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Introducción

El dengue es una enferme-
dad febril aguda causada por 
la infección con cualquiera de 
los cuatro serotipos del virus, 
transmitidos al hombre por el 
mosquito Aedes sp. La infec-
ción viral causa un espectro 
de manifestaciones clínicas, 
desde una enfermedad febril 
leve hasta un cuadro hemor-
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rágico severo y fatal (Chávez, 
2007). La incidencia del den-
gue ha aumentado exponen-
cialmente en los últimos años 
a escala mundial, y la reduc-
ción del vector continúa sien-
do la única alternativa viable 
para el control de la enferme-
dad (Gato et al., 2008).

El empleo de insecticidas 
químicos ha permitido de for-
ma rápida y eficiente disminu-

ir los problemas causados por 
insectos que actúan como 
vectores de enfermedades o 
como plagas, provocando da-
ños considerables en cultivos 
agrícolas de interés económi-
co. Sin embargo, el uso irra-
cional y excesivo de químicos 
genera problemas como la 
contaminación del ambiente, 
la pérdida de efectividad de 
los insecticidas y la reducción 

de la biodiversidad, entre 
otros (Bernal, 2011).

Bacillus thuringiensis es la 
bacteria entomopatógena más 
usada como biopesticida con-
tra vectores de enfermedades 
humanas (dengue, malaria, 
fiebre amarilla, filariasis), en 
la protección de especies ve-
getales y agricultura comer-
cial. B. thuringiensis tiene 
diversas ventajas que derivan 
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RESUMEN

Los insecticidas químicos pueden ser tóxicos y causar la 
degradación del medio ambiente; en consecuencia, el control 
biológico de insectos representa una alternativa con bajo im-
pacto ecológico. Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram-
positiva formadora de esporas, que produce cristales paraspo-
rales de naturaleza proteica, compuesta por delta endotoxinas 
que son tóxicas para un alto número de insectos y son biode-
gradables e inocuas para otras especies. En el presente traba-
jo se aislaron, a partir de muestras de suelo, 13 cepas nativas 
de B. thuringiensis identificadas mediante medios selectivos 

y el sistema BBL CRYSTAL. En la caracterización molecular 
utilizando cebadores específicos para la identificación de los 
genes cry1, cry2, cry3 y cry4; ocho aislados presentaron el 
gen cry3 y dos aislados el gen cry4. Estos dos últimos aisla-
dos se utilizaron en un bioensayo en larvas de Aedes aegypti 
para determinar su efecto toxico, mostrando que en el ensayo 
preliminar de toxicidad el aislado BtUDES2 presentó una leta-
lidad del 56,67%. En la apreciación de la concentración letal 
del mismo aislado, se determinó una concentración letal media 
de 11,4333ng·ml-1 y concentración letal total de 17,1542ng·ml-1.
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SUMMARY

Chemical insecticides can be toxic and cause environmental 
degradation. Therefore, biological control of insects represents 
an alternative of low ecological impact. Bacillus thuringien-
sis is a spore-forming Gram-positive bacterium that produces 
parasporal crystals of a proteic nature, formed by delta en-
dotoxins that are toxic to a large number of insects and are 
biodegradable and innocuous to other species. In the present 
work 13 native strains of B. thuringiensis were isolated from 
soil samples and identified by selective methods and the BBL 
CRYSTAL method. In the molecular characterization utilizing 

specific primers for the identification of cry1, cry2, cry3 y cry4 
genes, eight isolates presented the cry3 gene and two presented 
the cry2 gene. These two latter isolates were used in a bio-
assay on Aedes aegypti larvae to determine their toxic effect, 
showing that the preliminary toxicity essay of the BtUDES2 
isolate presented a lethality of 56.67%. When determining the 
lethal concentration of this same isolate, an average lethal 
concentration of 11.4333ng·ml-1 and a total lethal concentration 
of 17.1542ng·ml-1 were found.
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principalmente de su alta es-
pecificidad contra los insec-
tos susceptibles, su inocuidad 
hacia el medio ambiente, la 
entomofauna benéfica y de-
más organismos vivos, inclu-
yendo el hombre, además de 
una incidencia escasa de fe-
nómenos de resistencia. B. 
thuringiensis representa 
~90% del mercado de biopes-
t icidas, el cual asciende a 
600×106 USD (López-Pazos y 
Cerón, 2010).

B. thuringiensis produce 
toxinas insecticidas de tipo 
proteico que son sintetizadas 
durante la esporulación y se 
depositan como inclusiones 
cristalinas paraesporales 
(Sauka y Benintende, 2008). 
La acción de las endotoxinas 
comienza cuando la larva 
consume la toxina contenida 
en el cristal y ésta ataca la 
pared del intestino, que co-
mienza a romperse y final-
mente la larva muere por sep-
ticemia. B. thuringiensis var. 
israelensis sintetiza las proteí-
nas Cry IVA, Cry IVB, Cry 
11A y Cyt 1A, que resultan 
tóxicas individualmente para 
varios géneros de mosquitos 
(Gato et al., 2008).

La resistencia presentada 
por los insectos blanco y la 
poca persistencia de los bio-
preparados en el medio, su-
gieren la realización de inves-
tigaciones que permitan la 
identificación de nuevos aisla-
dos nativos de B. thuringien-
sis con mayor toxicidad y ma-
yor permanencia. La determi-
nación bioquímica no es una 
herramienta lo suficientemente 

específica en la identificación, 
mientras que las técnicas mo-
leculares permiten la caracte-
rización de microorganismos 
logrando su determinación a 
nivel inter o intraespecífico 
(Fernández et al., 2010).

B. thuringiensis pertenece 
al grupo B. cereus que tam-
bién incluye a B. anthracis y 
B. mycoides. Las relaciones 
taxonómicas entre miembros 
de este grupo no está clara y 
las diferencias entre B. thurin-
giensis y B. cereus son muy 
pocas, basándose únicamente 
en la producción de proteína 
cristal insecticida por parte de 
B. thuringiensis (Drobniewski, 
1994).

En el presente estudio se 
realizó un bioensayo de toxi-
cidad en larvas de A. aegypti 
con B. thuringiensis identifi-
cados con genes cry4 por 
PCR y aislados a partir de 
muestras de suelo.

métodos

Toma de muestras

Se recolectaron muestras de 
suelo procedentes de zonas 
boscosas o rurales poco inter-
venidas, de pastizales y rizos-
feras de árboles, en los muni-
cipios de Cúcuta, El Zulia, 
Los Patios, San Cayetano y 
Villa del Rosario, Norte de 
Santander, Colombia. En cada 
caso se tomó 200g de suelo 
extraído a una profundidad de 
5-10cm; de cada muestra se 
registró in situ la localización 
y las características físicas del 
sitio de muestreo, y ex situ se 

determinó pH y textura del 
suelo. Las muestras fueron 
secadas a 24ºC durante 24h.

Aislamiento de B. thuringiensis

Se utilizó el método descri-
to por Carreras en el 2009, 
con algunas modificaciones: 
500mg de suelo en 10ml de 
agua destilada estéril fueron 
incubados a 65°C por 30min 
con agitación vigorosa. Se 
sembraron 100μl de las mues-
tras en medio LB solido (10g 
triptona, 10g NaCl, 5g extrac-
to de levadura y 15g agar por 
litro) y se incubaron a 28-
30°C durante 24h. Se exami-
naron las colonias crecidas y 
se seleccionaron por su aspec-
to y morfología mediante ob-
servación al microscopio este-
reoscópico. Se determinó la 
forma bacilar, distensión del 
esporangio, localización y 
morfología de la espora me-
diante observación con tinción 
diferencial de verde malaqui-
ta. Para la revisión del cristal 
paraesporal se utilizó la tin-
ción diferencial de verde 
malaquita.

Caracterización mediante 
BBL® CRYSTAL®

Se realizó la identificación 
bioquímica utilizando BBL 
CRYSTAL Gram Positivo/GP 
(Becton Dickinson).

Identificación molecular

Para la obtención del ADN 
de los aislados y controles 
positivos (B. thuringiensis var. 

israelensis, B. thuringiensis 
var. kurstaki y B. thuringien-
sis var. san diego) se utilizó 
el UltraClean® Microbial 
DNA Isolation Kit de MoBio. 
En la identificación molecular 
por PCR se emplearon los 
cebadores CJI-1 tgtagaagagga-
agtctatcca y CJI-2 tatcggtttct-
gggaagta para genes cry1 
(Bozlağan et al., 2010); cry2A 
taaagaaagtggggagtctt y cry2B 
aactccatcgttatttgtag para genes 
cry2 (Sauka et al., 2005); 
CJIII20 ttaaccgttttcgcagaga y 
CJIII21 tccgcacttctatgtgtccaag 
para genes cry3 (Öztürk et 
al., 2008); y cry4BspeF cgtttt-
caagacctaataatataatacc y 
cry4BspeR cggcttgatctatgtca-
taatctgt para genes cry4 (Iba-
rra et al., 2003). Las muestras 
de ADN fueron amplificadas 
en un volumen final de 50μl 
conteniendo 1X buffer para 
PCR, 2,5mM MgCl2, 200μM 
dNTP, 1U de Taq polimerasa 
(Bioline), 1μM de cada primer 
y 2μl de ADN. Las condicio-
nes de la amplificación con-
sistieron en una desnaturaliza-
ción inicial a 95°C por 5min 
seguida de 30 ciclos de 95°C 
por 1min, 60°C por 30s y 
72°C por 1min; y una exten-
sión final a 72°C por 7min. 
Los productos de la PCR fue-
ron visualizados en geles de 
agarosa al 1% y teñidos con 
bromuro de etidio.

Bioensayo

Se determinó el efecto toxi-
co de los aislados de B. thu-
ringiensis sobre A. aegypti con 
el siguiente procedimiento:

CARACtERIzAÇÃo moLECuLAR dE GEnES cry1, cry2, cry3 e cry4 Em ISoLAdoS dE Bacillus thuringiensis E 
dEtERmInAÇÃo dA SuA AtIVIdAdE BIoInSEtICIdA Em LARVAS dE Aedes aegypti
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RESUMO

Os inseticidas químicos podem ser tóxicos e causar a degra-
dação do meio ambiente; em consequência, o controle bioló-
gico de insetos representa uma alternativa com baixo impacto 
ecológico. Bacillus thuringiensis é uma bactéria Gram-positiva 
formadora de esporas, que produz cristais parasporais de na-
tureza proteica, composta por delta endotoxinas que são tó-
xicas para um alto número de insetos e são biodegradáveis e 
inócuas para otras espécies. No presente trabalho foram isola-
dos, a partir de amostras de solo, 13 cepas nativas de B. thu-
ringiensis identificadas através de meios selectivos e o sistema 

BBL CRYSTAL. Na caracterização molecular utilizando ceba-
dores específicos para a identificação dos genes cry1, cry2, 
cry3 e cry4; oito isolados apresentaram o gen cry3 e dois iso-
lados o gen cry4. Estes dois últimos isolados se utilizaram em 
um bioensaio em larvas de Aedes aegypti para determinar seu 
efeito tóxico, mostrando que no ensaio preliminar de toxicida-
de o isolado BtUDES2 apresentou 56,67% de letalidade. Na 
apreciação da concentração letal do mesmo isolado, se deter-
minou uma concentração letal média de 11,4333ng·ml-1 e con-
centração letal total de 17,1542ng·ml-1.
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Cría de larvas A. aegypti-
Rockefeller. Colocar huevos 
en agua declorada en bande-
jas esmaltadas de 25×40cm; 
utilizar comida para pollos 
como dieta y mantener a 26 
±2ºC por un fotoperiodo de 
12/12h. No exceder una po-
blación de 700 larvas por 
bandeja. Entre los cinco y 
siete días se obtienen larvas 
en tercer o cuar to estadio 
con 4-5mm de longitud.
Ensayo preliminar de toxici-
dad (EPT). Depositar 10 lar-
vas en tercer estadio en reci-
pientes de plástico con 100ml 
de agua, por triplicado para 
cada aislamiento y control; 
adicionar 1ml de los aislados 
cultivados en medio T3 (Ca-
r reras, 2009). Repetir el 
bioensayo en tres momentos 
diferentes para corregir varia-
ciones en el desarrollo del 
insecto, condiciones locales o 
procedimientos experimenta-
les (Martínez, 2004). La lec-
tura de la mortalidad se regis-
tra a las 24 y 48h. Si se pre-
senta una mortalidad >20% 
en el testigo, el bioensayo es 
anulado (OMS, 2005).
Determinación de la concen-
tración letal media (CL50). 
Los aislados que presentaron 
mortalidad >50% en el EPT, 
fueron sometidos a un segun-
do ensayo en tres momentos 
diferentes para establecer la 
concentración letal media 
(CL50) con el método de peso 
seco propuesto por la OMS 
(2005). Los resultados de 
mortalidad para determinar 
CL50 fueron evaluados con el 
programa Probit.

Resultados

Identificación con medios 
selectivos y pruebas 
bioquímicas

Las 45 muestras de suelo 
recolectadas en los municipios 
de Cúcuta, El Zulia, Los Pa-
tios, San Cayetano y Villa del 
Rosario, Norte de Santander, 
presentaron una textura pre-
dominante arcillosa-arenosa y 
un pH entre 4,5 y 9,7.

En el aislamiento de B. 
thuringiensis a partir de las 
muestras de suelo se selec-

cionaron 151 colonias por 
presentar la siguiente morfo-
logía: colonia mediana a 
grande, plana, de borde irre-
gular lobulado y/o arbores-
cente, consistencia blanda, 
aspecto opaco/mate, pigmen-
tación blanco cremoso. De 
estas se escogieron 72 colo-
nias por ser bacilos Gram 
positivos, de las cuales 13 
presentaron esporas de forma 
cilíndrica u ovoide no defor-
mante del cuerpo del bacilo 
en posición terminal o sub-
terminal, y con la presencia 
del cristal. Estos 13 aislados 
fueron procesados para su 
identificación bioquímica y 
molecular. Mediante el siste-
ma BBL CRYSTAL Gram 
Positivo/GP se identificaron 
los 13 aislados como B. ce-
reus.

Identificación molecular

En el análisis molecular 
mediante PCR se logró deter-
minar genes cry en 10 de los 
13 aislados. En la identifica-
ción de los genes cry3 usan-
do los cebadores CJIII20 y 
CJIII21 se observó un pro-
ducto de 652pb en un aislado 
y de 733pb en siete aislados 
y dos controles positivos (B. 
thuringiensis var. kurstaki y 
B. thuringiensis var. san die-
go; Figura 1a), siendo la am-
plificación la esperada según 
Öztürk et al. (2008). En la 
identif icación de los genes 
cry4 con los cebadores 

cry4BspeF y cry4BspeR se 
reconocieron dos aislados y 
el control positivo B. thurin-
giensis var. israelensis, am-
plif icando una banda de 
321pb (Figura 1b), que co-
rresponde a lo esperado se-
gún Ibarra et al. (2003). No 
se observó amplificación en 
la identificación de los genes 
cry1 y cry2.

Bioensayo

Para la realización del 
bioensayo se utilizaron los 
aislados de B. thuringiensis 
con genes cry4 caracteriza-
dos por PCR, denominados 
en esta investigación como 
BtUDES1 y BtUDES2. Las 
toxinas CryIV de B. thurin-
giensis presentan efecto tóxi-
co contra dípteros (Fernan-
dez-Luna, et al., 2009; Wirth 
et al., 2010).
Ensayo preliminar de toxici-
dad. El aislado BtUDES2 re-
portó toxicidad en los tres 
ensayos realizados con valo-
res ent re 40 y 73,33% de 
mortalidad, con una media 
de 56,66% y con una desvia-

ción estándar de 13,59. La 
muerte de las larvas se evi-
denció por el ennegrecimien-
to de la par te infer ior del 
abdomen, causada por la des-
integración de las paredes del 
intestino (Rodríguez, 2008).
Determinación de la concen-
tración letal media (CL50). 
Reportes de la OMS (2005) 
indican que los preparados 
de B. thuringiensis var. is-
raelensis ut il izados como 
biocontroladores de Aedes 
sp., contienen aproximada-
mente una CL50 de 10ng·ml-1. 
En el bioensayo de toxicidad 
se determinó una CL50 de 
11,4333ng·ml-1 (Tabla I), es 
decir que para alcanzar un 
50% de mor talidad en los 
insectos es necesar io una 
dosis de 11,4333ng·ml-1 del 
bioinsecticida. También se 
calculó una CL100 de 
17,1542ng·ml-1.

discusion

Se realizaron aislamientos a 
partir de muestras de suelo, 
de acuerdo a lo descrito por 
Casmuz et al. (2010), quienes 

TABLA I
VALoRES ESTADíSTICoS DE LAS CoNCENTRACIoNES 

LETALES AL 50% (CL50) DEL AISLADo BTUDES2 
SoBRE LARVAS DE A. aegypti

Aislado CL50 (ng·ml-1) IC x2 b
BtUDES2 11,433 0,196-0,338 1,729 0,267

IC: Intervalos de confianza (95%), x2: chi-cuadrado, b: pendiente.

Figura 1. Identificación mediante PCR de genes cry3 y cry4.
a: identificación por PCR de genes cry3 utilizando los cebadores CJIII20 y CJIII21. Líneas 1-7: aislados de 
B. thuringiensis; líneas 8 y 9: controles positivos de B. thuringiensis var. kurstaki y B. thuringiensis var. san 
diego; línea 1: marcador de peso molecular Hyperladder IV de Bioline®. Se observa en la línea 1 una banda 
de ~652pb; y en las líneas 2-6 y 8-9 una banda de ~733pb.
b: identificación de genes cry4 utilizando los cebadores cry4BspeF y cry4BspeR. Líneas 1-6 y 8-13: aislados 
de B. thuringiensis, línea 7: marcador de peso molecular Hyperladder II de Bioline®. Se observa en las líneas 
6 y 12 una banda de ~321pb.
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sugirieron que el hábitat nor-
mal de B. thuringiensis es el 
suelo. Se encontró que el nú-
mero de aislados positivos de 
B. thuringiensis fue bajo (13 
aislados) en relación al núme-
ro de muestras tomadas en 
diferentes municipios de Nor-
te de Santander (45 muestras). 
Esto es probablemente debido 
a que las características de 
los suelos donde fueron toma-
das las muestras no sean las 
apropiadas para el aislamiento 
de B. thuringiensis, provocado 
tal vez por la intervención del 
hombre en la incorporación 
de productos químicos que 
desestabilizan la microbiota 
del suelo, o posiblemente de-
bido a características natura-
les del suelo, que actúan de 
manera antagónica en la per-
manencia de B. thuringiensis 
en el ambiente.

Por otra parte, Travers et 
al. (1989) determinaron la 
distribución y abundancia de 
aislados de esta especie en 
los cinco continentes, y en-
contraron que los suelos de 
Asia eran extraordinariamen-
te ricos en B. thuringiensis. 
Esto indica que el número de 
aislados depende más de la 
región muestreada que del 
método utilizado para el ais-
lamiento del microorganismo, 
explicando la posible causa 
del bajo número de aislados 
obtenidos en este trabajo.

B. cereus y B. thuringien-
sis son bioquímicamente 
idénticos, diferenciándose 
únicamente en la producción 
del cristal parasporal. El sis-
tema BBL CRYSTAL no in-
cluye a B. thuringiensis en su 
base de datos, y los aislado 
fueron identificados como B. 
cereus. Debido a la identifi-
cación del cristal paraesporal 
en los aislados se confirma 
que estos corresponden a B. 
thuringiensis.

La identificación especifica 
de los genes cry de B. thurin-
giensis puede ser utilizada 
como una herramienta de ca-
racterización molecular para 
establecer la toxicidad del mi-
croorganismo en un determi-
nado orden de insectos. Se 
conoce que los genes cry1 se 
relacionan con la toxicidad en 
lepidópteros, los genes cry2 

son tóxicos en lepidópteros y 
dípteros (Rosales-Reyes et al., 
2003), los genes cry3 contra 
coleópteros y los genes cry4 
contra dípteros. (López-Pazos 
y Cerón, 2010). En este trabajo 
se logró la identificación de 
genes cry3 y cry4 en 10 aisla-
dos de B. thuringiensis. Cerón 
et al. (1995) diseñaron y utili-
zaron los cebadores CJIII20 y 
CJIII21, identificando diferen-
tes genes cry3 con un rango 
de productos entre 652 y 
733pb. Los genes identificados 
fueron cry3A con 703pb 
(Y00420); cry3B y cry3C con 
709pb (X17123 y M98794); 
cry3Cgall, cry3Cb y cry3Cc 
con 694 (M64478, U04367 y 
U04368); cry3D8 con 718pb 
(X59797); cry3F con 652pb 
(U04366); y cry3G con 733pb 
(U04365).

Los aislados BtUDES1 y 
BtUDES2 identificados por 
PCR con genes cry4, son po-
tenciales biocontroladores de 
dípteros y coleópteros. Estos 
insectos son plagas que gene-
ran enormes pérdidas en cul-
tivos de interés agronómico y 
vectores de enfermedades en 
humanos. El empleo de estos 
biocontroladores disminuiría 
el uso de insecticidas quími-
cos que no son selectivos y 
que ocasionan daños en el 
ambiente.

En el ensayo cualitativo de 
toxicidad se utilizó 1ml del 
cultivo completo final de los 
aislados BtUDES1 y BtU-
DES2, sin necesidad de de-
terminar su concentración, 
debido a que el objetivo prin-
cipal del EPT es probar de 
manera rápida aislados nati-
vos de B. thuringiensis cuya 
actividad tóxica es descono-
cida, en poblaciones estanda-
rizadas de insectos. Este en-
sayo reportó una toxicidad en 
el aislado BtUDES2 con un 
promedio de 56,67% de leta-
lidad en las tres réplicas. El 
aislado BtUDES2 se seleccio-
nó para la determinación de 
la CL50, estableciéndose un 
valor de 11,4333ng·ml-1, que 
concuerda con lo propuesto 
por la OMS, que dispone que 
los preparados B. thuringien-
sis var. israelensis tienen una 
CL50 para larvas de A. ae-
gypti de ~10ng·ml-1 en agua.

Los aislados de B. thurin-
giensis con genes cry3 iden-
tif icados por PCR en este 
estudio son potenciales con-
troladores de insectos plaga 
del orden Coleóptera, como 
Hypothenemus hampei (broca 
del café), Apriona germari , 
Holotrichia parallela, Diabroti-
ca virgifera (López-Pazos y 
Cerón, 2010).
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