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1

Bacilos Gram-positivos I, P 10/ 15 10/ 15 2 / 15 7 / 15 2 / 15 10/ 15 10/ 15 11/ 15

Bacillus sp. P 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 1 / 2 1 / 2 1 / 2 2 / 2

B. mascerans P 0 / 1 0 / 1 0 / 1 1 / 1 0 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1

Bacillus thuringiensis I 7 / 7 7 / 7 0 / 7 4 / 7 0 / 7 7 / 7 7 / 7 7 / 7

Corynebacterium pyogenes I 0 / 1 0 / 1 0 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1

Listeria monocytogenes I 0 / 1 0 / 1 0 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1

Curtobacterium sp. I 1 / 1 1 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1

Curtobacterium sp. P 2 / 2 2 / 2 1 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2

TOTAL I, P 45/ 72 45/ 72 30/ 72 35/ 72 23/ 72 14/ 72 16/ 72 17/ 72

a. Origen de los aislamientos: I = intestinos de larvas; P = contenido de pupas.
b. Identificación de especie no fue posible con la metodología empleada en el correspondiente estudio.
GEL = actividad gelatinolítica, CAS = caseinolítica, LIP = lipolítica, EST = esterásica, QUI = quitinolítica, AMI = amilásica, 
CEL = celulolítica, XIL = xilanolítica.
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presentaron el mayor número de actividades 
enzimáticas (seis de las ocho evaluadas). 

Las actividades más frecuentes en la colec-
ción fueron caseinolítica y gelatinolítica. Ambas 
se observan en el 62.5 % de los aislamien-
tos bacterianos y ocurren tanto en bacterias 
Gram-positivas como Gram-negativas. Por otro 
lado, las actividades menos frecuentes fueron 
quitinolítica (31.9 %), xilanolítica (23.6 %), 
celulolítica (22.2 %) y amilásica (19.4 %). Las 
actividades lipolítica y esterásica se detectaron 
en el 41.7 % y en el 48.6 % de los aislamientos, 
respectivamente (Cuadro 1). Cabe destacar que 
la actividades amilásica, celulolítica y xila-
nolítica se observan casi exclusivamente en 
bacterias Gram-positivas, mientras las activi-
dades quitinolítica y lipolítica se circunscriben 
casi por completo a aislamientos de la fami-
lia Enterobacteriaceae. Ningún aislamiento de 
dicha familia mostró actividad quitinolítica y 
celulolítica simultáneamente. Los aislamientos 
de la familia Pseudomonadaceae, obtenidos 
principalmente de pupas, mostraron un bajo por-
centaje de actividad en los diferentes ensayos. 

En el árbol fenotípico construido para la 
colección de aislamientos de A. zugana (Fig. 
1) se pueden distinguir tres grupos bien defi-
nidos de acuerdo con su patrón de actividades 
enzimáticas. El primero, en la parte superior 
del árbol (aislamientos A621a hasta A701), 
está formado exclusivamente por aislamientos 
de la familia Enterobacteriaceae. Este grupo 
tiene un alto porcentaje de positividad en las 
actividades caseinolítica, gelatinolítica, lipolí-
tica, esterásica y quitinolítica, pero carece de 
las restantes. El segundo grupo, en el centro 
del árbol (aislamientos A621b a A63p1), está 
conformado por aislamientos poco activos, con 
solamente dos, una o ninguna actividad enzi-
mática. En él se ubican todos los 11 aislamien-
tos de la familia Pseudomonaceae, algunos de 
Enterobacteriaceae (n= 7), la mayoría de los 
cocos Gram-positivos (excepto los aislamientos 
del género Leuconostoc) y tres bacilos Gram-
positivos. El tercer grupo, en la parte inferior 
del árbol (aislamientos A773a hasta A721), está 
compuesto por la mayoría de bacilos Gram-
positivos, incluyendo todos los aislamientos de 

B. thuringiensis, cinco aislamientos del género 
Leuconostoc y solamente una enterobacteria. 
Ellos comparten al menos la presencia de dos 
de las siguientes tres actividades: xilanolítica, 
amilásica o celulolítica. En general, este grupo 
se distingue por un alto porcentaje de positivi-
dad en las pruebas de actividad caseinolítica, 
gelatinolítica, amilásica, celulolítica y xilanolí-
tica, en tanto la actividad esterásica es variable, 
y las actividades lipolítica y quitinolítica están 
ausentes. Nótese además como los aislamien-
tos provenientes de pupas (distinguibles por la 
letra “P” al final de su código de identificación) 
fueron agrupados junto a sus homólogos prove-
nientes de intestinos de orugas. 

Actividades enzimáticas en aislamientos 
bacterianos de R. lebeau: los resultados de 
los ensayos enzimáticos realizados en 81 ais-
lamientos bacterianos provenientes de tractos 
digestivos y pupas de R. lebeau se resumen 
en el Cuadro 2. Al igual que las bacterias 
obtenidas de A. zugana, los aislamientos se 
dividieron en cuatro categorías, aunque en este 
caso el grupo de la familia Pseudomonadaceae 
es sustituido por aislamientos de bacilos 
Gram-negativos que no pertenecen a la familia 
Enterobacteriaceae. Al igual que en A. zugana, 
se obtuvieron aislamientos con la misma iden-
tificación taxonómica que mostraron un patrón 
enzimático distinto. De igual modo, es notorio 
que los aislamientos obtenidos de pupas mues-
tran un comportamiento enzimático similar al 
de sus homólogos provenientes de intestinos 
de orugas. Las actividades enzimáticas más 
frecuentes fueron gelatinolítica (presente en 
56.8 % de los aislamientos) y caseinolítica 
(53.1 %), seguidas por las actividades esterá-
sica (44.4 %), xilanolítica (42 %), celulolítica 
(37.0 %) y lipolítica (35.8 %). La actividad 
quitinolítica se observa sólo en el 16.0 % de los 
aislamientos, mientras la actividad amilásica 
estuvo presente solamente en el 23.5 % de los 
mismos. Dos aislamientos identificados como 
Curtobacterium pusilum presentaron siete acti-
vidades enzimáticas (solamente carecían de 
actividad quitinolítica), siendo los más activos 
de esta colección. Aunque ninguna bacteria 
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Fig. 1. Agrupamiento de los aislamientos bacterianos provenientes de A. zugana de acuerdo con sus actividades enzimá-
ticas. El árbol fue construido empleando el programa informático Treecon para Windows, versión 1.3b (Van de Peer y de 
Wachter 1994), usando el método de Neighbor-Joining. Para cada aislamiento, se asignó un valor de 1 ó 0 para cada ensayo 
enzimático, según este fuese positivo o negativo. La matriz obtenida se procesó según las indicaciones del programa infor-
mático. Más detalles sobre la construcción del árbol se hallan en la sección de materiales y métodos. Aislamientos obtenidos 
del contenido de pupas poseen una letra “P” al final de su código de identificación. Este es un árbol fenotípico basado en 
actividades enzimáticas y no refleja necesariamente relaciones filogenéticas entre los aislamientos evaluados. Ver texto para 
interpretación de los resultados.
Fig. 1. Grouping of bacterial isolates obtained from A. zugana according to their enzymatic activities. The tree was con-
structed employing the software Treecon for Windows, version 1.3b (Van de Peer and de Wachter 1994), using the Neighbor-
Joining algorithm. For each isolate, a value of 1 or 0 was assigned for each enzymatic test, depending on whether the test 
was positive or negative. The obtained matrix was processed according to the instructions of the Treecon software. For more 
details on the construction of the tree, see materials and methods. Isolates obtained from pupae samples are labeled with a 
letter “P” after their identification code. This is a phenotypic tree based on enzymatic activities and does not reflect neces-
sarily phylogenetic relationships between the isolates evaluated. See text for interpretation of the obtained results.
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CUADRO 2
Actividades enzimáticas de aislamientos bacterianos obtenidos de intestinos de larvas y del contenido

de pupas del lepidóptero R. lebeau

TABLE 2
Enzymatic activities of bacterial isolates from digestive tracts of caterpillars and pupal contents of R. lebeau

Identificación Origena Aislamientos con actividad / Aislamientos evaluados

GEL. CAS. LIP. EST. QUI. AMI. CEL. XIL.
Enterobacteriaceae P, I 19/ 25 15/ 25 17/ 25 19/ 25 12/ 25 0 / 25 0 /25 2 /25
Enterobacter cloacae I 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1
Klebsiella planticola I 1 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1
Klebsiella terrigena I 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 1 / 1
K. terrigena P 0 / 1 0 / 1 0 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1
Morganella morganii I 0 / 2 0 / 2 1 / 2 1 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2
Pantoea dispersa I 2 / 4 0 / 4 1 / 4 1 / 4 0 / 4 0 / 4 0 / 4 1 / 4
Proteus mirabilis I 1 / 1 0 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1
Serratia marcesens I 14/ 14 14/ 14 13/ 14 14/ 14 10/ 14 0 / 14 0 / 14 0 / 14
Gram-neg. no entéricos P, I 5 / 10 2 / 10 5 / 10 6 / 10 1 / 10 4 / 10 4 / 10 4 / 10
Agrobacterium rhizogenes I 1 / 1 0 / 1 0 / 1 1 / 1 0 / 1 1 / 1 0 / 1 1 / 1
Brevundimonas diminuta P 1 / 2 0 / 2 2 / 2 2 / 2 0 / 2 0 / 2 1 / 2 0 / 2
Comamonas terrigena P 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1
Pseudomonas sp.b I 2 / 2 1 / 2 2 / 2 2 / 2 1 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2
Pseudomonas sp. P 0 / 1 0 / 1 1 / 1 1 / 1 0 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1
P. maculicula P 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1
P. stutzeri I 1 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 1 / 1 1 / 1
P. stutzeri P 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1
Cocos Gram-positivos P, I 7 / 21 7 / 21   1 / 21 3 / 21 0 / 21   2 / 21 7 / 21   6 / 21
Micrococcus luteus I 1 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 1 / 1 1 / 1
Staphylococcus sp. I 1 / 2 2 / 2 1 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 2 / 2 2 / 2
S. arlettae I 1 / 3 0 / 3 0 / 3 1 / 3 0 / 3 0 / 3 0 / 3 0 / 3
S. arlettae P 1 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2
S.  aureus I 1 / 2 2 / 2 0 / 2 1 / 2 0 / 2 0 / 2 1 / 2 0 / 2
S. equorum P 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1
S. haemolyticus I 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 1 / 2 1 / 2
S. haemolyticus P 0 / 2 1 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2
S. lentus I 0 / 2 1 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 2 / 2 2 / 2 2 / 2
S. lentus P 0 / 2 0 / 2 0 / 2 1 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2 0 / 2
S. saprophyticus I 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1
S. suarezii I 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1
Bacilos Gram-positivos P, I 15/ 25 19/ 25 6 / 25 8 / 25 0 / 25 13/ 25 19/25 22/25
Aureobacterium testaceum I 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 1 / 1 1 / 1
Bacillus amyloliquefaciens I 1 / 1 1 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1
B. cereus/thuringiensis I 1 / 1 1 / 1 0 / 1 1 / 1 0 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1
B. megaterium I 1 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1
B. subtilis I 0 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1
B. subtilis P 1 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1
Carnobacterium divergens I 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 0 / 1 1 / 1 1 / 1
Curtobacterium albidum I 3 / 6 6 / 6 0 / 6 3 / 6 0 / 6 2 / 6 4 / 6 5 / 6
C. citreum I 1 / 1 1 / 1 1 / 1 0 / 1 0 / 1 1 / 1 1 / 1 1 / 1
C. pusillum I 4 / 5 4 / 5 2 / 5 3 / 5 0 / 5 3 / 5 4 / 5 5 / 5
C. pusillum P 1 / 2 0 / 2 1 / 2 0 / 2 0 / 2 2 / 2 2 / 2 2 / 2
Microbacterium laevaniformans I 2 / 4 3 / 4 1 / 4 1 / 4 0 / 4 1 / 4 2 / 4 3 / 4
TOTAL P, I 46/ 81 43/ 81 29/ 81 36/ 81 13/ 81 19/ 81 30/ 81 34/ 81

a., b. Ver leyenda de cuadro 1.
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presentó todas las actividades evaluadas, sí se 
obtuvieron aislamientos positivos en cada una 
de las pruebas.

En esta colección también se observa que 
la actividad quitinolítica es casi exclusiva de 
aislamientos de la familia Enterobacteriaceae, 
los cuales no demostraron las actividades xila-
nolítica, celulolítica y amilásica. Estas tres últi-
mas actividades se presentan principalmente en 
bacterias Gram-positivas, que a su vez carecen 
de actividad quitinolítica. Por otra parte, los 
aislamientos que pertenecen a la categoría de 
cocos Gram-positivos fueron los que mostra-
ron menor porcentaje de actividad enzimática 
(Cuadro 2).

El árbol fenotípico construido para la 
colección de aislamientos de R. lebeau muestra 
un agrupamiento semejante al observado con 
A. zugana, aunque menos homogéneo (Fig. 
2). En ambos se mantienen los mismos tres 
grupos principales. El primero, en la parte 
superior del árbol (aislamientos R67 a R128) 
está formado por aislamientos de la familia 
Enterobacteriaceae con al menos cuatro acti-
vidades enzimáticas, incluyendo lipolítica y/o 
quitinolítica y excluyendo xilanolítica, amilási-
ca y celulolítica. El segundo grupo, en el centro 
del árbol (aislamientos R183 a R63), correspon-
de a aislamientos poco activos, en su mayoría 
con dos o menos actividades enzimáticas y es 
muy heterogéneo en cuanto a su composición, 
incluyendo aislamientos de las cuatro catego-
rías antes mencionadas. El tercer grupo, en la 
parte inferior (aislamientos R75 a R190) está 
compuesto por aislamientos que comparten al 
menos dos de las siguientes tres actividades: 
xilanolítica, amilásica o celulolítica, y carecen 
de actividad quitinolítica. Está conformado 
principalmente por bacilos Gram-positivos, y 
en menor grado por cocos Gram-positivos y 
bacilos Gram-negativos no entéricos.

Discusión

Se observó que los aislamientos bacteria-
nos obtenidos de intestinos de larvas y pupas 
de lepidópteros son capaces de utilizar una 

gran variedad de sustratos diferentes bajo las 
condiciones experimentales de este estudio. 
Si bien es cierto ninguno de los aislamientos 
estudiados fue capaz de degradar todos los 
sustratos analizados, el conjunto de todos los 
aislamientos si generó resultados positivos en 
todas las ocho pruebas efectuadas. La presencia 
de estos microorganismos en el tracto digestivo 
podría incrementar la capacidad alimenticia de 
la oruga, pues se ha demostrado que compues-
tos intermedios producidos por bacterias a par-
tir de sustratos más complejos pueden servir de 
alimento al insecto hospedero (Brune 1998). 

Los aislamientos de pupas presentan un 
comportamiento enzimático semejante al de 
sus homólogos provenientes de intestinos. El 
papel de estos aislamientos en este microam-
biente y su participación en la fisiología de las 
pupas permanece como incógnita.

A pesar de las diferencias en cuanto a tipo 
de muestra analizada y metodología de iden-
tificación entre las colecciones analizadas, se 
logra observar un comportamiento enzimático 
similar para el conjunto de aislamientos bac-
terianos provenientes de orugas. En ambas 
poblaciones existen dos subgrupos que se dis-
tinguen de acuerdo con su patrón de secreción 
de enzimas (Fig. 3). Por un lado, la mayoría de 
aislamientos de la familia Enterobacteriaceae 
presentaron un alto porcentaje de actividad 
lipolítica y quitinolítica, pero no muestran 
actividad amilásica, celulolítica y xilanolíti-
ca. Exactamente lo contrario sucede con los 
bacilos Gram-positivos como B. thuringiensis. 
Los árboles fenotípicos construidos permiten 
corroborar las similitudes en el comporta-
miento enzimático de ambas colecciones de 
microorganismos. Si bien es cierto que el 
árbol de la colección de A. zugana es más 
homogéneo que el de R. lebeau, en ambos 
casos se distinguen tres grupos de aislamien-
tos con un comportamiento enzimático simi-
lar. Estos árboles no establecen ningún tipo de 
relación filogenética, más bien agrupan a los 
microorganismos estudiados de acuerdo con su 
capacidad de utilizar los sustratos analizados, 
y sugiere una posible relación ecológica más 
que evolutiva.
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Fig. 2. Agrupamiento de los aislamientos bacterianos provenientes de R. lebeau de acuerdo con sus actividades enzimáti-
cas. El árbol fue construido empleando el programa informático Treecon para Windows, versión 1.3b (Van de Peer y de 
Wachter 1994), usando el método de Neighbor-Joining. Para cada aislamiento, se asignó un valor de 1 ó 0 para cada ensayo 
enzimático, según este fuese positivo o negativo. La matriz obtenida se proceso según las indicaciones del programa infor-
mático. Más detalles sobre la construcción del árbol se hallan en la sección de materiales y métodos. Aislamientos obtenidos 
del contenido de pupas poseen una letra “P” al final de su código de identificación. Este es un árbol fenotípico basado en 
actividades enzimáticas y no refleja necesariamente relaciones filogenéticas entre los aislamientos evaluados. Ver texto para 
interpretación de los resultados.
Fig. 2. Grouping of bacterial isolates obtained from R. lebeau according to their enzymatic activities. The tree was con-
structed employing the software Treecon for Windows, version 1.3b (Van de Peer and de Wachter 1994), using the Neighbor-
Joining algorithm. For each isolate, a value of 1 or 0 was assigned for each enzymatic test, depending on whether the test 
was positive or negative. The obtained matrix was processed according to the instructions of the Treecon software. For more 
details on the construction of the tree, see materials and methods. Isolates obtained from pupae samples are labeled with a 
letter “P” after their identification code. This is a phenotypic tree based on enzymatic activities and does not reflect neces-
sarily phylogenetic relationships between the isolates evaluated. See text for interpretation of the obtained results.
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La implicación de estos hallazgos en 
la ecología del intestino como microhábitat 
requiere estudios más profundos y complejos. 
La alta competencia en el intestino de las oru-
gas podría fomentar la aparente especialización 
en sustratos. Las enterobacterias constituyen 
los aislamientos más frecuentes en ambas 
poblaciones, hallazgo que concuerda con estu-
dios similares en tractos digestivos de otros 
insectos (Eutick et al. 1978, Ulrich et al. 1981, 
Demaio et al. 1996). Podría ser ventajoso para 
el resto de microorganismos aprovechar aque-
llos sustratos que las enterobacterias no pueden 
utilizar (almidón, celulosa, xilano), en lugar de 
competir con ellas por los mismos sustratos. No 
obstante, la aparente especialización observada 
podría explicarse en el sentido inverso, es decir, 

que las enterobacterias se han concentrado en 
aquellos sustratos inaccesibles para el resto de 
las bacterias que colonizan este hábitat. 

Adicionalmente, el comportamiento 
enzimático descrito podría ser resultado de 
adaptaciones para sobrevivir en un nicho parti-
cular. Se ha demostrado que xilanasas y celula-
sas son importantes para colonizar la superficie 
de hojas, por lo que se les ha relacionado con 
patogenicidad en plantas (Lucas 1998). Quizá 
los bacilos Gram-positivos están más adap-
tados a vivir en la superficie de hojas que en 
el intestino de las orugas, aunque la presencia 
de tejido vegetal dentro del intestino podría 
representar para ellos una fuente de energía. 
Por otro lado, sustratos como lípidos y quitina 
son mucho más abundantes dentro del intestino 

Fig. 3. Porcentaje de positividad en actividades enzimáticas evaluadas para diferentes grupos de aislamientos bacte-
rianos. De todos los aislamientos bacterianos evaluados en este estudio, se seleccionaron cuatro grupos para comparar 
su comportamiento enzimático: aislamientos de la familia Enterobacteriaceae provenientes de A. zugana, aislamientos de 
Enterobacteriaceae provenientes de R. lebeau, bacilos Gram-positivos aislados de A. zugana y bacilos Gram-positivos aisla-
dos de R. lebeau. El porcentaje de positividad corresponde a la relación entre el número de aislamientos positivos para una 
determinada actividad y el número de aislamientos evaluados en cada categoría. Detalles sobre la realización de los ensayos 
enzimáticos se hallan en la sección de materiales y métodos. Ver texto para interpretación de los resultados.
Fig. 3. Percent of positive enzymatic activity tests for selected groups of bacterial isolates. From all evaluated bacterial 
isolates in this study, four groups were selected to compare their enzymatic profile: isolates of the Enterobacteriaceae fam-
ily obtained from A. zugana, Enterobacteriaceae isolates obtained from R. lebeau, Gram-positive bacilli obtained from A. 
zugana and Gram-positive bacilli obtained from R. lebeau. The percent of positive tests corresponds to the relation between 
the number of isolates with positive activity for a certain enzymatic activity and the total number of isolates evaluated for 
such activity in each group. For details on the execution of the enzymatic tests, see materials and methods. See text for 
interpretation of the obtained results.
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de orugas que en la superficie de las hojas. La 
degradación de estos sustratos, casi exclusiva 
de enterobacterias, podría reflejar una adapta-
ción de este grupo al intestino. Muchas de las 
especies bacterianas analizadas en este trabajo, 
tanto enterobacterias como bacilos Gram-
positivos, han sido halladas como endófitos 
en diferentes plantas (Kobayashi y Palumbo 
2000) Las condiciones particulares del intes-
tino podrían seleccionar aquellos microorga-
nismos con mayor capacidad enzimática. Para 
confirmar estas hipótesis es necesario analizar 
el comportamiento enzimático de un mayor 
número de aislamientos provenientes de hojas 
de plantas hospederas. A la vez, es importante 
señalar que las características de este estudio 
no permiten afirmar que las enzimas estudia-
das estén siendo expresadas por las bacterias 
dentro del intestino del insecto. La respuesta 
a esta incógnita permanece abierta a futuras 
investigaciones.

Para cada sustrato evaluado se obtuvo una 
subcolección de aislamientos bacterianos con 
actividad enzimática, a partir de un ambiente 
extremo como el tracto digestivo de orugas. Esto 
podría representar un punto de partida para estu-
dios posteriores en los que se desee profundizar 
en una actividad en particular. Todas las activi-
dades evaluadas han sido utilizadas en distintos 
procesos de importancia económica y son de uso 
común en la industria. Sin embargo, las quitinasas 
son las enzimas dentro de este grupo que poseen 
mayor número de aplicaciones biotecnológicas, 
sobre todo en el control biológico de plagas agrí-
colas (Cohen-Kupiec y Chet 1998, Patil et al. 
2000). Diferentes quitinasas han sido aisladas, 
purificadas y clonadas a partir de diversas bac-
terias, principalmente especies de los géneros 
Bacillus, Enterobacter, Serratia, Pseudomonas, 
Vibrio, Aeromonas y Streptomyces (Thompson 
et al. 2001). En este estudio, se obtuvieron 23 
aislamientos quitinolíticos a partir de muestras 
de A. zugana. De ellos, 21 aislamientos corres-
pondían a enterobacterias y solamente dos a 
bacilos Gram-positivos (ninguno de ellos B. thu-
ringiensis). En el caso de R. lebeau, de 13 aisla-
mientos quitinolíticos, 12 pertenecen a la familia 
Enterobacteriaceae y solamente uno corresponde 

al género Pseudomonas. Por tanto, en los aisla-
mientos de tractos digestivos de orugas analiza-
dos, la actividad quitinolítica es prácticamente 
exclusiva de enterobacterias, principalmente de 
la especie Serratia marcescens. 

B. thuringiensis es considerado un exitoso 
agente microbiano de control biológico y es 
empleado en una gran variedad de bioinsecti-
cidas en el mundo entero (Barboza-Corona et 
al. 1999). Su presencia en tractos digestivos 
de orugas en ecosistemas protegidos resul-
ta interesante, pues las orugas que constitu-
yen plagas agrícolas son blancos usuales de 
las proteínas insecticidas de B. thuringiensis 
(Hofte y Whiteley 1989). Se ha demostrado 
que las quitinasas tienen un efecto sinérgico 
con las proteínas insecticidas de B. thuringien-
sis, incrementando la capacidad de la bacteria 
para inducir patología en insectos (Sampson y 
Gooday 1998). Este sinergismo se debe a que 
las quitinasas degradan la membrana peritró-
fica del intestino del artrópodo, facilitando el 
acceso de las toxinas a sus células blanco, las 
células epiteliales del tracto digestivo (Regev 
et al. 1996). Aunque se han identificado cepas 
de B. thuringiensis productoras de quitinasas 
(Barboza-Corona et al. 1999, Rojas-Avelizapa 
et al. 1999), nosotros no hallamos aislamientos 
de esta bacteria con actividad quitinolítica. 
Dicha actividad tampoco fue detectada en 25 
aislamientos de B. thuringiensis provenientes 
de plantas hospederas, intestinos y heces de 
orugas tropicales (Rodríguez 2001). Por lo 
tanto, la degradación de quitina en el micro-
ambiente bajo estudio parece ser exclusiva de 
enterobacterias, al menos en el apartado de 
bacterias cultivables aerobias. 

Finalmente, es importante indicar que este 
estudio consideró solamente bacterias culti-
vables en medios ricos y aerobios, las cuales 
representan una pequeña fracción de la micro-
biota presente en los materiales analizados 
(Hugenholtz et al. 1998). De igual modo, los 
ensayos enzimáticos fueron realizados a pH 
neutro, por lo que no se valoraron enzimas 
cuya actividad es observable únicamente en 
medio alcalino. Por lo tanto, el potencial bio-
tecnológico de las bacterias en el microhábitat 
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del intestino de orugas y el contenido de pupas 
podría ser mayor. El uso de métodos tradi-
cionales de aislamiento de bacterias y detec-
ción de actividad enzimática representa una 
alternativa complementaria a las técnicas de 
Biología Molecular independientes de cultivo. 
Los resultados de este trabajo podrán servir de 
referencia para investigaciones orientadas al 
aprovechamiento biotecnológico de los micro-
organismos que habitan en intestinos de orugas, 
tanto en la industria como en la agricultura.
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RESUMEN

El tracto digestivo de orugas constituye un micro-
ambiente extremo, debido a su elevado pH y presencia 
de sustancias antimicrobianas secretadas por el insecto o 
derivadas del tejido vegetal ingerido. Al mismo tiempo, el 
intestino alberga gran cantidad de alimento, por el cual los 
microorganismos presentes podrían competir entre sí y con 
su hospedero. Existe poca información sobre la microbiota 
asociada con el intestino de orugas tropicales, aunque se ha 
demostrado la presencia de bacterias de diversos géneros 
tanto en el intestino como en el interior de pupas. El estudio 
de las actividades enzimáticas de estos microorganismos 
constituye un punto de partida en la comprensión de la 
posible relación metabólica y fisiológica que establecen 
con sus hospederos, a la vez que permite investigar enzi-
mas con potenciales aplicaciones biotecnológicas. En este 
trabajo se evaluó la presencia de actividades gelatinolítica, 
caseinolítica, esterásica, lipolítica, quitinolítica, amilásica, 

celulolítica y xilanolítica en dos colecciones de aisla-
mientos bacterianos provenientes de tractos digestivos de 
orugas y de pupas de los lepidópteros Automeris zugana y 
Rothschildia lebeau. Se utilizaron ensayos bioquímicos tra-
dicionales para detectar enzimas secretadas en condiciones 
aerobias, en las que ambas colecciones exhibieron un 
comportamiento enzimático similar. Ningún aislamiento 
produjo un resultado positivo en todas las pruebas, pero 
como conjunto ambas colecciones fueron capaces de 
utilizar todos los sustratos evaluados. Los aislamientos 
obtenidos de pupas presentaron prácticamente las mismas 
actividades que sus homólogos provenientes de intestinos. 
En ambas colecciones fue posible agrupar los aislamien-
tos de acuerdo con su patrón de producción de enzimas. 
Además de un conjunto heterogéneo de aislamientos poco 
activos (dos o menos actividades), se destacan dos grupos 
muy activos (al menos cinco actividades), que manifiestan 
una aparente especialización en los sustratos que utilizan. 
El primero de ellos está constituido exclusivamente por 
miembros de la familia Enterobacteriaceae, los cuales 
exhibieron un alto porcentaje de positividad en actividades 
lipolítica y quitinolítica, pero no demostraron la expresión 
de las actividades amilásica, celulolítica ni xilanolítica. El 
segundo grupo, formado en su gran mayoría por bacilos 
Gram-positivos, presenta la situación opuesta: alta positi-
vidad en actividades amilásica, celulolítica y xilanolítica, 
no detección de actividad quitinolítica y pocos aislamientos 
con actividad lipolítica. Este trabajo pretende ser la base de 
futuras investigaciones que exploren el potencial biotecno-
lógico de aislamientos bacterianos provenientes del tracto 
digestivo de orugas. 

Palabras clave: Saturniidae, oruga, enzimas bacteria-
nas, Automeris zugana, Rothschildia lebeau, Área de 
Conservación Guanacaste, Costa Rica.
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