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RESUMEN 
 

Bacillus thuringiensis es el microorganismo más exitoso utilizado en el control 

de plagas agrícolas y de vectores de enfermedades. Su alta variabilidad 

genética permite predecir que en ecosistemas no intervenidos, como el 

manglar, es posible la identificación de cepas nativas con nuevos perfiles de 

cristal, proteicos y genes cry que puedan ser utilizados en agricultura y 

prevención de enfermedades. En este estudio, se recolectaron  26 muestras de 

suelo aledañas a  4 tipos de árboles que componen el ecosistema de manglar 

de la Ciénaga Grande de Santa Marta: Rizophora mangle, Aviscenia 

germinans, Laguncularia racemosa y Conocarpus erectus. Se evaluaron 

parámetros edáficos: granulometría, pH y materia orgánica (M.O). Se aislaron 

115 bacilos esporulados los cuales fueron caracterizados a nivel microscópico 

(100X y 400X), bioquímico (SDS-PAGE) y molecular (M-PCR). Los análisis 

granulométricos mostraron la presencia de arenas finas, medias y gruesas en 

las diferentes muestras. 

 

Se encontraron concentraciones de M.O. medias para L. racemosa (2,23%), A. 

germinans (2,28%), R. mangle (2,66%) y baja para C. erectus (1,35%). El pH 

presentó valores neutros y levemente alcalinos, entre 7,41 y 8,46. 107 cepas 

(93%) fueron positivas para bacilos Gram positivos. De estos 107 bacilos 99 

presentaron cristales paraesporales, el 68,7, 19,2 y 12,1% presentó 1-10,  10-

20 y más de 20 cristales por campo óptico respectivamente. Además, se 

observaron cristales de forma circular, bipiramidal, cuadrangular, triangular y 

amorfo; con asociaciones de 2, 3 y 4 formas diferentes de cristal en una sola 

cepa, obteniéndose 11 perfiles morfológicos. Extractos crudos de  las 99 cepas 

de Bt incubadas en LB modificado fueron sonicados y posteriormente se obtuvo 

el perfil electroforético de proteínas.  

 

El 86.9% presentó perfiles electroforéticos claros de proteínas produciendo 

bandas entre 6,5 y 158 KDa. Se encontraron cepas que revelaron  desde una 

banda (13,13%), hasta 17 bandas (1%), siendo 7 bandas el número más 

frecuente (17 %). 71, 67 y 38 cepas revelaron bandas de proteínas con pesos 

asociados con actividades antidípteros, nematicidas y antilepidópteros, 
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anticoleópteros, y antihimenópteros respectivamente. Se utilizaron 2 mezclas 

de oligonucleótidos que permiten amplificar fragmentos de genes de las 

familias cry1- cry4 y cry3- cry2. Las condiciones óptimas para la PCR se 

consiguieron para la MixA (cry1 y cry4) empleando la mezcla de reacción que 

contenía 0,2 µM de oligonucleótidos; 2 mM de MgCl2, 100 ng de ADN, 150 µM 

DNTPs, 1X Buffer y 0,5 U de Taq Polimerasa. Para la MixB (cry2 y cry3) se 

utilizó 0,2 µM oligonucleótidos, 1U taq polimerasa y 3 mM de MgCl2, 100 ng de 

ADN, 150 µM DNTPs y 1X Buffer. El programa incluyó 35 ciclos que consistían 

en 1 minuto a 94ºC para la denaturación, 40 segundos a  56º  para la 

hibridación y 1 minuto a 72ºC para la elongación. El 67% de las 99 cepas de Bt 

nativas contenía por lo menos un gen cry. Se amplificaron fragmentos de genes 

pertenecientes a las familias cry2 (33,3%), cry1 (28,9%), cry4 (26,3%), cry3 

(6,06%).  Se observó una relación entre genes cry identificados y árboles de 

mangle, A. germinans presentó la mayor relación de genes cry1 observada 

(39,3%) y cry3 (50%). Laguncularia racemosa con el gen cry2 (36,4%) y 

Rhizophora mangle con el gen cry4 (42,3%).  

 

La metodología propuesta predice la actividad biológica potencial contra 

diferentes insectos plaga como un paso previo a los ensayos de toxicidad, que 

son en últimas los que prueban el potencial biológico de las cepas. Los 

resultados obtenidos corroboran la alta biodiversidad de las cepas de Bt 

aisladas en cuanto a formas y número de cristales, bandas de proteínas Cry 

observadas y genes cry identificados, y por lo tanto, de novedosas actividades 

biológicas aún sin explotar en el País.  Esta evaluación, comprueba la inmensa 

riqueza y bondades del ecosistema de manglar en la costa Caribe colombiana, 

este es un ambiente con una diversidad invaluable en esta bacteria, que posee 

un alto interés social por lo que con ella se puede resolver.   

 
 
Palabras claves: Bacillus thuringiensis, Manglares, biopesticidas 
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ABSTRACT 
 

 

Bacillus thuringiensis is the most successful microorganism used in the control 

of agricultural pests and disease vectors. Because his high genetic variability it 

is probable predicts that ecosystems do not intervene, such as mangroves, it is 

possible the identification of native strains with new profiles of Cristal, and 

protein gene cry that can be used in agriculture and disease prevention. In this 

study, 26 soil samples were collected adjacent to 4 types of trees that make up 

the mangrove ecosystem of the Ciénaga Grande de Santa Marta: Rizophora 

mangle, Aviscenia germinans, Laguncularia racemosa and Conocarpus 

erectus. In this study a couple of edaphic parameters were evaluated: grain 

size, pH and organic matter (OM). 115 sporulated bacilli were isolated and were 

characterized at the microscopic (100X and 400X), biochemical (SDS-PAGE) 

and molecular (M-PCR) methods. The granulometric analysis showed the 

presence of fine sand, medium and coarse in the different samples. We found 

concentrations of M.O. medium for L. racemosa (2.23%), A. germinans (2.28%), 

R. mangle (2.66%) and low concentrations of M.O.for C. erectus (1.35%). The 

pH values presented neutral and slightly alkaline, with values between 7.41 and 

8.46. In this study, 107 strains (93%) were positive for Gram positive bacilli. The 

results shows 99 of these 107 bacilli had paraesporal crystals. The number of 

crystal per optical field changed, 68.7, 19.2 and 12.1% had 1-10, 10-20 and 

over 20 crystals, respectively. Different shapes of crystals were found like 

circular, bipiramidal, square, triangular and amorphous. We also found strains 

with associations of 2, 3 and 4 different crystal forms in a single strain, returned 

11 morphological profiles. In this research, crude extracts of 99 Bt strains were 

incubated in a type of amended LB, then these strains were sonic and after that 

the electrophoretic profile of proteins were obtained. The 86.9% had 

electrophoretic profiles of proteins produced clear bands between 6.5 and 158 

KDa. We found that  13.13% of strains revealed only one band, 1% of strains 

revealed 17 bands (1%), and 7 bands was the most common number of bands 

revealed (17%). 71, 67 and 38 strains revealed protein bands with weights 

associated with activities antidípteros, nematicides and antilepidópteros, 

anticoleópteros and antihimenópteros respectively. To molecular characterize 
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we used 2 oligonucleotide mixtures which amplify fragments of genes of 

families cry1-cry4 and cry2-cry3. The optimal conditions for PCR were obtained 

for Mixa (cry1 and cry4) using the reaction mixture containing 0.2 μM 

oligonucleotide, 2 mM MgCl2, 100 ng DNA, 150 µM dNTPs, 1X buffer and 0, 5 

U of Taq polymerase. For MixB (cry2 and cry3) was 0.2 μM oligonucleotides, 

1U Taq polymerase and 3 mM MgCl2, 100 ng DNA, 150 µM dNTPs and 1X 

Buffer. The program included 35 cycles consisting of 1 minute at 94 º C for 

denaturación, 40 seconds at 56 ° for 1 minutes and hybridization at 72 ° C for 

elongation. 67% of the 99 native Bt strains contained at least one gene cry. 

Gene fragments were amplified from families cry2 (33.3%), cry1 (28.9%), cry4 

(26.3%), cry3 (6.06%). There was a relationship between cry genes identified 

and mangrove trees, A. germinans showed the highest ratio observed of cry1 

genes (39.3%) and cry3 (50%). Laguncularia racemosa with cry2 gene (36.4%) 

and Rhizophora mangle with gene cry4 (42.3%). The proposed methodology 

predicts the potential biological activity against different insect pests as a 

prerequisite for toxicity testing, which are the latest to test the biological 

potential of strains. The results corroborate the high biodiversity of the Bt strains 

isolated in form and number of crystals, bands of Cry proteins and observed cry 

genes identified, and thus novel biological activities untapped in the country. 

This evaluation finds the vast wealth and benefits of mangrove ecosystems in 

the Colombian Caribbean coast; this is an invaluable environment with diversity 

in this bacterium, which has a high social interest so that it can be resolved. 

 
 

Keys words: Bacillus thuringiensis, Mangroves, biopesticide 
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parecida a Cry1 y Cry2 de 140 y 60 KDa 

respectivamente); carriles 5 y 6 cepas nativas BTUJTL39 y 

BTUJTL41, se aprecian bandas poco nítidas de 30, 40, y 

60 KDa en BTUJTL41. La electroforesis se corrió en geles 

denaturantes de poliacrilamida al 12% y se tiñeron con 

azul de Coomassie…………………………………………….. 
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Figura 14.   Efecto de suplemento inorgánico en el medio de cultivo  
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sobre el Perfil electroforético (SDS-PAGE) de proteínas 

totales del extracto crudo de esporas y cristales de cepas 

nativas de Bacillus thuringiensis. Carril 1: Perfil de la cepa 

Btk, (proteínas parecidas a Cry1 y Cry2 de 140 y 60 KDa 

respectivamente); Carril 2: Perfil de la cepa Bts, (proteína 

parecida a Cry3 de 60 KDa); Carril 3: Marcador de peso 

molecular PT7702s (BIOLABS); Carril 4: Perfil de la cepa 

Bti, (proteínas parecida a Cyt1A de aprox. 35 KDa); 

carriles 5 y 6 aislados nativos esporulados BTUJTL43 y 

BTUJTL57. Se aprecian bandas poco nítidas de 15, 42, 55 

y 60 KDa en el carril 5  y de 15, 42 y 55 KDa en el carril 6. 

La electroforesis se corrió en geles denaturantes de 

poliacrilamida al 12% y se tiñeron con azul de 

Coomassie............................................................................ 
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Figura 15. Efecto de la sonicación de los extractos crudos de esporas 

y cristales sobre el Perfil electroforético (SDS-PAGE) de 

proteínas totales del extracto crudo de esporas y cristales 

de cepas nativas de Bacillus thuringiensis. Carril 1: 

Marcador de peso molecular PT7702s (BIOLABS); Carril 

2: Perfil de la cepa Btk HD1, (proteínas parecida a Cry1 y 

Cry2 de 140 y 60 KDa respectivamente); Carril 3: Perfil de 

la cepa Bts, (proteína parecida a Cry3 60 KDa); Carril 4: 

Perfil de la cepa Bti, (proteínas parecida a Cyt1A aprox. 35 

KDa); Carriles 5 y 6 cepas nativas BTUJTL27 y 

BTUJTL64. Se aprecian bandas claras de 35, 40, 60, 65 y 

95 KDa en el carril 5 (BTUJTL27). La cepa nativa  

BTUJTL64 reveló bandas de 27, 35, y 65 KDa, entre otras. 

La electroforesis se corrió en geles denaturantes de 

poliacrilamida al 12% y se tiñeron con azul de 

Coomassie……………………………………………………… 
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Figura 16. Perfil electroforético (SDS-PAGE) de proteínas totales del 

extracto crudo de esporas y cristales de cepas nativas de 

Bacillus thuringiensis. Carril 1: Perfil de la cepa Btk HD1 
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(proteínas parecida a Cry1 y Cry2 de 140 y 60 KDa 

respectivamente); Carril 2: Marcador de peso molecular 

PT7702s (BIOLABS); Carril 3:Perfil de la cepa Bts, 

(proteína parecida a Cry3 60 KDa); Carril 4: Perfil de la 

cepa Bti, (proteínas parecida a Cyt1A aprox. 27 KDa); 

Carriles 5, 6, 7, 8 y 9 aislados nativos esporulados 

correspondientes a BTUJTL66, BTUJTL67, BTUJTL68, 

BTUJTL69  y BTUJTL71 respectivamente. Se aprecian 

entre 5 y 17 bandas por cada carril, siendo la más común 

entre 135-140 KDa parecida a Cry1 y Cry4. Los carriles 5, 

7, 8, y 9 revelaron una banda de 60 KDa parecida a Cry3. 

Los carriles 6 y 9 revelaron bandas con pesos parecida a 

proteínas Cyt y el carril 7 reveló una banda de 15 KDa la 

cual no se asocia a ninguna proteína Cyt o Cry. La 

electroforesis se corrió en geles denaturantes de 

poliacrilamida al 12% y los cuales se tiñeron con azul de 

Coomassie……………………………………………………… 
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Figura 17. Extracción de ADN bacteriano total (Carriles 1, 3 y 6) y 

plasmídico (Carriles  2, 4 y 5) por medio del método 

modificado de Sambrook & Rooselt (2001). Se aprecia en 

los carriles 3 y 6, bandas inespecíficas de menor peso, 

que pueden corresponder a plásmidos. Gel de agarosa al 

1% teñido con bromuro de etidio…………………………...... 
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Figura 19. Productos de amplificación por M-PCR de la mezcla A. 

Carril 1: mezcla A, fragmentos de los genes cry1 y cry4, 

amplificados con ADN de Btk y Bti. Carril 2: control 

negativo; carril 3: MW Hyperladder II, (Bioline). Gel de 

agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio (GelDoc-ITTM 
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1. INTRODUCIÓN JUSTIFICADA 
 

Las pérdidas ocasionadas por insectos plaga en cultivos agrícolas y forestales 

constituyen un problema serio para el planeta, dejando pérdidas millonarias y 

requiriendo la aplicación de más de 2,5 millones de toneladas de productos 

químicos por año para su control (de Luna Santillana et al., 2003).  

 

Se han implementado diversos métodos químicos con el fin de controlar insectos 

vectores de enfermedades tropicales (malaria, dengue,  fiebre amarilla, encefalitis 

viral, entre otras); las cuales generan un gran impacto especialmente en los 

sectores más pobres, así como, un gasto económico considerable (Vargas et al., 

2006). El uso indiscriminado de éstos insecticidas químicos ha provocado serias 

implicaciones en la salud humana y problemas medioambientales (ICMR, 2001), 

como la aparición de resistencia de las plagas, el surgimiento de plagas 

secundarias, la eliminación de la fauna benéfica, la contaminación de los 

ecosistemas y la presencia de residuos tóxicos en los alimentos (de Luna 

Santillana et al., 2003).  

 

El control biológico mediante el uso de microorganismos entomopatógenos 

representa una alternativa de menor impacto ecológico para el manejo de insectos 

de importancia económica en la agricultura. Colombia, como país tropical, posee 

una gran diversidad de insectos plaga y benéficos, así como de entomopatógenos 

que contribuyen a la regulación de las poblaciones insectiles (de Luna Santillana 

et al., 2003).  

 

Dentro de los entomapatógenos Bacillus thuringiensis (Bt) es el bioinsecticida más 

utilizado en los últimos 50 años dominando el 2% del mercado global de 

insecticidas (Nester et al., 2008). Los productos basados en Bt, son bastante 

seguros y presentan varias ventajas que facilitan su uso, entre ellas su alta 

especificidad hacia el insecto susceptible, es decir, no producen efectos sobre 

otros animales, plantas e insectos benéficos. El tiempo de permanencia de las 
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proteínas insecticidas denominadas Cry en el ambiente es corto por lo que no 

crean presiones de selección y,  por lo tanto, la aparición de resistencia en las 

poblaciones de insectos es lenta (Ruíz de Escudero et al., 2004).  

 

Las delta-endotoxinas o proteínas Cry son codificadas por genes cry que se 

localizan en plásmidos altamente diversos, hasta la fecha, se han identificado y 

clasificado más de 445 genes cry en 58 familias y 181 subgrupos basados en la 

similaridad de las secuencia aminoácidica Crickmore (2009, En: 

www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/

Investigaciones recientes, han demostrado la presencia de genes cry en 

sedimentos  marinos (Maeda et al., 2000), aunque han sido muy pocos los 

). Estas proteínas poseen actividad 

tóxica contra las larvas de algunos insectos plaga principalmente dípteros 

(Golberg y Margalit, 1977), coleópteros (Krieg et al., 1983), lepidópteros (Höfte y 

Whiteley, 1989), homópteros, orthopteros y mallophaga (Feitelson et al., 1992), 

himenópteros (Bravo et al., 2007).  Además, de otros invertebrados como ácaros, 

platelmintos y nematodos (Feitelson et al. 1992), babosas y caracoles (Gao et al., 

2008), por lo cual, el desarrollo y aplicación de Bt en el biocontrol de plagas y su 

uso potencial en medicina ha traído la atención de innumerables investigaciones 

con el fin de hallar nuevas cepas con un espectro de acción más amplio (Gao et 

al., 2008). 

 

Un gran número de colecciones de Bacillus thuringiensis ha sido caracterizado a 

nivel molecular en varios países incluyendo Egipto, India, China, países Europeos, 

Estados Unidos, México y Brasil. En estos estudios se ha evaluado la distribución 

de los genes cry en los ecosistemas locales (Ohba et al., 2000; Maeda et al., 

2000; Uribe et al., 2003; Wang et al., 2003; Su et al., 2007;Geetha et al., 2007; 

Gao et al., 2008; Apaydin et al., 2008;), encontrando nuevos genes y confirmando 

la ubicuidad de esta bacteria que se ha aislado de todas partes del mundo y en 

diversos ambientes como suelo, hojas de plantas, agua, insectos muertos, 

telarañas, pastos, entre otros (Schneff et al., 1998; Uribe et al., 2003; Bravo et al., 

2007). 

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/�
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estudios sobre Bt a nivel mundial en el ecosistema marino del manglar, Ohba et al. 

(2000), describieron la presencia de Bt en los manglares de las islas de Idiomote-

jima; también, Maeda et al. (2001), en Japón  obtuvieron 18 aislamientos con 

actividad tóxica sobre larvas del insecto Plutella xylostella, 2 con actividad 

insecticida contra larvas de mosquitos y 2 con actividad hemolítica contra células 

cancerígenas humanas (Maeda et al., 2001).  Geetha et al. (2007), aislaron cepas 

nativas del ecosistema de manglar de las islas Andaman-Nicobar en India 

identificando genes cry4A, cry4B, cry11, cry10, cyt1 y cyt2 y aislando Bt subs. 

israeliensis y subs. tochigiensis con actividad contra las larvas de los mosquitos 

Culex quinquefasciatus, Anopheles stephensi y Aedes aegypti.  

 

El ecosistema de manglar se ubica en zonas cercanas al litoral en las franjas 

intermareales de las costas tropicales y subtropicales del planeta, por lo que  las 

especies vegetales que lo componen están morfológicamente alteradas, lo que les 

permite ocupar  suelos inestables con alta salinidad y baja concentración de 

oxígeno; estas modificaciones dependen de cada especie arbórea por lo cual se 

presenta una zonación o patrón de distribución (Toro, 2007). 

 

Este ecosistema se caracteriza por una amplia diversidad en la abundancia y 

composición microbiana, que se debe a la variedad en la composición del suelo 

gracias a diferencias en el pH, la humedad, temperatura, aireación, la cantidad y 

tipo de sustancias nutritivas, las interacciones con otros organismos y  la 

presencia de raíces, entre otros (Toro, 2007).  

 

Dado que diferentes aislamientos de Bacillus thuringiensis están provistos de una 

familia variable de proteínas insecticidas que difieren en su potencia y 

especificidad de huésped (Höfte y Whiteley, 1989), se justifica la investigación 

para identificar cepas nativas que posean toxinas novedosas o más efectivas para 

el control de insectos plagas de la agricultura y/o de insectos vectores de 

enfermedades, las cuales se puedan producir como bioinsecticidas de mayor 

efectividad y espectro de acción. 
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Por las anteriores razones y contando con el patrocinio de la Dirección de 

investigaciones de la Universidad Jorge Tadeo Lozano, el grupo de investigación 

“Genética, Biología Molecular & Bioinformática” inició un proyecto de investigación 

tendiente al “Aislamiento y Caracterización de Cepas Nativas de Bacillus 

thuringiensis para el Control de Plagas de la Agricultura y de vectores de 

enfermedades tropicales” en Colombia.  

 

El presente estudio tuvo como objetivo formar un banco de cepas nativas de 

Bacillus thuringiensis  procedentes de muestras de suelo del ecosistema marino 

del manglar ubicado en el sector Boca de la Barra en la Ciénaga Grande de Santa 

Marta. Estas cepas fueron aisladas y caracterizadas a nivel microscópico, 

bioquímico y molecular, de acuerdo a la presencia de cristales, bandas de 

proteínas y genes cry1, cry2, cry3, y cry4 activos contra insectos lepidópteros, 

coleópteros y dípteros. Aunque la actividad insecticida de una cepa de B. 

thuringiensis, prácticamente sólo se puede revelar mediante la realización de la 

prueba de toxicidad (ensayo biológico) con el insecto de interés, la realización de 

dichas pruebas es dispendiosa, demorada y costosa.  

 

La caracterización microscópica, bioquímica y molecular de las cepas, previa al 

ensayo biológico, permite clasificar y seleccionar las cepas con mayor potencial 

insecticida, de acuerdo con la presencia de genes cry específicos y su capacidad 

de producir cristales proteínicos tóxicos contra una determinada especie o familia 

de insecto de interés. De esta manera, se puede reducir el número de cepas a 

evaluar mediante las pruebas finales de toxicidad. Además, se aumentan las 

probabilidades de poder identificar en menor tiempo cepas novedosas para el 

control de nuevas plagas y/ o vectores de enfermedades (mayor espectro de 

acción) y/o cepas más tóxicas y ventajosas que las que se conocen y 

comercializan actualmente.  
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Los resultados previos de este trabajo se han presentado en dos eventos 

científicos nacionales (XLIII Congreso Nacional de Ciencias Biológicas, Yopal, 

Casanare, Octubre, 2008; III Congreso Colombiano de Biotecnología y II seminario 

Internacional de Bionegocios, Bogotá, Cundinamarca, Agosto, 2008) y en un 

evento internacional (XIX Congreso Latinoamericano de Microbiología y VI 

Congreso Nacional de Microbiología, Quito, Ecuador, Octubre de 2008). 

 

Este estudio se presenta como tesis de pregrado requisito parcial para optar al 

título de Biólogo Marino. 
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2. MARCO TEÓRICO Y  ESTADO DEL ARTE 
 
2.1 Ecosistema de Manglar 
 

Los ecosistemas de Manglar están conformados por asociaciones vegetales 

costeras de los trópicos y subtrópicos que presentan determinadas características 

comunes: marcada tolerancia al agua salada, adaptaciones para ocupar estratos 

inestables, capacidad para intercambiar gases en sustratos anaeróbicos, y 

embriones capaces de transportase flotando a través del agua (Prahl et al., 1990).  

 
La variedad en la composición del suelo se da gracias a discrepancias en la 

cantidad y tipo de sustancias nutritivas y a diferencias en el pH, la humedad, 

temperatura, aireación, interacciones con otros organismos y a la presencia de 

raíces entre otros, todo lo cual ocasiona una gran diversidad en la abundancia y 

composición microbiana (Toro, 2007). Las bacterias y los hongos son los 

principales grupos de microorganismos que se encuentran en estas áreas, estos 

microorganismos pueden utilizar el tejido vegetal del suelo en carbohidratos, 

proteínas, grasas y en protoplasma microbiano (Alongi et al., 1993).  

 

Las  bacterias se encuentran asociadas a las hojas de mangle muertas, a las 

partículas de sedimentos, y a la materia orgánica partículada. La productividad 

bacteriana es responsable de la mayor parte del flujo de carbono en sedimentos 

de manglar de zonas tropicales. Existe evidencia suficiente de una estrecha 

asociación microorganismo-nutriente-planta, en el suelo rizosférico es decir 

aquella porción de suelo que está fuertemente influenciada por las raíces de las 

plantas. Esta asociación, funciona como mecanismo para conservar los escasos 

nutrientes del ecosistema necesarios para el desarrollo y mantenimiento de estos 

bosques (Alongi et al., 1993).  A su vez, las sustancias alimenticias exudadas por 

las raíces de los árboles de mangle sirven de alimento y son fuente de energía 

para  la actividad bacteriana presente en los sedimentos del manglar (Holguín et 

al., 1999).  A su vez, los árboles de mangle se benefician de los nutrientes que las 
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bacterias le proporcionan mediante la fijación de nitrógeno, solubilización de 

fosfato, entre otros (Holguín et al., 1999). Es probable que la fijación de nitrógeno 

mediada por bacterias asociadas a las raíces, así como por cianobacterias 

colonizadoras de raíces aéreas, aporte nitrógeno a los mangles, desempeñan un 

papel importante en el mantenimiento y desarrollo de este ecosistema (Holguín et 

al., 1999). Además de las bacterias fijadoras de nitrógeno y de carbono se pueden 

hallar otras bacterias que cumplen el papel de renovar el H2S, el cual es tóxico, 

transformándolo en azufre elemental o en sulfuro. Los bacilos también hacen parte 

de la comunidad bacteriana asociada a los manglares, se han identificado 

diferentes especies entre estas Bacillus amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. 

cereus y B. thuringiensis (IGAC, 1991, Holguín et al., 1999; Maeda et al., 2001;). 

 

Este ecosistema no sólo alberga una alta diversidad de microorganismos e 

invertebrados en sus sedimentos, sino que es altamente productivo, lo que le 

permite exportar materia y energía a ecosistemas adyacentes (Galindo et al., 

2006). El ecosistema también aporta diversos beneficios ecológicos, como la 

protección de las costas contra la erosión hídrica y eólica, retención de nutrientes 

y exportación de biomasa (Dugán, 1992). Por otro lado, este ecosistema aporta 

grandes recursos económicos ya que permite no solo la explotación maderera, 

sino que, debido a  que son la salacuna de gran variedad de organismos facilita la 

explotación de peces, moluscos y crustáceos (Prahl et al., 1990). 

 

La distribución de los ecosistemas de manglar esta limitada a las partes tropicales 

y subtropicales del mundo, llegando a cubrir del 60 al 75 % de la zona costera 

mundial  (Figura 1) (Holguín et al., 1999). En  Colombia, estos ecosistemas cubren 

aproximadamente 379.954 hectáreas que se reparten entre la costa pacifica y la 

región Caribe (Páez et al., 2000). Por su parte, en el litoral Atlántico, el bosque de 

manglar se encuentra localizado en las islas de San Andrés y Providencia, en el 

sistema deltaico del río Magdalena, en la Ciénaga Grande de Santa Marta CGSM, 

en el canal del Dique y en el golfo de Urabá, con un área total de 25.300 hectáreas 

(Páez et al., 2000).  
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Figura 1. Mapa de distribución de los manglares a nivel mundial, las áreas amarillas corresponden 
a los sitios donde se ubica este ecosistema (Holguín et al., 1999). 
 

En el mundo existen alrededor de 70 especies de árboles de mangle agrupadas 

dentro de diferentes familias. Sin embargo, en el Caribe colombiano sólo se 

encuentran 5 especies, de las cuales el “mangle piñuelo” (Pelliciera rhizophorae), 

limita su distribución a las bahías de Cartagena y Barbacoas (Agudelo, 2000). Las 

otras 4 especies, se pueden reconocer en campo por diferencias en la forma de la 

hoja, flor, y fruto (Figura 2), entre otras características que se describen a 

continuación: 

 

 
Figura 2. Características morfológicas principales de los 4 tipos de árboles de manglar estudiados 
(Páez et al., 2000). 
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Rhizophora mangle (mangle rojo), se caracteriza porque puede estar en contacto 

con el agua salada gracias a que posee raíces aéreas en forma de zancos, con las 

cuales puede aumentar la superficie de sustentación en suelos inestables 

fangolimosos. Estas raíces superficiales poseen una serie de poros que les 

permiten incorporar nutrientes y realizar el intercambio de gases. Presentan ramas 

vegetativas con yemas florares y frutos alargados en forma de pincel (Páez et al., 

2000).  

 

Avicennia germinans (mangle negro), se caracteriza por poseer hojas de forma 

puntiaguda en la cuales se puede observar en el lado inferior una superficie blanca 

en donde almacena el exceso de sal. Su característica más sobresaliente es la 

posesión de raíces adventicias que sobresalen del sustrato, caracterizadas por 

poseer poros respiratorios llamados neumatóforo. Esta especie no tiene la 

capacidad de soportar sustratos tan inestables como R. mangle, por lo tanto se 

localizan en sustratos que están en menor contacto con el agua, aunque pueden 

ser inundados periódicamente (Páez et al., 2000). 

 

Laguncularia racemosa (mangle blanco), al igual que A. germinans se localiza en 

sustratos que están en menor contacto con el agua. Presenta hojas ovaladas y 

posee neumatóforos pero son menos numerosos que en el mangle negro. Su 

característica más sobresaliente, es la presencia de dos pequeñas glándulas 

anaranjadas o rojizas en la base de la hoja llamadas glándulas de sal (Páez et al., 

2000).  

 

Conocarpus erectus (mangle botón), se localiza en la parte más alta y arenosa 

del manglar, es decir, donde se encuentran las zonas con menor inundación y 

salinidad. Su característica principal es la presencia de pequeños frutos leñosos, 

en forma de conos redondos de color púrpura o marrón. Exhibe glándulas de sal 

en la base de las hojas, las cuales son de forma elíptica y se disponen de manera 

alterna. (Páez et al., 2000) 
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Debido a que cada especie arbórea presenta diferentes grados de adaptación a la 

salinidad y a la inestabilidad de los suelos; en los manglares se presentan zonas 

más o menos definidas, lo cual puede llegar a considerarse un patrón de sucesión 

en el que se puede generalizar el siguiente orden desde la costa hacia tierra 

adentro: mangle rojo (Rhizophora mangle), mangle negro (Avicennia germinans), 

mangle blanco (Laguncularia racemosa) y mangle botoncillo (Conocarpus erectus) 

(Figura 3)(Rey y Rutledgle, 2002). 
 

  

Figura 3. Patrón de sucesión en el ecosistema de manglar. Se aprecia desde la costa hacia el 
interior los arboles de R. mangle, seguido por A. germinans, L. racemosa y C. erectus 
respectivamente (Rey  y Rutledgle, 2002). 

 

En respuesta a los factores ambientales predominantes, a lo largo de la zona 

costera se desarrollan diferentes tipos de mangle, dentro de esta clasificación la  

Ciénaga Grande Santa Marta CGSM presenta una formación de cuenca o batea, 

en la cual el intercambio de agua es lento y se tiende a acumular el material 

liberado en el fondo de la batea, predominando las especies de A. germinans y L. 

racemosa (Prahl et al., 1990). Estos datos coinciden con los obtenidos por Serrano 

(1995) quien encontró la presencia de R. mangle solo en el borde de los canales, 

mientras que en el interior predominó la asociación de A. germinans y L. 
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racemosa, y halló en menor proporción individuos de C. erectus, en un estudio 

realizado con el fin de evaluar la estructura del Manglar de la CGSM.  

 

La CGSM resulta ser el complejo lagunar más grande de Colombia y uno de los 

más estratégicos para la vida en el planeta, presentando un volumen de agua 

aproximado de 2.232 x 106 m3 (Martínez, 2002). La alta productividad biológica es 

fruto de los aportes y nutrientes del río Magdalena y de los ríos que bajan de la 

Sierra Nevada de Santa Marta; así como, del ecosistema de Manglar que 

constituye gran parte de CGSM, ofreciendo alimento, hábitat y protección a 

juveniles y adultos de numerosas especies. La información más antigua que se 

tiene de las condiciones ecológicas corresponde a fotografías áreas del año 1956, 

donde se mostraba que esta ecorregión poseía 51,150 ha, de manglar vivo y 

ninguna área de manglar muerto. Sin embargo, ya para el año 1987 se evidenció 

la muerte del 31.17% del bosque existente al inicio del periodo, es decir, unas 

16,460 ha, de manglar (Perdomo, 2001).  

 

Debido al deterioro de la Ciénaga, se ha venido realizando una investigación 

conjunta entre varias entidades como la Corporación autónoma del Magdalena 

CORPAMAG, el INVEMAR, y la Deutsche Gesellschaft für Technische 

Zusammenarbeit (GTZ), con el fin de monitorear la recuperación de la misma. Se 

ha encontrado que el área recuperada de manglar, fue de 11,95 km2 año-1 para el 

período 1995-1997 y 19,83 km2 año-1 para 1997-1999, debido a la disminución de 

la salinidad a partir de la apertura de caños en la Ciénaga (Casas-Monroy, 1999). 

Actualmente se adelanta el Programa de Monitoreo periodo 2006-2020, que 

corresponde a las actividades de control de la cobertura vegetal, calidad de agua, 

recurso ictiológico y suelo del Complejo Lagunar y componente Socioeconómico 

(CORPAMAG, 2008).  
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2.2  Bacillus thuringiensis (Bt) 
 
2.2.1 Descripción 

 

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram positiva, aerobia estricta, 

perteneciente al Phylum Firmicutes, Clase Bacilli, Orden Bacillales, Familia 

Bacillaceae, Grupo I del género Bacillus; grupo en el que también se hallan 

Bacillus cereus y Bacillus anthracis (Bravo et al., 2007). Es considerada una 

bacteria ubicua, se ha aislado de todas partes del mundo y en muy diversos 

ambientes como suelo, hojas de plantas, agua, insectos muertos, telarañas, 

pastos entre otros (Schneff et al., 1998; Uribe et al., 2003; Bravo et al., 2007).  

 

Esta bacteria presenta durante su ciclo de vida dos fases principales, la primera de 

crecimiento vegetativo y la segunda de esporulación (Aronson et al., 1986). Su 

importancia reside en que durante el proceso de esporulación Bt produce grandes 

inclusiones cristalinas proteícas con actividad insecticida (ICP’s, del ingles 

Insecticidal Cristal Proteins), denominas también δ -endotoxinas o proteínas Cry, 

las cuales son glicoproteínas responsables de las propiedades insecticidas 

(Vargas et al., 2001) hacia larvas de algunos insectos plaga, como dípteros 

(Golberg y Margalit,1977), coleópteros (Krieg et al.,1983), lepidópteros (Hofte y 

Whiteley,1989), homópteros, Orthopteros y Mallophaga (Feitelson et al., 1992), e 

himenópteros (Bravo et al., 2007). Además, ácaros, platelmintos y nemátodos 

(Feitelson et al. 1992), babosas y caracoles (Gao et al., 2008).  

 
2.2.2 HISTORIA  
 

Aunque en 1911 Berliner, en Alemania, le dio el nombre de Bacillus thuringiensis  

a  una bacteria patógena aislada de la larva de la mariposa de la harina, Ephestia 

kuhniella zell, esta ya había sido descrita previamente en 1901 por  Ishiwata en 

Japón  quien la aisló a partir de una larva muerta del gusano de seda, Bómbix 

mori, y le dió el nombre de Bacillus soto (Whiteley y Schnepf, 1986; Hannay y Fitz-
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James, 1995). Fue hasta 1958 que Heimpel, al revisar la taxonomía de las 

bacterias patógenas de insectos, clasificó a B. soto como  Bacillus thuringiensis. 

 

El organismo aislado originalmente por Berliner, fue reaislado por  Mattes en el 

año de 1927 a partir de larvas enfermas de la polilla mediterránea de la harina 

Anagasta kuehniella, describiendo nuevamente  la bacteria y la enfermedad que 

causaba. Tanto Berliner como Mattes, identificaron la presencia de un cuerpo 

paraesporal en el esporangio de esta bacteria, pero sería sólo hasta 1953 que 

Hannay lo relacionara con su patogenicidad. En 1955 Hannay y Fitz, encontraron 

que dicho cuerpo proviene de la cristalización de la proteína y que constituye entre 

el 20-30% de proteína total, luego de la lisis celular y la liberación de la espora 

(Bravo et al., 2007). Debido a  que la primera bacteria de Bt se halló a partir del 

gusano de seda, por muchos años se creyó que sólo afectaba a insectos 

lepidópteros pero hacia la segunda mitad del siglo XX se encontraron nuevas 

variedades activas contra diferentes clases de insectos. En 1978 se identificó la 

variedad israelensis que afectaba mosquitos. Posteriormente, la subsp. tenebrionis 

activa contra insectos coleópteros (escarabajos), incentivando la búsqueda por 

todo el mundo de nuevas cepas (Bravo et al., 2007). 

 

Las esporas y cristales producidos por las diferentes cepas de Bt, se han utilizado 

para la producción de biopesticidas utilizando dos vías diferentes,  la primera, en 

productos comerciales de aplicación externa como espráis, polvos y líquidos 

concentrados, siendo 1936 el año en que se utilizó el primer producto comercial 

con el nombre Sporine. Un segundo campo de investigación se ha desarrollado 

gracias a la tecnología transgénica, que ha permitido la inserción de genes cry que 

codifican para las delta-endotoxinas en diferentes plantas de interés comercial 

(Cunningham, 1998). 
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2.2.3 Clasificación de sus δ endotoxinas 

Las δ-endotoxinas se clasifican en dos grupos: las proteínas Cry y las proteínas 

Cyt codificadas por los genes cry y cyt respectivamente. Los genes cry que 

codifican para las IPCs son generalmente de origen plasmídico (González et al., 

1982). 

 

Se han dado dos clasificaciones: la primera clasificación de las δ-endotoxinas tuvo 

en cuenta la especificidad de la actividad insecticida, asignándole CryI a aquellas 

toxinas con actividad contra insectos lepidópteros, CryII a las activas contra 

insectos lepidópteros y coleópteros;  CryIII a aquellas activas contra insectos 

coleópteros, CryIV contra insectos dípteros y las CryV y VI a las tóxicas contra 

nematodos. Posteriormente, esta clasificación pasó a ser inadecuada porque se 

identificaron proteínas Cry similares pero con diferente especificidad o toxinas con 

actividad dual contra insectos lepidópteros y coleópteros que también llamaron 

CryV creando confusión en la nomenclatura. A raíz de estos inconvenientes, se 

creó una nueva nomenclatura basada exclusivamente en la similitud de la 

secuencia aminoácidica primaria, en la cual, los números romanos se cambiaron 

por arábigos (Bravo et al., 2007).  

 

La clasificación  basada en las proteínas IPCs  es la más utilizada actualmente, en 

ésta  los genes de la familia cry1 son activos contra lepidópteros y se dividen en  

42 subgrupos diferentes (Tabla 1) Crickmore (2009, En: 

www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/). A su vez, los genes cry9 que se 

dividen en 10 subgrupos y cry15, cry2Ab y cry2Ac,  también codifican para 

protoxinas que poseen actividad contra insectos lepidópteros. Éstas proteínas se 

acumulan en inclusiones proteicas de forma bipiramidal y  su peso molecular está 

entre 130-140 kDa (Hofte y Whiteley, 1989). Por lo tanto existe un total de 58 

subgrupos de familias que codificaran para lepidópteros (Crickmore, 2009, En: 

www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/).  
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Los genes de la familia cry2 forman  cristales de tipo cuboidal y codifican para 

protoxinas con actividad tóxica contra larvas de insectos lepidópteros y dípteros, el 

tamaño de esta molécula oscila entre 65 a 71 kDa respectivamente. (Hofte y 

Whiteley, 1989). En la actualidad la familia de cry2 se dividen en 8 subgrupos 

(Crickmore, 2009, En: www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/).  

 

Los genes de las familias cry3, cry7 y cry8 codifican para protoxinas activas contra 

larvas de insectos del orden coleóptero y forman cristales generalmente de forma 

rectangular o romboidal. Presentan tamaños moleculares que oscilan entre 72-75 

y 128-134 kDa, (Aroson et al., 1986). En la actualidad  existen 4 subgrupos de 

cry3, 4 de cry7 y 15 subgrupos de cry8 para un total de 23 subgrupos que 

codifican para insectos coleópteros (Crickmore, 2009, En: 

ww.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/).  

 

Los genes de la familia cry4, cry10 y cry11 producen generalmente un cristal 

ovoidal y codifican para protoxinas activas contra larvas de insectos dípteros 

(vectores de enfermedades tropicales) (Höfte y Whiteley, 1989). Actualmente los 

genes cry4 se subdividen en 5 familias, mientras que los cry11 en 3, para un total 

de 8 subfamilias que codifican para insectos dípteros (Crickmore, 2009, En: 

Tabla 1. Proteínas Cry1, Cry2, Cry3 y Cry4 producidas por las diferentes variedades de Bacillus 
thuringiensis (Crickmore, 2009, 

www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/).  

 

En: www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/) 
Nombre 
actual 

Nombre 
anterior 

Nº de 
Acceso 

Autores Año Cepa Fuente 

Cry1Aa CryIA(a) M11250 Schnepf et al 1985 Bt kurstaki 
HD1 

Cry1Ab CryIA(b) ABW87320 Wu and Feng 2008 BtS2491Ab 
Cry1Ab  DQ781309 Lin and Fang 2006 Bt ly4a3 
Cry1Ac CryIA(c) EU282379 Fang et al 2007 Bt W015-1 
Cry1Ad CryIA(d) M73250 Payne y Sick 1993 Bt aizawai 

PS81I 

 
 
  
                                                                                                                             Pasa …….. 

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/�
http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=159024156�
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…….. Continuación Tabla 1. 
 
 

Nombre 
actual 

Nombre 
anterior 

Nº de 
Acceso 

Autores Año Cepa Fuente 

Cry1Af  U82003 Kang et al 1997 Bt NT0423 
Cry1Ag   AF081248 Mustafa 1999   
Cry1Ah  AF281866 Tan et al 2000  
Cry1Ai   AY174873 Wang et al 2002   

Cry1Ba5 CryIB ABO20894 Song et al 2007 Bt sfw-12 
Cry1Bb ET5 L32020 Donovan et al 1994 Bt EG5847 
Cry1Bc PEG5 Z46442 Bishop et al 1994 Bt morrisoni 
Cry1Bd CryE1 U70726 Kuo et al 2000 Bt 

wuhanensis 
HD525 

Cry1Be  AAQ52387 Baum et al 2003 Bt PS158C2 
Cry1Bf   AX189649 Arnaut et al 2001   
Cry1Bg  AY176063 Wang et al 2002  
Cry1Cb CryIC(b) M97880 Kalman et al 1993 Bt galleriae 

HD29 
Cry1Da CryID X54160 Hofte et al 1990 Bt aizawai 

HD68 
Cry1Db PrtB Z22511 Lambert 1993 Bt 

BTS00349A 
Cry1Dc   EF059913 Lertwiriyawong et 

al 
2006   

       
Cry1Ea CryIE ABX11258 Huang et al 2007 Bt HZM2 
Cry1Eb CryIE(b) M73253 Payne y Sick 1993 Bt aizawai 

PS81A2 
Cry1Fa CryIF M63897 Chambers et  1991 Bt aizawai 

EG6346 
Cry1Ga PrtA Z22510 Lambert 1993 Bt BTS0349A 
Cry1Gb CryH2 U70725 Kuo y Chak 1999 Bt 

wuhanensis 
HD525 

Cry1Gc   AAQ52381 Baum et al 2003   
Cry1Ha PrtC Z22513 Lambert 1993 Bt 

BTS02069AA 
Cry1Ia     Yao et al 2002 Bt Ly30 

 
 
 
                                                                                                                               Pasa   …….. 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=search&term=EF059913�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=protein&list_uids=33765730&dopt=GenPept&term=AAQ52381&qty=1�
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…….. Continuación Tabla 1. 
 
 
 

Nombre 
actual 

Nombre 
anterior 

Nº de 
Acceso 

Autores Año Cepa Fuente 

Cry1Ic   AF056933 Osman et al 1998 Bt C18 
Cry1Id   AF047579 Choi 2000  
Cry1Ie   AF211190 Song et al 2000 Bt BTC007 
Cry1If   AAQ52382 Baum et al 2003  
Cry1Ja ET4 L32019 Donovan et al 1994 Bt EG5847 
Cry1Jb ET1 U31527 Von Tersch y 

Gonzalez 
1994 Bt EG5092 

Cry1Jc   AAQ52372 Baum et al 2003   
Cry1Jd  AX189651 Arnaut et al 2001  
Cry1Ka   U28801 Koo et al 1995 Bt morrisoni 

BF190 
Cry1La  AAS60191 Je et al 2004 Bt kurstaki 

K1 
Cry2Aa   AJ132463 Yu y Pang 1999 Bt CY29 
Cry2Ab CryIIB ABM21764 Lin et al 2007 Bt LyD 
Cry2Ac   AM689532 Saleem y 

Shakoori 
2007 Bt CMBL-

BT3 
Cry2Ad  AF200816 Choi et al 1999 Bt BR30 
Cry2Ae   AAQ52362 Baum et al 2003   

       
Cry2Af   EF439818 Beard et al 2007 Bt C81 
Cry2Ag  Bt JF19-2 Zhu et al 2008  
Cry2Ah   EU939453 Zhang et al 2008   
Cry3Aa  AJ237900 Zhang et al 1999 Bt 22 
Cry3Ba CryIIIB X17123 Sick et al 1990 Bt tolworthi 

43F 
Cry3Ca CryIIID X59797 Lambert et al 1992 Bt kurstaki 

BtI109P 
Cry4Aa CryIVA Y00423 Ward y Ellar 1987 Bt israelensis 
Cry4Ba CryIVB AL731825 Berry et al 2002 Bt israelensis 
Cry4Ca  EU646202 Shu et al 2008  
Cry4Cb   FJ403208 Jun & Furong 2008   
Cry4Cc   FJ403207 Jun & Furong 2008   

 

 

El análisis electroforético de proteínas en geles denaturantes de poliacrilamida 

SDS-PAGE, es un método para la evaluación preliminar de la posible función de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?cmd=Retrieve&db=protein&list_uids=33765731&dopt=GenPept&term=AAQ52382&qty=1�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&val=45387401�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=protein&list_uids=33765711&dopt=GenPept&term=AAQ52362&qty=1�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=129307220�
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los bacilos esporulados nativos. Hasta la fecha las proteínas Cry están agrupadas 

en 58 familias y las Cyt  en 2, un amplio número de estas a sido caracterizada 

contra varios invertebrados susceptibles (Crickmore, 2009, En: 

www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/) que se pueden apreciar en la 

Tabla 2. 

 
 
 
Tabla 2. Clasificación de algunas de las proteínas Cry y Cyt, de acuerdo al organismo susceptible 
(Crickmore, 2009, En: www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/).  

 
Organismo 
susceptible 

 
Proteínas Cry o Cyt 

 
Pesos de las proteínas 

(KDa) 

Lepidóptero Cry1,Cr2,Cr9,Cry14, Cry15, 

Cry27 
38,70,71,81,94,130-140 

Coleóptero Cry3, Cry7, Cry8, Cry18 73-76,78,79,129-131,134 

    Díptero Cyt, Cry2, Cry4,Cry9, Cry10, 

Cry16, Cry17,Cry19, Cry20 
27-30, 70, 71, 72, 

75,78,81,84,128,135 
Himenóptero Cry22 79 

Nemátodo Cry5, Cry6, Cry11, Cry12, Cry21 44,54,88,132,135,140,142,152 

 
2.2.4 Mecanismo de acción de las proteínas Cry.  
 

Las proteínas Cry, se sintetizan como protoxinas que cristalizan para formar 

inclusiones que llegan a alcanzar 1 μm de longitud. Cuando un insecto susceptible 

ingiere los cristales, éstos son solubilizados en el intestino del mismo que se 

caracteriza por poseer un pH alcalino y un medio reductor donde se rompen los 

puentes disulfuro. La mayoría de las proteínas Cry que se han producido como 

protoxinas, también requieren de la acción de las proteasas para liberar el 

fragmento tóxico (pasos 1 y 2, Figura 4). (Soberón y Bravo, 2004; Ibarra et al., 

2006). Una vez activa la toxina, ésta se une a los receptores específicos (paso 3, 

Figura 4). Según Bravo et al. (2007), la interacción de la proteína Cry con el 
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receptor cadherina induce cambios conformacionales en la estructura de la toxina 

lo que conlleva a la formación del oligómero (paso 4, Figura 4) el cual es 

competente para la inserción en la membrana y la formación del poro (pasos 5 y 6 

Figura 4).  

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Modo de Acción de las proteínas Cry  de Bacillus thuringiensis (Ibarra et al., 2006). Se 
presentan 6 pasos que inician con la ingestión y solubilizacion del cristal por parte del insecto y  
terminan con la formación del poro. 
 
 

 

El poro es poco selectivo y permite el paso de varios cationes monovalentes hacia 

el interior de las células columnares, provocando la despolarización de la 

membrana celular, permitiendo el paso de agua hasta que la célula haga lisis  

(Ibarra et al., 2006). Todo esto conlleva a la alcalinización del citoplasma lo cual 

interfiere con el metabolismo celular normal, y por último, la destrucción del 

epitelio intestinal. Las esporas de Bt, una vez se han destruido las células 

columnares y calciformes, tienen acceso a la hemolinfa del insecto lugar en el cual 

proliferan (Ibarra et al., 2006). Una vez se ha destruido el intestino medio y han 

proliferado las bacterias en la hemolinfa, las larvas del insecto mueren por 

inanición y por septicemia (Bravo et al., 2007). 
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2.2.5 Productos a base de Bt y organismos transgénicos 
 
2.2.5.1 Bioplaguicidas 
Los biopesticidas a base de esporas y cristales de Bt presentan alta estabilidad ya 

que no requieren condiciones de almacenamiento importantes. Hoy en día existen 

varias preparaciones de Bt (Anexo A), que se clasifican en productos de primera 

generación (cuya formulación incluye como ingrediente activo una mezcla de 

esporas y delta-endotoxinas), segunda generación (esporas y toxinas de cepas 

con introducción de genes de δ -endotoxina de otras cepas), tercera generación 

(bacterias recombinantes muertas por ejemplo Pseudomonas fluorescens) y 

cuarta generación (productos recombinantes constituidos por quimeras de 

proteínas, es decir, proteínas fusionadas) (Bravo y Cerón, 2004). Siendo los 

productos de segunda y tercera generación capaces de afectar a más de un 

insecto plaga y llegar a lugares donde otros insecticidas no pueden acceder, esto 

gracias a la introducción de algunos genes cry en bacterias recombinantes como 

Clavibacter xyli subsp. Cynodontis (Turner et al., 1991), que llega al tejido vascular 

de maíz, o Pseudomonas y Agrobacterium que crecen en la zona de la rizófora 

(Obukowicz et al., 1986; Waalwijk et al., 1991).  

 

2.2.5.2 Biocontrol de insectos vectores de enfermedades  
 

Los productos a base de Bt no solo tienen aplicaciones agrícolas sino también 

médicas, debido a que varias compañías han empleado distintos productos a base 

de esporas y cristales codificadas por genes cry4 que sirven para controlar las 

poblaciones de insectos vectores de enfermedades tropicales como malaria, 

dengue, fiebre amarilla, encefalitis viral, entre otras. Estas enfermedades generan 

un gran impacto especialmente en los sectores más pobres; así como, una 

pérdida económica considerable (Vargas et al., 2006). Entre los productos más 

importantes se hallan: Bactucide de Compagnia di Ricerca chim. CRC, Gnatrol de 

Abbott Labs, Acrobe de American Cyanamid, Bactmos de Biochem Products, 
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Bactimos de Phillips Duphar y Teknar de Thermo Trilogy Corporation (Bravo y 

Cerón, 2004). 

 

2.2.5.3 Plantas transgénicas 
La primera planta-Bt se desarrolló en 1987 transformando el tabaco (Nicotiana 

tabacum) para controlar larvas de primer instar de Manduca sexta (Barton et al., 

1987), a partir de allí y hasta la fecha los genes cry han sido transferidas y 

expresadas en por lo menos 26 diferentes especies de plantas (Anexo B) (Bravo y 

Cerón, 2004). La transformación de éstas plantas se ha realizado por varios 

métodos, entre los que se hallan la biobalística, el polietilenglicol, la 

electroporación y la microinyección (Mohan y Gujar, 2003), y también mediante el 

uso de Agrobacterium tumefaciens (Mohan y Gujar, 2003). 

 

Las plantas transgénicas producen continuamente proteínas Cry en sus tejidos,  

por lo cual, no se requiere de aplicaciones de otros insecticidas y a su vez se 

reducen los costos de producción y la exposición de los trabajadores a los 

plaguicidas (Schnepf et al., 1998; Nester et al., 2002). 

 

El último estudio de impacto mundial de los cultivos transgénicos estima que entre 

1996 y 2006 los benéficos económicos netos fueron de 34.000 mil millones de 

dólares (16.500 millones para países en vía de desarrollo y 17.500 para países 

industrializados). Además, se calcula que la reducción acumulada de pesticidas 

durante el periodo asciende a 289.000 toneladas métricas de principio activo, que 

equivale a una reducción del 15,5% del impacto ambiental provocado por la 

reducción de estos pesticidas a cultivos (James, 2007). 

 

Se ha debatido en torno a los riesgos potenciales que podrían generarse a partir 

del uso de cultivos transgénicos, planteándose dudas sobre la probable 

introducción o aumento de producción de sustancias tóxicas como resultado de 

esta  tecnología, la probabilidad de que se presenten reacciones alérgicas a los 

productos alimenticios, y el uso de la resistencia a los antibióticos como 
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marcadores en el proceso de transformación. Sin embargo, hasta la fecha no se 

ha identificado un solo problema de salud humana relacionado específicamente 

con la ingestión de cultivos transgénicos o sus productos (James, 2007).  

 

2.3 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
 

La capacidad de amplificar segmentos específicos de ADN fue posible gracias a la 

Reacción en Cadena de la Polimerasa PCR. Este es un método in vitro para la 

síntesis enzimática de secuencias específicas de ADN utilizando parejas de 

oligonucleótidos que hibridizan las zonas homólogas del DNA de interés marcando 

el fragmento que posteriormente la enzima ADN polimerasa sintetiza y amplifica 

de manera exponencial. En una reacción típica de PCR, la denaturación se realiza 

a una temperatura de 90-95ºC, mientras que los oligonucleótidos se hibridan con 

su secuencia complementaria a 40-60ºC y los fragmentos de DNA son 

sintetizados por la enzima termo resistente Taq DNA polimerasa a 70-75ºC (Saiki, 

1992).  

 

La M-PCR o Reacción en Cadena de la Polimerasa Múltiple, es una metodología 

para la amplificación simultánea de fragmentos correspondientes a diferentes 

genes, utilizando varias parejas de oligonucleótidos iniciadores específicos en una 

reacción. Esta reacción, necesita la estandarización tanto de las condiciones y de 

las temperaturas, como del tiempo de cada etapa, para garantizar la amplificación 

de todos los fragmentos en una sola reacción  (Ausubel et al.  1994).   

 

La técnica de PCR para la predicción de la posible actividad insecticida de las 

cepas de Bt fue desarrollada por Carozzi et al. (1991), hoy en día esta técnica se 

ha convertido en un paso rutinario para la búsqueda de genes cry en el 

establecimiento de colecciones nativas en todo el mundo (Porcar & Juárez, 2003). 
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2.4 ESTADO DEL ARTE 
 

Se ha tratado de establecer la biodiversidad de Bacillus thuringiensis en muchos 

países alrededor del mundo, construyéndose colecciones con miles de 

aislamientos que presentan diferentes niveles de toxicidad y especificidad de 

huésped. 

 

Martín y Travers. (1989), analizaron muestras de suelo de 30 países en los cinco 

continentes y en diferentes climas desde playas y desiertos hasta altas montañas, 

pasando por junglas y zonas urbanas, para recolectar un total de 1.115 bacilos 

esporulados de los cuales 785 eran Bt. Sus resultados mostraron que aunque 

Bacillus thuringiensis es una bacteria cosmopolita, su distribución en la naturaleza 

no es homogénea. Además, aunque los genes cry se encuentran indistintamente 

en diferentes ambientes puede llegar a predominar un tipo de gen cry más en un 

ambiente que en otro. Así mismo, encontraron varias serovariedades de Bt como 

kurstaki, galleriae, sotto, morrisoni, indiana e israeliensis, siendo este último el 

más común con un 20,4% de los aislamientos totales. 

 

Ibarra et al. (2003), realizaron un estudio para determinar la biodiversidad de Bt en 

Latinoamérica y caracterizar su actividad contra diferentes larvas de mosquitos. 

Sus resultados, mostraron la presencia de genes cry y cyt que codifican proteínas 

activas contra mosquitos, como son: cyt1, cyt2, cry2, cry4A, cry4B, cry10, cry11, 

cry17,cry19, cry24, cry25, cry27, cry29, cry30, cry32, cry39, and cry40. Ibarra y 

colaboradores hallaron una cepa nativa (147-8906) que poseía genes cry11, 

cry30, cyt1, y cyt2 con alta actividad insecticida hacia A. aegypti. Finalmente, con 

la PCR pudieron identificar un nuevo gen cry al cual denominaron cry11B. 

  

En el 2003, Uribe et al. estudiaron la biodiversidad de Bt en áreas agrícolas y 

forestales de Colombia y construyeron una colección que contribuyó al 

entendimiento de la biodiversidad de Bt en Latinoamérica, sus resultados indican 

que el 82% de las muestras analizadas contenían al menos una cepa de Bt, 
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además reportaron 30 diferentes perfiles de cry1 en las 137 cepas aisladas. 

Finalmente, se destaca que reportan un porcentaje de 22,2% de cepas que 

contenían a su vez genes activos contra lepidópteros (cry1) y genes activos contra 

coleópteros (cry3, cry7 y cry8) valor muy alto si se compara con el 3,5% de otros 

estudios en el mundo, lo cual no sólo indica la alta biodiversidad de esta bacteria 

en nuestro país sino el gran potencial biopesticida que puede llegar a tener. 

 

Recientemente, Ichimatsu et al. (2000), han demostrado que B.thuringiensis es un 

miembro frecuente entre los microorganismos de aguas potables de Japón, así 

mismo, se ha reportado la presencia de Bt en sedimentos marinos pero son pocos 

los estudios realizados a nivel mundial sobre la biodiversidad de Bt en el 

ecosistema de Manglar. Ohba et al. (2000), durante su investigación en las islas 

de Daito-shoto y Ogasawarashoto, recolectaron 307 muestras de suelos hallando 

Bt en un 15.3% de estas y un total de 21 serovariedades, siendo la serovariedad 

coreanensis la más común. Los resultados también indicaron que el 8.5% de las 

cepas nativas aisladas, mostraron actividad insecticida contra los insectos dípteros 

Bombyx mori y Aedes aegypti, además hallaron que Bt es un miembro común en 

la microflora del manglar de las islas Japonesas. 

 

Posteriormente, Maeda et al. (2001), estudiaron la biodiversidad de Bacillus 

thuringiensis en un ecosistema de manglar subtropical del Japón cerca de los ríos 

de Nakama-gawa, Iriomotejima, y Okinawa Prefecture, reportando 18 aislamientos 

de Bt con actividad contra Plutella xylostella, y dos con actividad citocidal in vitro 

contra células cancerígenas humanas y contra eritrocitos de ovejas; siendo éste 

último, un nuevo espectro de toxicidad nunca antes descrito. Los resultados del 

estudio sugirieron que los sedimentos del ecosistema de manglar, son una fuente 

interesante para el descubrimiento de nuevas cepas de Bacillus thuringiensis 

(Maeda et al., 2001).  

 

Geetha et al. (2007), trabajaron en las islas Andaman-Nicobar en India, 

caracterizando bioquímica y molecularmente los aislamientos y encontrando cepas 
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con actividad sobre larvas de mosquitos de 3 especies: Anopheles stephensi, 

Culex quinquefasciatus y Aedes aegypti. También, encontraron y amplificaron los 

genes cry4A, cry4B, cry11, cry10, cyt1 y cyt2, en cepas reportadas como Bt 

israeliensis y Bt tochigiensis. 
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3. PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 
 

Por mucho tiempo se ha implementado el uso indiscriminado de diversos 

insecticidas químicos, con el fin de atacar los insectos plaga que afectan al 

hombre ya sea como vectores de enfermedades tropicales o como plagas que 

destruyen los cultivos y que causan pérdidas millonarias en la agricultura. Estos 

insecticidas han generado graves problemas en el ambiente e incluso han 

afectado la salud del ser humano (ICMR, 2001). Dentro de los problemas creados 

en el ambiente se hallan: la resistencia de las plagas a estos pesticidas, el 

aparecimiento de plagas secundarias y el ataque a insectos no susceptibles que 

incluso pueden llegar a ser benéficos para el hombre (Potts, 2007).  

 

Por su parte, los insectos vectores de enfermedades que han sido combatidos con 

estos insecticidas químicos han generado resistencia a los mismos, por ejemplo 

desde 1955 en que fue propuesta la erradicación mundial de la malaria por la 

organización mundial de la salud (OMS), se ha tratado de combatir haciendo uso 

indiscriminado de insecticidas como el Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT) y 

también de organofosforados, carbamatos y piretroides, lo cual ha ocasionado 

severos problemas de contaminación ambiental y generado la selección de 

organismos altamente resistentes.  

 

Según la OMS de las 85 especies de Anopheles que transmiten la malaria, 56 

presentan resistencia a los insecticidas: 54 al DDT, 28 a los organofosforados y 19 

a los carbamatos y piretroides (Carvalho et al., 1998). La efectividad de éstos 

productos químicos es reducida si se tiene en cuenta que sólo el 0,1% de la 

cantidad de insecticidas empleados llega hasta el insecto plaga mientras que el 

resto circula por el medio ambiente alcanzando a contaminar el suelo y el agua, lo 

cual ha conllevado a su persistencia en el ambiente y a su acumulación en grasas 

de animales y humanos (Carvalho et al., 1998). 
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Se han venido estudiando y desarrollando métodos alternativos para el control de 

plagas, entre los que se halla el desarrollo de bioinsecticidas que preservan el 

medio ambiente (Rosas y De Luna Santillana, 2006). Entre estos bioinsecticidas 

se hallan las preparaciones a base de la bacteria Bacillus thuringiensis, que 

domina el 90% del mercado mundial de bioinsecticidas (Bravo y Ceron, 2004).  

 

Debido a que los aislamientos de Bacillus thuringiensis son altamente diversos y 

están provistos de una familia variable de proteínas insecticidas que difieren en su 

potencia y especificidad de huésped (Höfte y Whiteley, 1989), se han realizado 

numerosas investigaciones a nivel mundial para establecer colecciones a fin de 

caracterizar e identificar cepas nativas que posean toxinas más efectivas para el 

control de insectos plagas. Sin embargo, han sido muy pocos los estudios sobre Bt 

a nivel mundial en el ecosistema marino del manglar (Ohba et al., 2000; Maeda et 

al., 2001; Geetha et al., 2007) que se caracteriza  por una amplia diversidad en la 

abundancia y composición microbiana (Toro, 2007). Los estudios realizados 

previamente en el ecosistema de manglar han determinado que este es una fuente 

interesante para encontrar cepas novedosas de Bacillus thuringiensis (Maeda et 

al., 2001); sin embargo, estos estudios no han sido reportados hasta la fecha en el 

continente americano, y por otro lado, no han relacionado la presencia de genes 

cry con el patrón de sucesión de los arboles de mangle.  

 

Por otro lado, aunque es el ensayo biológico el que permite establecer la actividad 

insecticida de una cepa nativa de Bacillus thuringiensis con el insecto de interés, la 

realización de estos ensayos es costosa, dispendiosa y demorada. Por tanto, la 

caracterización microscópica, bioquímica y molecular de las cepas, como paso 

previo al ensayo biológico, permite seleccionar y clasificar las cepas con mayor 

potencial por lo cual se puede reducir el número de cepas a evaluar mediante las 

pruebas finales de toxicidad y aumentar las posibilidades de identificar en menor 

tiempo cepas novedosas para el control de nuevas plagas y/ o vectores de 

enfermedades. 
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4. OBJETIVO GENERAL Y ESPECÍFICOS 
 

4.1 Objetivo general  
 
 Establecer una colección de aislamientos nativos de Bacillus thuringiensis 

procedentes del ecosistema de manglar de la CGSM Caribe colombiano, y 

caracterizarlos a nivel microscópico, bioquímico y molecular, a fin de 

predecir su actividad insecticida contra insectos lepidópteros, coleópteros y 

dípteros. 

 

4.2 Objetivos específicos 
 

 Caracterizar la presencia de esporas y cristales en bacilos nativos 

esporulados, aislados del ecosistema de manglar de la CGSM, puesto que 

existen correspondencias entre la morfología del cristal y su posible espectro 

de actividad insecticida (Aroson et al., 1984; Hofte y Whiteley, 1989; Schnepf 

et at., 1998). 

 

 Establecer y comparar el perfil electroforético de proteínas totales de 

los aislamientos de bacilos nativos aislados del ecosistema de manglar de la 

CGSM, debido a que la determinación de los perfiles electroforéticos de 

proteínas totales, es un mecanismo eficaz para reconocer la diversidad de los 

aislamientos nativos esporulados y predecir la posible actividad biológica de 

las cepas nativas de acuerdo al peso de las bandas reveladas por SDS-

PAGE (Bravo y Cerón, 2004). 

 

 Determinar la biodiversidad de los genes cry y predecir su posible 

actividad biológica. Por medio de la caracterización molecular  (PCR), que  

permite la identificación parcial de la actividad biológica al correlacionar el 

tipo de gen cry hallado en un determinado aislamiento con su actividad 
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insecticida (Sauka y Benintende, 2008; Porcar y Juárez, 2003; Bravo y Cerón, 

2004) 

 

 Relacionar la presencia de los genes de las familias cry1, cry2, cry3 y 

cry4 con respecto al patrón de sucesión de los árboles de mangle y con 

respecto a la distancia a la raíz de los árboles de mangle. 
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5. HIPÓTESIS 
 

H01: La presencia de los genes cry1, cry2, cry3 y cry4 en las cepas nativas de 

Bacillus thuringiensis aisladas de muestras de suelo aledañas a los diferentes 

árboles del ecosistema de Manglar de la CGSM es similar.  

Ha1: La presencia de los porcentajes de los genes cry1, cry2, cry3 y cry4 en las 

cepas nativas de Bacillus thuringiensis aisladas de muestras de suelo aledañas 

a los diferentes árboles del ecosistema de Manglar de la CGSM es diferente.  

 

H02: La distribución de la proporción los genes cry1, cry2, cry3 y cry4 en las 

cepas nativas de Bacillus thuringiensis aisladas de muestras de suelo aledañas 

a los diferentes árboles del ecosistema de Manglar de la CGSM es 

independiente de la distancia a la raíz.  

Ha2: La distribución de la proporción de los genes cry1, cry2, cry3 y cry4 en las 

cepas nativas de Bacillus thuringiensis aisladas de muestras de suelo aledañas 

a los diferentes árboles del ecosistema de Manglar de la CGSM no es 

independiente de la distancia a la raíz. 
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6. METODOLOGÍA 
6.1  ÁREA DE ESTUDIO  
 

La Ciénaga Grande se Santa Marta (CGSM), es un ecosistema lagunar estuarino 

con un área aproximada de 450 km2, la cual está situada en el Caribe colombiano 

al NW del departamento del Magdalena sobre el plano deltaico del Río 

Magdalena, entre las coordenadas 10° 43'-11° 00' N y 74° 15'-74° 30' W (Figura 

5). Este sistema recibe aporte de agua de los ríos: Sevilla, Frío, Aracataca y 

Fundación, provenientes de la Sierra Nevada de Santa Marta,  y también del río 

Magdalena, el cual se une al complejo de canales que finalmente se comunica con 

la CGSM por los caños Grande y Clarín (IGAC, 1973). La CGSM se caracteriza 

por poseer una planicie con caños que  interconectan un complejo sistema de 

lagunas (Martínez, 2002).  

 

La región presenta un régimen anual de lluvias que va de 401 a 1.321 mm  lo que 

le da un promedio anual de 807 mm • año-1, siendo por tanto un clima tropical 

árido (Blanco et al., 2006). El área de estudio del presente trabajo correspondió al 

sitio Boca de la Barra (10° 59.2' N y 74° 17.5' W), único sitio de intercambio  entre 

el mar y la CGSM.   

 

Figura 5. Mapa de la Ciénaga grande de Santa Marta. El área de estudio corresponde al sitio Boca 
de la Barra señalado como (E1) (Torres et al., 2004). 
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6.2 FASE DE CAMPO Y ESTACIONES DE MUESTREO 
 

Las muestras de suelo se recolectaron en el ecosistema de manglar presente en 

el sector Boca de la Barra de la Ciénaga Grande de Santa Marta. Se hicieron 4 

estaciones de muestreo teniendo en cuenta el patrón general de zonación que 

abarca las siguientes especies: Rhizophora mangle (estación 1), Aviscenia 

germinians (estación 2), Laguncularia racemosa (estación 3) y Conocarpus 

erectus (estación 4). Alrededor de cada especie de mangle (estación), se 

realizaron 6 subestaciones: 3 cerca de sus raíces (0 m) y otras 3 a 1.5  m de 

distancia del final de éstas; se tomó en cada punto alrededor de 150 g de suelo 

con una espátula estéril (Figura 6), éstas muestras fueron almacenados en bolsas 

ziploc y  transportadas en hielo hasta el laboratorio. Se obtuvo  un total de 24 

muestras. 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Figura 6. Esquema de la estrategia metodológica utilizada. Los puntos rojos indican el lugar de 
extracción de muestras de suelo en el borde de las raíces (A) y a 1.5 m de distancia de éstas (B) 
(Odum et al., 1982). 
 
6.3 FASE DE LABOLARATORIO 
 

Los análisis de las muestras se realizaron en el Laboratorio de Biología Molecular, 

de la Facultad de Ciencias, de la Universidad Jorge Tadeo Lozano, Cra. 4 No 22-

61, Bogotá, D.C Colombia. La fase de microscopía de contrate de fases se realizó 

en el Laboratorio Nacional de Diagnóstico Fitosanitario y Análisis Molecular del 
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Instituto Colombiano Agropecuario (ICA).  Por otro lado, la sonicación de los 

extractos crudos de proteínas se realizó en el Laboratorio de Epidemiología 

Molecular del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional (IBUN).   

 

6.3.1 COMPONENTES EDÁFICOS 
 
Las 24 muestras de suelo, fueron separadas de restos vegetales y conchas y 

posteriormente se dejaron secar en la sombra por tres días, antes de realizar los 

análisis edáficos de granulometría, matera orgánica, y pH.  

 
6.3.1.1 Granulometría 
De cada una de las 24 muestras estudiadas, se extrajo 100 g de suelo, que se  

tamizó en seco durante 25 minutos en tamices de 2 mm, 1mm, 500 µm, 250 µm, y 

105 µm. Posteriormente, las fracciones retenidas en cada uno de éstos tamices se 

pesaron en una balanza digital (precisión 0.01) marca OHAUS. Se pasaron los 

valores de cada uno de los tamices (2 mm, 1mm, 500 µm, 250 µm, y 105 µm) a su 

correspondiente valor Phi (Ø), según la escala de Udden– Wenworth (1922) (En: 

Duarte, 2009, Datos sin publicar) (Tabla 3). 
 
Tabla 3. Clasificación del tipo de partícula según la escala de sedimentos de Udden-Wenworth 
(1922). (En: Duarte, 2009). 
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Una vez transformados los datos de cada tamiz, se ingresaron los valores de las 

fracciones de suelo retenidas en cada uno de los tamices en el programa SFT 

(2004 –Sequential Fragmentation / Transport), el cual calculó el tamaño medio 

dominante de grano de cada muestra (Ø) y la desviación estándar (DE). Los 

valores obtenidos se compararon con los rangos  de la Tabla 4, propuestos por 

Folk (1974 En: Gonzales, 2009). 

 
Tabla 4. Parámetros granulométricos descritos por Folk (1974) (En: Gonzáles, 2009). Se describe 
la clasificación del tipo de suelo según el tamaño promedio del grano (Ø). 

 
 
6.3.1.2 Materia orgánica 

 

El porcentaje de materia orgánica se determinó llevando 5 g de cada una de las 24 

muestras de suelo seco a una mufla a 550ºC durante cuatro horas. 

Posteriormente, las muestras se colocaron en el desecador para evitar la ganancia 

de humedad durante el proceso de enfriamiento. La diferencia de peso del crisol 

antes y después de finalizado el proceso indicó la cantidad de materia orgánica 

contenida en c/u de las muestras (Buchanan y Kain, 1984 En: Holme y Mcintyre,  

1984). 

 

 



 35 

 

6.3.1.3. pH 
 

Se pesó 10g de suelo que luego se mezcló con 10 ml de agua destilada 

desionizada, una vez homogenizada la mezcla se midió su pH con un 

potenciómetro digital MeterLab (Buchanan y Kain, 1984 En: Holme y Mcintyre,  

1984). 

 

6.3.2 CEPAS DE REFERENCIA Y TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS 

Con el fin de estandarizar la metodología y como control positivo, se utilizaron las 

cepas de referencia: Bacillus thuringiensis kurstaki (Btk) (cry1Aa, 

1Ab1,1Ac1,2Aa1, y 2Ab1), Bacillus thuringiensis san diego (Bts) (cry3Aa1), y 

Bacillus thuringiensis israeliensis (Bti) (4Aa1, 4Ba1, 10Aa1, 

11Aa1,Cyt1Aa1,Cyt1Ca1,Cyt2Ba1 ). Las cepas Bts y Bti fueron donadas por el 

Doctor Sergio Ordúz de la Corporación para Investigaciones Biológicas CIB, y  Btk 

se aisló del producto comercial dipel®. 

 

De cada una de las 24 muestras de suelo obtenido de la CGSM se utilizó 1g de 

suelo al cual se adicionó 9 mL de PBS (0.002 M NaH2PO4, H2O, 0.008 M Na2HPO4 

anhidro,12 H2O, 0.15 NaCl) en tubos falcon de 15 mL, seguidamente esta mezcla 

se sometió a agitación vigorosa (vortex) por 1 minuto y luego se incubó por 4 

horas a 30ºC. Transcurrido este tiempo se realizó un choque térmico a 80ºC 

durante 10 minutos (Travers et al., 1987; Bernhard et al., 1997). Posteriormente, la 

muestra se homogenizó y se hizo alícuotas de tres diluciones seriadas (10-1, 10-2, 

10-3), de las cuales se sembraron 100 μL en cajas de petri en medio Luria Bertani 

(LB) y se incubaron a 30ºC  por 24 horas. Se seleccionaron las colonias crecidas 

que presentaban características macroscópicas semejantes a las de B. 

thuringiensis, es decir, aquellas que tuvieran un contorno irregular y un color 

blanco ceniza con cierta tonalidad grisácea y textura lisa y sedosa en el centro 

pero mate en los bordes (Miralles y Pérez, 2004 En: Bravo y Cerón 2004). Cada 
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colonia se sembró por agotamiento en agar LB y se incubaron a 30ºC hasta la 

esporulación. 

       
6.3.3 CARACTERIZACIÓN MICROSCÓPICA 
 

Las cepas previamente seleccionadas por sus características macroscópicas, 

fueron observadas al microscopio óptico de luz. Inicialmente luego de una 

incubación de 24 horas los bacilos esporulados nativos fueron sometidos a  una 

coloración de Gram que permitió, según el fundamento de esta técnica determinar 

sí las cepas están puras y corresponden a bacilos Gram positivos.  

 

La segunda tinción, se realizó por duplicado (luego de que los bacilos nativos 

fueron incubados en medio LB por 7 días), para evidenciar la forma, tamaño y la 

cantidad relativa de esporas y cristales por campo óptico, por medio del colorante 

safranina-verde de malaquita, el cual según Hernández (1997), es un método que 

permite diferenciar claramente todas las estructuras, puesto que las esporas se 

colorean de verde, los bacilos de rojo oscuro y los cristales de un rojo tenue. Se 

utilizó un código con el fin de referenciar la cantidad de cristales presentes en 

cada muestra observada al microscopio óptico (100X); así,  de 1-10 cristales por 

campo óptico se anotó  (+), de 10-20 (++), y si se hallaban más de 20 cristales por 

campo óptico se utilizó (+++) (Hernández, 1997). Las cepas clasificadas con (+++) 

fueron sometidas a un segundo análisis en un microscopio de contrate de fases.  

 

 6.3.4 CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA SDS- PAGE 
 

Para la obtención del perfil electroforético de proteínas en aquellos  aislamientos 

nativos que dieron positivo durante la caracterización microscópica, es decir que 

presentaron cristales y esporas, se les realizó una electroforesis de proteínas 

totales en gel denaturante de poliacrilamida (SDS- PAGE), en  una cámara de 

electroforesis vertical (Mini-PROTEAN TETRA-BIO RAD) de cuerdo a la 

metodología descrita por Laemmli (1970). Los geles denaturantes de 
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poliacrilamida, se prepararon según el protocolo de la casa comercial fabricante 

(BIO RAD), con concentraciones de 12% para el gel de separación y 5% para el 

de concentración (Anexo C).  

 

Los corridos electroforéticos se realizaron por 60 minutos a 200 voltios. Una vez 

finalizada la electroforesis los geles fueron teñidos en solución colorante de Azul 

de Comassie R-250 durante media hora y luego se decolorarán con solución 

metanol ácido acético (40-10%) por 60 minutos; durante la tinción y decoloración 

de los geles se utilizó un SHAKER marca HEIDOLPH VIBRAMAX 100 a 450 rpm 

por 30 minutos. 

 

Por medio de esta caracterización bioquímica, se relacionaron las bandas de las 

proteínas de las cepas aisladas de la CGSM con las bandas del marcador de peso  

P7702S de la casa comercial Biolabs y a su vez se relacionaron con las bandas de 

las proteínas Cry de las cepas de referencia de Btk, Bts y Bti (Bravo et al., 1998; 

Cerón, 1995; Hernández, 1997). 

 

Para la obtención de los extractos crudos de proteínas se estandarizaron cuatro 

métodos. Se emplearon las cepas de referencia y 2 cepas nativas seleccionadas 

al azar, que fueron aisladas e incubadas en LB por 7 días a 30ºC. Luego se 

extrajo toda la masa bacteriana y se resuspendió en 250 μL de PBS (0.002 M 

NaH2PO4* H2O, 0.008 M Na2HPO4 anhidro * 12 H2O, 0.15 NaCl). Estos 

extractos se conservaron a -20ºC hasta su posterior utilización (Hernández, 1997). 

 
6.3.4.1 Tratamiento de las muestras variando la proporción del Buffer de 
Laemmli  
 

Se determinó la proporción correcta entre el buffer de Laemmli y el extracto crudo 

de proteínas, utilizando la cepa de referencia Btk. Se estudió el volumen del buffer 

Laemmli en tres tratamientos (Tx) así: 10 μl (T1), 20 μl (T2) y 30 μl (T3). En  todos 

los casos se conservó un volumen de 10 μl de la mezcla cruda de esporas y 
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cristales de la cepa de Btk y se adicionó 3 μl de 2 -mercaptoetanol. Finalmente, la 

mezcla se introdujo en baño maría por 20 minutos a 100 ºC y se sembró 25 μl de 

cada uno de los tratamientos en el gel de poliacrilamida para su corrido 

electroforético. 

 
6.3.4.2 Tratamiento de las muestras con Na2CO3 pH 10.0 
 

Durante este ensayo se utilizaron las cepas de referencia (Btk, Bts y Bti) y dos 

bacilos esporulados nativos de la CGSM seleccionados al azar (BTUJTL39, 

BTUJTL41). El tratamiento consistió en introducir por una hora a 37 ºC la mezcla 

de cristales y esporas en una solución de Na2CO3 50 mM (pH 10.0), con el fin de 

solubilizar los cristales (Ito et al., 2004). Luego, se mezcló 10 μL  de esta solución 

con 20 μL de buffer Laemmli y se adicionó 3 μL de 2-mercaptoetanol. 

Posteriormente, se introdujo la mezcla en baño maría por 10 minutos en ebullición; 

finalmente, se sembró 25 μL de esta mezcla en el gel de poliacrilamida para su 

corrido electroforético y las bandas se tiñeron con azul de Commasie por 2 horas. 

 
6.3.4.3  Tratamiento de las muestras con Urea y medio LB modificado con 
adición de Sulfato de amonio 
 

Se utilizaron las cepas de referencia y 2 bacilos esporulados nativos de la CGSM 

seleccionados al azar (BTUJTL43, BTUJTL57), las mezclas se sembraron en 

medio LB modificado al que se adicionó 4 g/L de sulfato de amonio según la 

metodología de Pitre et al. (2008), y se incubaron a 30ºC por 7 días. Luego de 

este procedimiento toda la masa bacteriana fue extraída y resuspendida en tubos 

eppendorf que contenían 300 μL de agua destilada, desionizada y esterilizada. 

Finalmente, se realizó el procedimiento descrito por Laemmli (1970). A 10 μL del 

extracto crudo de proteínas se le adicionó 20 μL del buffer de Laemmli y se le llevó 

a baño maría durante 10 minutos en ebullición. Luego, se sembró 25 μL  en el gel 

de poliacrilamida para su corrido electroforético y las bandas se tiñeron con azul 

de Commasie por 2 horas. 
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6.3.4.4 Tratamiento de las muestras con sonicación  
Los extractos crudos de proteínas obtenidos con condiciones iguales a las del 

tratamiento anterior (7.3.4.3), fueron lavados con agua destilada, desionizada y 

esterilizada y centrifugados a 10.000 revoluciones por 40 segundos. Este 

procedimiento se realizó 3 veces a cada uno de los estratos crudos (Bravo y 

Cerón 2004) para luego ser sometidos a un proceso de sonicación a una amplitud 

del 36% con pulsos de 3 a 1 por 20 segundos utilizando el sonicador marca  

SONICS VIBRA CELL, 750 W. Este procedimiento se llevó a cabo 4 veces a cada 

uno de los extractos crudos. Se realizó el procedimiento descrito por Laemmli  

(1970). A 10 μL del extracto crudo de proteínas se le adicionó 20 μ L del buffer de 

Laemmli y se le llevó a baño maría durante 10 minutos en ebullición. Se sembró 

25 μL en el gel de poliacrilamida para su corrido electroforético y las bandas se 

tiñeron con azul de Commasie por 2 horas. 

 

 
6.3.5 CARACTERIZACIÓN MOLECULAR POR PCR DE GENES cry 
 
6.3.5.1 Extracción de ADN  
 

Para la estandarización de la extracción de ADN plasmídico y total del banco de 

cepas nativas de la CGSM, se utilizó el método modificado de Sambrook & Rusell, 

(2001) (Anexo D), y el Kit Ultraclean TM Microbial DNA Isolation Kit de de la casa 

comercial Mo BIO laboratorios, INC (Anexo E) para la extracción de ADN total 

bacteriano.  

 

Una vez extraído el ADN por los diferentes métodos antes mencionados, su 

concentración y calidad fue cuantificada por comparación visual después de la 

electroforesis en un gel de agarosa al 1% (Anexo E) con las bandas de un DNA 

standard (lambda HindIII) de concentración conocida (teñido con bromuro de 

etidio). Este DNA se guardó a -20ºC hasta su posterior utilización.  
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6.3.5.2 Detección de genes cry mediante PCR   
 

La caracterización molecular por medio de la Reacción en Cadena de la 

Polimerasa Múltiple (M-PCR), se realizó, con el fin de identificar genes de las 

familias cry1, cry2, cry3 y cry4, por medio de 2 reacciones: la mezcla A que  

contenía 4 oligonucleótidos que amplifican fragmentos de genes de las familias 

cry1 y cry4 y la mezcla B con 4 oligonucleótidos que amplifican fragmentos de  

genes de las familias cry2 y cry3. Se utilizaron oligonucleótidos generales de las 

regiones altamente conservadas de cada una de estas familias diseñados por 

Ben-Dov et al. (1997) (Tabla 5). Cada reacción fue asociada con un control 

negativo (sin presencia de DNA) y 2 controles positivos correspondientes a las 

cepas de referencia Btk y Bti (mezcla A) y Btk y Bts (mezcla B).  

 
Tabla 5. Secuencias de los oligonucleótidos universales utilizados en este estudio que reconocen 
genes cry1, cry2, cry3 y cry4 de Bacillus thuringiensis (Ben-Dov et al., 1997). 

 
Gen 
cry 

 
Secuencia 

Orden de 
insecto 

susceptible 

Peso 
esperado 

(pb) 
cry1 Un1(d), 5´ CATGATTCATGCGGCAGATAAAC 3´ Lepidópteros 277 

Un1(R), 5´ TTGTGACACTTCTGCTTCCCATT 3´ 

cry2 Un2(d), 5´ GTTATTCTTAATGCAGATGAATGGG3´ Lepidópteros-
Dípteros 

689 
Un2(R), 5´ CGGATAAAATAATCTGGGAAATAGT3´ 

cry3 Un3(d), 5´ CGTTATCGCAGAGAGATGACATTAAC 3´ Coleópteros 589 
Un3(R), 5´ CATCTGTTGTTTCTGGAGGCAAT3´ 

cry4 Un4(d), 5´ GCATATGATGTAGCGAAACAAGCC3´ Dípteros 439 
Un4(R), 5´ GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC3´ 

Nota: primer directo (d) y primer reverso (r)  

 

Se tuvieron en cuenta las condiciones descritas por Ben-Dov et al. (1997) como  

punto de partida en el proceso de estandarización de las condiciones de 

amplificación, variándose el número de ciclos desde 28 a 36 y la temperatura de 

anillado desde 52-58ºC. El programa de termociclado comprendió 30 ciclos de 

denaturación a 94ºC por 1 minuto, anillado de 54-60ºC por 40-50 segundos, y 

extensión a 72ºC por 50-90 segundos. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo 

con un volumen final de 20 µL, contenía 0.2-0.5 mM oligonucleótidos, 2-3 mM de 
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cloruro de magnesio y 0.5-1 U de Taq DNA polimerasa. Las reacciones se 

realizaron en un termociclador marca PTC-100TM Pelrtier Thermal Cycle de Mj-

Reserarch, USA, 

 

Para revelar la presencia de los genes amplificados, se sembró 10 μl del producto 

de PCR en los pozos de geles de agarosa al 2% en tampón TBE 0,5 X. La 

electroforesis se realizó a 100 voltios por 60 minutos en una cámara horizontal de 

electroforesis marca Gel XL ultra V-2 de Labnet international y los productos de 

amplificación fueron fotografiados con el fotodocumentador UVP Gel-Doc-ITTM 

imaging system (UVP LSC. USA). 

 

6.3.6 Conformación de un Banco de Bacilos Nativos Esporulados 
 
Una alícuota de 50 µl de un cultivo líquido de cada uno de los aislamientos nativos 

se utilizó para impregnar un tira de papel filtro previamente esterilizado dentro de 

una ampolleta color ámbar que inmediatamente después se selló al calor con un 

mechero, esto se realizó por triplicado para cada una de las cepas. Después, 

estas ampolletas se guardaron en el refrigerador a 4°C hasta su nueva utilización, 

previamente marcadas con el lugar de procedencia y el código del aislamiento.  

 
6.4 FASE DE GABINETE 
 
6.4.1 Análisis estadísticos  
 

Se realizaron cálculos con estadística descriptiva simple para las diferentes 

caracterizaciones con el programa Microsoft Excel XP®, y a fin de confirmar las 

hipótesis planteadas. Se utilizaron procedimientos univariantes para analizar los 

componentes  edáficos de materia orgánica (M.O) y pH en las 24 muestras de 

suelo analizadas usando el programa estadístico Statgraphics Centurion. Para ello 

se aplicó un análisis de varianza (ANOVA) con el fin de analizar si  existían valores 

semejantes de pH y materia orgánica entre las muestras de suelo aledañas a los 
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diferentes tipos de árboles de manglar estudiados. Así mismo, a fin de determinar 

si existían diferencias significativas entre los valores de estos componentes 

edáficos según las distancias a las raíces se empleó “Pruebas de hipótesis para la 

media” entre los valores promedio totales de M.O y pH cerca vs. lejos de las 

raíces. 
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7. RESULTADOS  
 

A continuación se presentan los resultados obtenidos durante el proceso 

investigativo que condujeron al establecimiento de un banco de 99 aislamientos 

esporulados nativos extraídos del suelo del ecosistema de manglar de la Ciénaga 

Grande de Santa Marta y su caracterización a nivel microscópico, bioquímico y 

molecular. 

 
 
7. 1 COMPONENTES EDÁFICOS 
 

7.1.1 Granulometría 
 

El suelo analizado en los diferentes árboles de manglar presenta diferencias en el 

promedio de diámetro medio del grano hallándose desde arena gruesa en R. 

mangle hasta arena fina en C. erectus y A. germinans, pasando por arenas 

medias en L. racemosa (Tabla 6). La desviación estándar, muestra arenas 

moderadas y pobremente clasificadas. 

 
Tabla 6. Clasificación del diámetro medio del grano en las diferentes muestras de suelo analizadas 
de la CGSM. 
    
   Procedencia 

Diámetro Medio 
(Md-phi) 

Desviación estándar 
(Sigma-phi) 

R. mangle Arena gruesa Pobremente clasificada 

A. germinans Arena fina Moderamente clasificada 

L. racemosa Arena media Pobremente clasificada 

C. erectus Arena fina Moderamente clasificada 

 
7.1.2 Materia orgánica 
 

Los resultados muestran que los valores promedio de materia orgánica variaron 

desde 1,35% hallado en muestras de suelo aledañas a C. erectus hasta un valor 
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de 2,66% halladas en R. mangle, estos árboles obtuvieron el menor y mayor valor 

promedio respectivamente (Tabla 7). 
 
Tabla 7. Porcentaje promedio de materia orgánica en muestras de suelo de acuerdo al tipo de  
árbol estudiado en el ecosistema de manglar de  la CGSM. 

Árbol de mangle Valores promedio de M.O 
  (%) 

R. mangle 2,66 

A. germinans 2,28 

L. racemosa 2,23 

C. erectus 1,35 

 

Los resultados obtenidos mostraron un P de 0,0001 (> 0,05) que indica la 

existencia de diferencias estadísticamente significativas en la cantidad media de 

materia orgánica para las muestras de suelo extraídas de las diferentes especies 

de árbol.  

 

Los resultaron mostraron que los valores promedio totales de materia orgánica de 

las muestras de suelo cercanas a las raíces (2,54%), fueron mayores a los valores 

promedio totales lejos de estas (1,72%). Sin embargo, la “Prueba de hipótesis 

para la media” mostró con un valor de P de 0,48073 (> 0,05), que los promedios 

de materia orgánica entre todas las muestras de suelo cercanas y lejanas de las 

raíces no presentan diferencias significativas. 

 

7.1.3. pH 
 

Los valores promedio de pH encontrados estuvieron dentro del rango neutro y 

ligeramente alcalino, siendo los valores más bajos los de las muestras de suelo 

extraídas cerca de  R. mangle (7,41) y los más altos los de las muestras de suelo 

cercanas a C.erectus (8,06) (Figura 7). 
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Figura 7. Valores promedio de pH en las muestras de suelo aisladas de la CGSM.  
  

El análisis de varianza ANOVA, realizado para comparar las medias de pH entre 

las diferentes muestras de suelo, mostró con un valor de P de 0, 3099 (> 0,05) que 

no hay diferencias estadisticamente significativas entre los promedios de pH para 

las muestras de suelo aledañas a los arboles de mangle.  

 

Por otro lado, los resultaron mostraron que los valores promedio de pH de todas 

las muestras de suelo cercanas a las raíces (7,53), eran menores a los valores 

promedio de todas las muestras lejos de estas (8,05), la “Prueba de hipótesis para 

la media” realizada con el fin de determinar sí estas diferencias eran 

estadisticamente siginificativas, mostró un valor de P de 0,04643 (> 0,05), por lo 

cual sí hay diferencias estadísticamente significativas entre las medias de pH para 

las muestras de suelo extraídas cerca y lejos de las raíces. 
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7. 2 TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS Y AISLAMIENTO DE BACILOS 
ESPORULADOS TOTALES 
 

Se aislaron 115 bacilos esporulados, que fueron posteriormente caracterizados a 

nivel microscópico, bioquímico y molecular. Se encontró que la distribución de 

estos 115 aislamientos no fue homogénea en las muestras de suelo aledañas a 

los 4 tipos de árboles estudiados.  

 

El mayor número de aislamientos de bacilos esporulados se halló en las muestras 

de suelo de Avicennia germinans (34,8%); seguido por Laguncularia racemosa 

(26%), Conocarpus erectus (20,9%) y por último Rhizophora mangle (18,3%) 

(Figura 8). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Porcentaje de aislamientos de bacilos esporulados provenientes de muestras de suelo 
aledañas a los diferentes tipos de arboles del ecosistema de manglar.  
 

Los resultados muestran una diferencia en la distribución de los bacilos 

esporulados según la distancia a la raíz, siendo mayor el número de aislamientos 

de bacilos esporulados totales lejos de las raíces (55%) que cerca de estas (45%) 

(Figura 9). 
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Figura 9. Número total de aislamientos de bacilos esporulados cerca y lejos del suelo aledaño a 
las raíces de los árboles de mangle presentes en el ecosistema de manglar de la CGSM. 
 
 
7. 3 CARACTERIZACIÓN MICROSCÓPICA 
  
La tinción de Gram permitió comprobar la presencia de bacilos esporulados 

Gram+ en 107 (93%) bacilos nativos. Por otro lado, el análisis permitió identificar 

bacilos de diferentes morfologías como son: bacilos cortos y gruesos, bacilos 

largos y delgados (resultado no presentado). 

 

La cuantificación de cristales por medio de la tinción diferencial de safranina verde 

de malaquita de los 107 bacilos esporulados nativos, mostró que un 92% 

presentaron cristales paraesporales, predominando las cepas que contenían entre 

1 y 10 cristales por campo óptico (68,7%), seguido por 11 y 20 cristales por campo 

óptico (19,2%), y más de 20 cristales (12,1%) (Figura 10). 

Figura 10. Promedio de cristales paraesporales hallados en los aislamientos nativos de la CGSM. 
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La tinción diferencial de safranina verde de malaquita, permitió la identificación de 

cristales paraesporales de forma y tamaños variables en 99 bacilos esporulados 

nativos, se observaron formas: circular, bipiramidal, cuadrangular, triangular y 

amorfa (Figura 11). 

 

 
Figura 11. Morfologías de cristales paraesporales observados en bacilos esporulados aislados  de 
las muestras de suelo aledañas a los árboles del ecosistema de manglar de la CGSM. (Microscopio 
de contraste de fases). Se observa en A. y en C. cristales amorfos; en B. cristal triangular; en D. y 
en E. varias morfologías como son: amorfa, bipiramidal, y circular.  
 

Se presentaron  asociaciones de 2, 3 y 4 formas diferentes de cristal en una sola 

cepa, estableciéndose 11 perfiles morfológicos para la presencia de cristales 

(Tabla 8).  
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TABLA 8. Número de perfiles y porcentaje  de las diferentes formas de  cristales halladas en los 
bacilos esporulados de la CGSM. 

Nº 
Perfil 

Perfil  
observado 

Nº 
aislamientos 

Porcentaje 
(%) 

Procedencia 

1 Ci 43 43,4 R, Av, L, C 

2 B 8 8,1 Av, L, C 

3 Ci, B 28 28,3 R, Av, L, C 

4 Ci, Cd 11 11,1 R, Av, L, C 

5 Ci, B, Cd 1 1,0 L 

6 Ci, B, A 3 3,0 Av, L, C 

7 Ci, Cd, A 1 1,0 R 

8 B, Cd, A 1 1,0 R 

9 B, T, A 1 1,0 C 

10 Ci, B, Cd, A 1 1,0 R 

11 Ci, Cd, T,A 1 1,0 R 

Nota: Ci (circular), B (bipiramidal), Cd (cuadrangular), A (amorfo), T (triangular), R (R. mangle), Av 
(A. germinans), L (L. racemosa) y C (C. erectus). 
 

Se encontró que los mayores porcentajes correspondían al perfil circular (43,4%), 

seguido por el circular-bipiramidal (28,3%), y circular-cuadrangular (11,1%) y 

bipiramidal (8,1%), los demás perfiles obtuvieron porcentajes entre 1 y 3%.  

 

 

7. 4 CARACTERIZACIÓN BIOQUIMICA 
 
7.4.1 Estandarización de la electroforesis de proteínas totales en geles de 
poliacrilamida (SDS-PAGE) 
Durante la estandarización de la electroforesis de proteínas en geles denaturantes 

de poliacrilamida, se evaluaron 4 métodos para la obtención de los extractos 

crudos de proteínas. 

 



 50 

Los resultados de la primera estandarización, mostraron que el mejor tratamiento 

fue el T2 (carril 2) que correspondía a un volumen del extracto crudo de proteínas 

por dos volúmenes del buffer de Laemmli, este tratamiento reveló bandas de 140 y 

60 KDa que corresponden a las proteínas Cry1 y Cry2 respectivamente de Btk 

(Figura 12). En los otros tratamientos, no se revelaron bandas, por lo cual en los 

siguientes experimentos se utilizó la relación obtenida en T2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Efecto de diferentes volúmenes de buffer Laemmli sobre el Perfil electroforético (SDS-
PAGE) del extracto crudo de esporas y cristales de la cepa de Btk (10 μl). Carril 1: Marcador de 
peso molecular V849A (PROMEGA); carril 2: Tratamiento 2 (20 μl buffer laemmli); Carril 3: 
Tratamiento 3 (30 μl buffer laemmli) y Carril 4: Tratamiento 1 (10 μl buffer laemmli). La 
electroforesis se corrió en un gel denaturante de poliacrilamida al 12% y se tiñó con azul de 
Coomassie.  

 

En el segundo tratamiento, se utilizaron muestras tanto las cepas de referencia 

(Btk, Bts y Bti) como 2 cepas nativas (BTUJTL39 y BTUJTL41), seleccionadas al 

azar (Figura 13). 
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Figura 13. Efecto del buffer de Na2CO3 pH: 10 sobre el Perfil electroforético (SDS-PAGE) de 
proteínas totales del extracto crudo de esporas y cristales de cepas nativas de Bacillus 
thuringiensis. Carril 1: Marcador de peso molecular PT7703s (BIOLABS). Carril 2: Perfil de la cepa 
Bti, (proteínas parecidas a Cyt aprox. 27 KDa); Carril 3: Perfil de la cepa Bts, (proteína parecida a 
Cry3 de 60 KDa); Carril 4: Perfil de la cepa Btk HD1, (proteínas parecida a Cry1 y Cry2 de 140 y 60 
KDa respectivamente); carriles 5 y 6 cepas nativas BTUJTL39 y BTUJTL41, se aprecian bandas 
poco nítidas de 30, 40, y 60 KDa en BTUJTL41. La electroforesis se corrió en geles denaturantes 
de poliacrilamida al 12% y se tiñeron con azul de Coomassie. 
 

En la Figura 13 se puede apreciar la aparición de bandas claras en Btk y en Bts. 

Sin embargo, en Bti sólo se observan bandas tenues correspondientes a proteínas 

Cyt pero no la banda correspondiente a Cry4 De 130-140 KDa (Fig. 14. Carril 2). 

La cepa nativa BTUJTL39 no reveló bandas, mientras que en BTUJTL41 (Fig. 14. 

Carril 6) se presentaron bandas muy tenues correspondientes a 30, 40, y 60 KDa 

que pueden asociarse a proteínas Cyt, Cry2, y Cry3 respectivamente (Crickmore, 

2009, En: www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/). 

 

Se planteó una tercera metodología en la cual se le suministró al medio de LB un 

suplemento inorgánico de nitrógeno con el fin de favorecer la esporulación en las 

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/�
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cepas nativas (Pitre et al., 2008) y por ende mejorar el revelado de las bandas de 

proteínas (Figura 14).  

                                     

 
Figura 14. Efecto de suplemento inorgánico en el medio de cultivo sobre el Perfil electroforético 
(SDS-PAGE) de proteínas totales del extracto crudo de esporas y cristales de cepas nativas de 
Bacillus thuringiensis. Carril 1: Perfil de la cepa Btk, (proteínas parecidas a Cry1 y Cry2 de 140 y 60 
KDa respectivamente); Carril 2: Perfil de la cepa Bts, (proteína parecida a Cry3 de 60 KDa); Carril 
3: Marcador de peso molecular PT7702s (BIOLABS); Carril 4: Perfil de la cepa Bti, (proteínas 
parecida a Cyt1A de aprox. 35 KDa); carriles 5 y 6 aislados nativos esporulados BTUJTL43 y 
BTUJTL57. Se aprecian bandas poco nítidas de 15, 42, 55 y 60 KDa en el carril 5  y de 15, 42 y 55 
KDa en el carril 6. La electroforesis se corrió en geles denaturantes de poliacrilamida al 12% y se 
tiñeron con azul de Coomassie. 
 
La Figura 14, muestra que con esta metodología mejoró la producción de bandas 

con pesos similares a las de las proteínas Cry de Bt, pero en Bti y en las cepas 

nativas, las bandas fueron muy tenues, por lo cual se decidió realizar un cuarto 

experimento, en el que se repitieron las condiciones del tercero con las muestras 

previamente sonicadas. Los resultados obtenidos por medio de este método 

(Figura 15) mostraron una amplia solubilización de cristales y por ende gran 

cantidad de bandas en la cepas nativas con pesos semejantes a los de las 
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proteínas Cry y Cyt, por tanto, este método fue el escogido para la caracterización 

bioquímica de las 99 cepas de bacilos esporulados asilados del ecosistema de 

manglar de la CGSM.  
 
 
 

Figura 15. Efecto de la sonicación de los extractos crudos de esporas y cristales sobre el Perfil 
electroforético (SDS-PAGE) de proteínas totales del extracto crudo de esporas y cristales de cepas 
nativas de Bacillus thuringiensis. Carril 1: Marcador de peso molecular PT7702s (BIOLABS); Carril 
2: Perfil de la cepa Btk HD1, (proteínas parecida a Cry1 y Cry2 de 140 y 60 KDa respectivamente); 
Carril 3: Perfil de la cepa Bts, (proteína parecida a Cry3 60 KDa); Carril 4: Perfil de la cepa Bti, 
(proteínas parecida a Cyt1A aprox. 35 KDa); Carriles 5 y 6 cepas nativas BTUJTL27 y BTUJTL64. 
Se aprecian bandas claras de 35, 40, 60, 65 y 95 KDa en el carril 5 (BTUJTL27). La cepa nativa  
BTUJTL64 reveló bandas de 27, 35, y 65 KDa, entre otras. La electroforesis se corrió en geles 
denaturantes de poliacrilamida al 12% y se tiñeron con azul de Coomassie. 
 
 
7.4.2 Análisis electroforético de proteínas totales en geles de poliacrilamida 
(SDS-PAGE) 
 

Utilizando el método estandarizado para SDS-PAGE, se caracterizaron los 99 

bacilos esporulados aislados del suelo del ecosistema de manglar de la CGSM. El 

86.87% de estos aislamientos presentó perfiles electroforéticos claros de 

proteínas. Los pesos obtenidos variaron desde 6,5 KDa hasta 158 KDa y se 

encontraron cepas que revelaron  desde una banda (13,13%), hasta 17 bandas 

(1%), siendo 7 bandas el número más frecuente (17,17%).  
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Para predecir la posible actividad biológica de las cepas nativas de acuerdo al 

peso de las bandas reveladas por SDS-PAGE, se realizó una clasificación (Tabla 

9), en la cual se establecieron 13 grupos; esta clasificación se realizó basada en la 

Tabla 2 donde se especifican los diferentes rangos de actividad de las proteínas 

Cry y Cyt de acuerdo a (Crickmore, 2009, En: 

www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/). 

  
Tabla 9. Grupos de proteínas establecidos de acuerdo al peso de las bandas de proteínas totales 
reveladas por SDS de bacilos esporulados aislados de la CGSM. Se presenta la posible actividad 
biológica y el número de bacilos esporulados nativos que reveló bandas dentro de cada grupo de 
proteínas. 

 
Grupo 

Rango de 
proteínas 

(KDa) 

 
Organismo susceptible 

Número de bacilos 
nativos que revelaron 
bandas de proteínas 

dentro del grupo  

I 0-24 Pesos sin asociar a ninguna 

proteína Cry o Cyt 

54 

II 25-35 Cyt 71 

III 36-40 Lepidópteros 46 

IV 41-60 Nematodos 67 

V 61-82 Lepidópteros, Coleópteros, 

Dípteros, Himenópteros 

38 

VI 83-86 Dípteros 2 

VII 87-90 Nematodos 3 

VIII 91-100 Lepidópteros 1 

IX 100-125 Pesos sin asociar a ninguna 

proteína Cry o Cyt 

3 

X 126-137 Lepidópteros, Coleópteros, 

Dípteros, Himenópteros 

0 

XI 138-146 Lepidóptero, Nematodo 12 

XII 147-154 Nematodo 0 

XIII 155-220 Pesos sin asociar a ninguna 

proteína Cry o Cyt 

8 

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/�
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Los resultados muestran que de los 86 bacilos nativos esporulados que revelaron 

bandas, únicamente 6 correspondieron a un solo grupo de actividad biológica 

potencial, las cepas restantes presentaron combinaciones entre 2 y 6 grupos de 

actividad (ANEXO G).  Como se aprecia en la Figura 16, los resultados mostraron 

un amplio número de bandas amplificadas en cada aislamiento, el 80% de los 

bacilos esporulados  revelaron proteínas de diferentes grupos de perfiles 

electroforéticos. En el carril 6 (BTUJTL67), se aprecian 10 bandas de diferentes 

pesos que fueron clasificadas según el rango asignado en los grupos o perfiles 

electroforéticos: I, II, III; IV y XIII, por lo cual esta cepa tiene potencial actividad 

biología contra, dípteros,  lepidópteros y nematodos. 
 

Figura 16. Perfil electroforético (SDS-PAGE) de proteínas totales del extracto crudo de esporas y 
cristales de cepas nativas de Bacillus thuringiensis. Carril 1: Perfil de la cepa Btk HD1 (proteínas 
parecida a Cry1 y Cry2 de 140 y 60 KDa respectivamente); Carril 2: Marcador de peso molecular 
PT7702s (BIOLABS); Carril 3:Perfil de la cepa Bts, (proteína parecida a Cry3 60 KDa); Carril 4: 
Perfil de la cepa Bti, (proteínas parecida a Cyt1A aprox. 27 KDa); Carriles 5, 6, 7, 8 y 9 aislados 
nativos esporulados correspondientes a BTUJTL66, BTUJTL67, BTUJTL68, BTUJTL69  y 
BTUJTL71 respectivamente. Se aprecian entre 5 y 17 bandas por cada carril, siendo la mas común 
entre 135-140 KDa parecida a Cry1 y Cry4. Los carriles 5, 7, 8, y 9 revelaron una banda de 60 KDa 
parecida a Cry3. Los carriles 6 y 9 revelaron bandas con pesos parecida a proteínas Cyt y el carril 
7 reveló una banda de 15 KDa la cual no se asocia a ninguna proteína Cyt o Cry. La electroforesis 
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se corrió en geles denaturantes de poliacrilamida al 12% y los cuales se tiñeron con azul de 
Coomassie. 
  

El perfil más común fue el del grupo II el cual se encontró en 71 de las 99 cepas 

estudiadas. Este grupo se caracteriza por presentar un rango de peso entre 25 y 

35 KDa parecida a las proteínas Cyt que tienen actividad biológica contra insectos 

dípteros. 38 cepas revelaron bandas con pesos entre 61-82 KDa correspondientes 

al grupo V con posible actividad contra dípteros y otros invertebrados (Crickmore, 

2009, En: www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/). 

 

46 bacilos esporulados nativos revelaron bandas dentro del grupo III, que se 

caracteriza por presentar actividad biológica contra insectos lepidópteros 

(Crickmore, 2009, En: www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/). 

 

Se identificaron 38 cepas nativas que presentaron bandas electroforéticas con 

pesos entre 61-82 KDa parecida a proteínas del grupo V, el cual puede presenta 

actividad biológica contra insectos lepidópteros coleópteros dípteros e 

himenópteros (Crickmore, 2009,www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/). 

 

 

Dentro del grupo IV se identificaron 67 cepas nativas que revelaron bandas entre 

41 y 60 KDa, pesos en los cuales se hayan las proteínas parecida a Cry5 con 

posible actividad biológica contra nematodos; así mismo, el grupo VII (87-90 KDa) 

y el grupo XI (138-146 KDa) con 3 y 12 cepas nativas respectivamente, revelaron 

bandas con una potencial actividad biológica contra estos invertebrados 

(Crickmore, 2009, En: www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/). 

 

Los grupos I, IX y XIII que no presentan ninguna asociación conocida con 

proteínas Cry o Cyt (Crickmore, 2009, En: 

www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/), revelaron este tipo de proteínas 

en 54, 3 y 8 cepas nativas respectivamente.  

 

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/�
http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/�
http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/�
http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/�
http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/�
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7. 5 CARACTERIZACIÓN MOLECULAR 
 
7.5.1 Estandarización de la metodología para la caracterización  molecular de 
las cepas de B. thuringiensis 
 

Se amplificaron por PCR Múltiple fragmentos de los genes cry1, 2, 3, y 4 de las 

cepas nativas del ecosistema de manglar de la Ciénaga Grande de Santa Marta. 

Inicialmente se hizo necesaria la estandarización de ciertas condiciones como son: 

concentración de ADN, oligonucleótidos, taq polimersa y MgCl2.  

 
 7.5.1.1 Estandarización de la extracción de ADN 
 

Durante el proceso de estandarización, se realizó la extracción del ADN bacteriano 

de las 99 cepas nativas que previamente se habían seleccionado por la 

caracterización macro y microscópica. Esta extracción fue hecha por medio de 2 

métodos. Se obtuvo ADN total y plasmídico utilizando el método modificado de 

Sambrook & Rusell, (2001), el cual resultó ser muy heterogéneo produciendo ADN 

de concentraciones muy disparejas y contaminación que puede deberse a la 

presencia de  RNA. En la Figura 17 se observa en los carriles 1, 3 y 6 manchas de 

DNA/RNA degradado, e inclusive se aprecia bandas de menor tamaño que 

podrían corresponder a plásmidos. Por esta razón, se decidió utilizar un método 

estándar para aislar el DNA. 

   

 
Figura 17. Extracción de ADN bacteriano total (Carriles 1, 3 y 6) y plasmídico (Carriles  2, 4 y 5) 
por medio del método modificado de Sambrook & Rooselt (2001). Se aprecia en los carriles 3 y 6, 
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bandas inespecíficas de menor peso, que pueden corresponder a plásmidos. Gel de agarosa al 1% 
teñido con bromuro de etidio. 
 

Se extrajo el DNA bacteriano total por medio del kit de la casa comercial Mo BIO 

laboratorios, INC. El DNA obtenido se cuantificó entre 15-50 ng/µl concentración 

suficiente para su utilización en M-PCR. En la Figura 18, no se aprecian bandas 

inespecíficas ni contaminación. Las extracciones de ADN total con Kit fueron 

seleccionadas para la caracterización molecular.   

Figura 18. Extracción de ADN bacteriano total (carriles 1 al 13) por medio del kit UltracleanTM 
MIcrobial DNA Isolation. Se aprecia ADN de concentración homogénea y sin contaminación ni 
bandas inespecíficas. Gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio. 
 

7.5.1.2 Condiciones de amplificación y temperaturas de  hibridación 
 

Las condiciones de amplificación y temperaturas de hibridación finales fueron 

iguales en ambas mezclas de reacción (A y B) y consistieron en una 

desnaturalización de 5 minutos a 94ºC, seguida por 35 ciclos de amplificación que 

consistían en 1 minuto a 94ºC para la denaturación, 40 segundos a  56º  para la 

hibridación y 1 minuto a 72ºC para la elongación. La elongación final se realizo a 

72ºC  por 10 minutos. 

 
7.5.1.3 Concentración de los oligonucleótidos y de otras variables  
 

Las condiciones de la mezcla A fueron: 1 U de taq, 0,2 µM de oligonucleótidos, 2 

mM de MgCl2, entre 25-50 ng de ADN,  2,0 µl Buffer (Figura 19). 
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Figura 19. Productos de amplificación por M-PCR de la mezcla A. Carril 1: mezcla A, fragmentos 
de los genes cry1 y cry4, amplificados con ADN de Btk y Bti. Carril 2: control negativo; carril 3: MW 
Hyperladder II, (Bioline). Gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio (GelDoc-ITTM Imaging 
System). 
 

Se estandarizó las condiciones de la mezcla B (cry2 y cry3) variando las 

concentraciones de oligonucleótidos, taq polimerasa, y cloruro de magnesio (Tabla 

10). 

 
Tabla 10. Condiciones de estandarizacion de la mezcla B (cry2 y cry3). 

Reaccion 
Rx 

Oligonucleótido 
(µM) 

Taq P. 
(U) 

MgCl2 

(µM) 

0 0,2 1 3 

1 0,2 0,5 2 

2 0,2 1 2,5 

3 0,2 1 3 

4 0,1 0,5 2,5 

5 0,2 1 3 

 

En la Figura 20 se puede apreciar que 5 de las 6 reacciones (Rx) para la 

estandarización de la mezcla B amplificaron tanto cry2 como cry3, sólo la reacción 
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Rx4 (Carril 6) no amplificó el gen cry3. Se eligió las condiciones de Rx0 para la 

evaluación de las 99 cepas nativas por poseer ambas bandas bien definidas y 

claramente separadas.  

 
Figura 20. Efecto de diferentes concentraciones de oligonucleótidos, Taq Polimerasa y MgCl2 
(Tabla 10) sobre la amplificación por M-PCR de la mezcla B (cry2 y cry3), se utilizó ADN de Btk y 
Bt.; Carril 1: Rxo; Carril 2: Rx1; Carril 3: Rx2; Carril 4: Rx3; Carril 5: Rx4; Carril 6: Rx5; Carril 7: 
control negativo; carril 8: MW Hyperladder II, (Bioline). Gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de 
etidio (GelDoc-ITTM Imaging System). Se aprecia que solo el carril 5 (Rx4) no amplifico el gen 
cry3.  
 

Finalmente se realizó una reacción de M-PCR con el fin de confirmar las 

condiciones para la mezcla A (cry1 y cry4) y las de la mezcla B (cry2 y cry3). En la 

Figura 21 se puede apreciar los productos de amplificación para ambas mezclas, 

que se tomaron como control positivo para la caracterización molecular de las 99 

cepas nativas aisladas de muestras de suelo de la Ciénaga Grande de Santa 

Marta. 
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Figura 21. Productos de amplificación por M-PCR, de genes generales de las familias cry1, cry2, 
cry3 y cry4 utilizando mezclas de 2 oligonucleótidos generales (Ben-Dov et al., 1997). Carril 1: 
Mezcla A, fragmentos de los genes cry1 y cry4, ADN Btk y Bti; carril 2: Mezcla B, fragmentos de los 
genes cry2 y cry3, ADN Btk y Bts; carril 3: control negativo; carril 4: MW Hyperladder II, (Bioline). 
Gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio (GelDoc-ITTM Imaging System). 
 
7.5.2 Caracterización molecular por PCR-Múltiple de los aislamientos del 
banco de cepas nativas del ecosistema de manglar de  la CGSM. 
Los resultados obtenidos muestran que el 67% de los bacilos aislados tenían por 

lo menos un gen cry. Se encontró cepas nativas de Bt que amplificaron 1, 2 y 3 

genes cry diferentes (41, 25 y 1% respectivamente) (Figura 22). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 22. Porcentaje de los de genes cry amplificados por M-PCR en las cepas nativas de 
Bacillus thuringiensis aisladas del ecosistema de manglar de la CGSM. 
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El porcentaje general en las 99 cepas nativas de la CGSM estudiadas muestra 

una distribución porcentual de genes cry, en la que predomina la familia cry2 con 

(33,3%), seguida por cry1 (28,9 %) y la familia cry3 (6,06%) obtuvo el menor 

porcentaje (Figura 23). 

 
Figura 23. Distribución porcentual de la cantidad de genes cry1, 2, 3 y 4 observada en las cepas 
nativas aisladas del ecosistema de manglar de la CGSM. 
 

De acuerdo al número y diferentes genes cry presentes en las cepas nativas se 

establecieron 10 perfiles, que se presentan en la Tabla 11, se destacan los perfiles 

5, 6, 7 y 8 por poseer combinaciones de 2 genes cry, y el perfil 9 que contiene tres 

genes.  

 
Tabla 11. Perfiles de genes cry establecido en las cepas nativas de Bacillus thuringiensis aisladas 
del ecosistema de manglar de  la CGSM. 
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Un perfil de especial importancia es el 7 donde se encuentran cepas que 

amplificaron los genes cry1 y cry4, estos resultados fueron verificados por una 

segunda reacción de M-PCR (Figura 24). 

 

 

 
Figura 24. Productos de amplificación por M-PCR, de genes generales de las familias cry1 y cry4 
(mezcla A) utilizando mezclas de oligonucleótidos generales (Ben-Dov et al., 1997). Carril 1: control 
negativo; carriles 2 al 7: cepas nativas que amplificaron los genes de cry1 y cry4, (Carril2: 
BTUJTL29; Carril 3: BTUJTL31; Carril 4: BTUJTL34; Carril 5: BTUJTL47; Carril 6: BTUJTL80; Carril 
7: BTUJTL81); Carril 8: control positivo, fragmentos de los genes cry1 y cry4, ADN Btk y Bti. Carril 
9: Marcador molecular MP Hyperladder II, (Bioline). Gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de 
etidio (GelDoc-ITTM Imaging System). 
 

 
En general, se observa la presencia de los productos de amplificación de los 

fragmentos de genes cry1, cry2, cry3 y cry4 en los 4 tipos de árboles de mangle 

evaluados (Tabla 12), exceptuando el gen cry3 que no se identificó en las 

muestras de suelo extraídas cerca de Laguncularia racemosa.  
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Tabla 12. Biodiversidad y distribución de genes cry1, 2, 3, 4 en cepas nativas de Bacillus 
thuringiensis con relación a los árboles del ecosistema de Manglar de la CGSM. 

 
Árbol de 
mangle 

 
Procedencia 

                Perfil de genes cry1, 2, 3, 4 

 

cry1 

 

cry2 

 

cry3 

 

cry4 
 
R. mangle 

Cerca raíz 5  

28,6% 
1  

12,1% 
0  

16,7% 
8  

42,3

% 
Lejos raíz 3 3 1 3 

 
A.germinans 

Cerca raíz 3  

39,3% 
2  

27,3% 
0  

50,% 
0  

11,5

% 
Lejos raíz 8 7 3 3 

 
L. racemosa 

Cerca raíz 4  

21,4% 
7  

36,4% 
0  

0,0% 
3  

23,1

% 
Lejos raíz 2 5 0 3 

 
C. erectus 

Cerca raíz 1  

10,7% 
5  

24,2% 
0  

33,3% 
1  

23,1

% 
Lejos raíz 2 3 2 5 

Total aislamientos 28 100% 33 100% 6 100% 26 100

% 

 

 

Como se aprecia en la Tabla 12, se observaron diferencias en la distribución de 

genes cry según el tipo de árbol de mangle estudiado.  Avicennia germinans y 

Conocarpus erectus presentaron los mayores y menores porcentajes de genes 

cry1 (39,3 y 10,7% respectivamente). El gen cry2 predominó en Laguncularia 

racemosa con un 36,4% y se halló en menor proporción en Rhizophora mangle 

con un 12,1%. Los genes cry3 presentaron la distribución más heterogénea 

predominando en Avicennia germinans con 50% y sin ninguna amplificación en 

Laguncularia racemosa. Los genes cry4 predominaron en Rhizophora mangle con 

un 42,3% y en menor proporción se encontraron en Avicennia germinans con un 

11,5%.  
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En general se observó un mayor número de genes cry amplificados lejos de las 

raíces que cerca de estas, e incluso el gen cry3 sólo se amplificó en las cepas 

nativas de Bacillus thuringeinesis de muestras de suelo lejanas a  las raíces (Tabla 

13). 

 
Tabla 13. Distribución de los genes cry1, cry2, cry3, y cry4 de las cepas nativas de Bacilus 
thuringiensis aisladas del ecosistema de manglar de la CGSM de acuerdo a la distancia de la raíz. 
Procedencia según 
distancia a la raíz 

Perfil de genes cry1,2,3,4 

   cry1     cry2    cry3     cry4  
Total cerca raíz 13 (46,4%) 15 (45,5%) 0 (0,0%) 12 (46,2%) 

Total Lejos raíz 15 (53,6%) 18 (54,5%) 6 (100,0%) 14 (53,8%) 

 

6.3.6 Conformación de un Banco de Bacilos Nativos Esporulados 
Los 99 bacilos aislados que dieron positivos por las caracterizaciones 
microscópicas, bioquímicas y moleculares fueron guardados por triplicado en 
ampolletas color ambar selladas al calor, para un total de 297 ampolletas. 

 
Figura 25. Banco de bacilos nativos esporulados aislados del ecosistema de manglar de la CGSM. 

 
 
 
 
 
 



 66 

8.  DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
 

A continuación se discuten los resultados obtenidos durante el proceso 

investigativo. 

 
8. 1 COMPONENTES EDÁFICOS 
 
8.1.1 Granulometría 
 
Se presentaron diferencias en el diámetro medio del grano entre las muestras de 

suelo aledañas a los árboles de manglar (Tabla 6). El tamaño medio del grano 

hallado en los diferentes árboles corresponde al patrón de sucesión de los 

mismos, hallándose desde arena  gruesa en R. mangle  hasta arena fina en 

C.erectus. Éstos resultados concuerdan con lo esperado pues según IGAC. 

(1991), generalmente las partículas más finas se depositan en áreas de menor 

movimiento donde la energía cinética es baja mientras que los sedimentos más 

grandes se ubican en áreas de mayor flujo de corriente y oleaje; por tanto el 

tamaño medio del grano en R. mangle que fue mayor al de las otras estaciones se 

puede deber a su cercanía con el borde del agua y a la acción del viento que 

jugaría un papel importante en el arrastre de partículas gruesas.  

 

Se encontró una relación directamente proporcional entre el tamaño medio del 

grano y el número de aislamientos de bacilos esporulados. En A. geminans donde 

el tamaño del grano es fino, se hallo el mayor número de aislamientos mientras 

que en R.mangle donde el tamaño de grano es más grueso el número de 

aislamientos fue menor. Según Millar et al. (1962), las fracciones de arenas finas 

poseen mayor superficie, incrementando la capacidad de retención de agua, 

nutrientes y sustancias asimilables; por tanto resulta más favorable para los 

bacilos esporulados y para los microrganismos en general establecerse en suelos 

con este tipo de arenas. 
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8.1.2 Materia orgánica 
 
El suelo es un medio de alta complejidad en el cual numerosos factores 

medioambientales pueden interactuar afectando las poblaciones de los 

organismos que lo habitan; dentro de estos factores la materia orgánica (M.O) 

tiene un papel importante ya que mejora la estructura y la actividad microbiana 

favoreciendo los procesos de mineralización, la cubierta vegetal y sirviendo de 

alimento a multitud de microorganismos (Julca-Otiniano, 2006).  

 

Los resultados de M.O muestran valores de 2,66; 2,28 y 2,23% para para R. 

mangle, A. germinans y L. racemosa respectivamente valores que según 

Jhonsthom, (1991) corresponden en los climas cálidos a una concentración media 

de M.O. Por otro lado, los análisis de estadísticos realizados mostraron que 

existen diferencias significativas en la cantidad media de materia orgánica para C. 

erectus (1,35%) (Tabla 7). Estos valores de M.O en C. erectus correponden a una 

baja concentración (Jhonsthom, 1991) y podrían explicar en parte porque en este 

árbol se hallaron los menores porcentajes de aislamientos de bacilos esporulados. 

 

8.1.3. pH 
 

Las muestras de suelo entre los arboles de mangle no presentaron diferencias 

estadísticamente significativas de pH. Estos resultados concuerdan con  Cintrón-

Molero y Shaeffer-Novelli (1983 En: Orjuela-Rojas 2008), quienes exponen que el 

pH es una de la variables con menos variaciones a nivel temporal y espacial del 

ecosistema de Manglar. 

 

Los valores de pH hallados variaron entre 7,41 para R. mangle y 8.02 para C. 

erectus (Figura 7), valores superiores a los reportados por Cardona (1991), para la 

CGSM quien halló rangos de pH entre 5,4 y 7,1. Estos valores son parecidos a los 

encontrados por Pinto y Naranjo, (1993) para la costa Caribe Colombiana, quienes 

reportaron valores de pH de hasta 7.9. Solo C. erectus presentó un valor superior 

que puede estar relacionado con altos contenidos de carbonato de calcio (IGAC, 
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1991). Sin embargo, en todos lo casos se obtuvo un pH ligeramente alcalino el 

cual es favorable para el desarrollo de numerosos microorganismos (Bitton et al., 

1974). 

 
8. 2 TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS Y AISLAMIENTO DE BACILOS 
ESPORULADOS TOTALES 
 

Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner es una bacteria cosmopolita se encuentra en 

gran variedad de fuentes como filoplano de las hojas, productos almacenados, 

cadáveres de insectos muertos, sedimentos marinos, entre otras; pero sin duda 

una de las fuentes de Bt más importantes e históricamente una en la que más 

importantes es el suelo (Martin y Travers, 1989; Bravo et al., 1998; Uribe et al., 

2003), por tal motivo en este estudio se escogió el suelo como fuente para el 

aislamiento y caracterización de los bacilos esporulados.  

 

Se hallaron diferencias en la distribución de bacillos esporulados entre los árboles 

de mangle estudiados (Figura 8), resultado que concuerda con la idea que la 

distribución de Bacillus thuringiensis no es homogénea y puede variar entre 

regiones (Martin y Travers, 1989; Su xu et al., 2007), diferencias fisicoquímicas del 

suelo como pH, textura del grano, cantidad de materia orgánica pueden influenciar 

de manera significativa la presencia y distribución de los microorganismos (Ortiz y 

Ortiz, 1980). Estas diferencias también se pueden deber al hecho de que no todos 

lo microorganismos esporulados tienen los mismos requerimientos ni están sujetos 

a las mismas presiones ambientales, en las diferentes muestras de suelo aisladas 

de los árboles de mangle estudiados. Así mismo, es muy probable que existan 

variaciones en el metabolismo y abundancia de los bacilos esporulados 

relacionadas con las interacciones entre los microorganismos, el suelo y el tipo de 

planta aledaño, siendo estas últimas capaces de intervenir en las condiciones 

fisicoquímicas de los suelos (Pava, 2002). 
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Un mayor número de  aislamientos de bacilos esporulados fue aislado lejos de las 

raíces (Figura 9) donde el valor promedio de pH fue de 8,05 debido en parte  a 

que Bacillus thuringiensis se desarrolla a un pH ligeramente alcalino (Bravo y 

Cerón, 2004).   

 

Por otro lado, el mayor porcentaje de bacilos esporulados lejos de la raíces se 

podría explicar porque B. thuringiensis no es altamente competitivo en relación 

con otros microorganismos. En un estudio realizado por West et al., (1984, En: 

Bravo y Cerón, 2004), se observó al inocular esporas y cristales de Bt en suelos 

estériles, que la presencia y la actividad se mantenían hasta por 3 años; mientras 

que, en suelos no estériles se perdía un 50% de su actividad en los primeros 7 

días. Es decir, que ciertas relaciones de Bt con otros microorganismo son 

perjudiciales para este, por tanto es de esperarse que lejos de las raíces halla 

mayor proporción del mismo que cerca de las raíces donde existe una gran 

biodiversidad microbiana, por ser suelo rizosférico donde gracias a los exudados 

de la raíz se presenta una intensa actividad biológica (Ramírez, 2009). 

 

 

 

8. 3 CARACTERIZACIÓN MICROSCÓPICA 
 

La cuantificación de cristales mostró que el 92% de los bacilos esporulados 

nativos aislados presentaban cristales paraesporales (Figura 10), un porcentaje 

alto comparado con los resultados obtenidos por Hernández-Soto (2002), quien 

obtuvo un 75% de bacilos esporulados cristaliferos en muestras de suelo e 

insectos muertos recolectados de Costa Rica. De igual forma, en Colombia los 

porcentajes de bacilos cristalíferos obtenidos por Hernández, (1997) (70%) son 

significativamente menores.  

 

Las formas de cristales paraesporales observados (circular, bipiramidal, 

cuadrangular, triangular y amorfa) coinciden con las identificadas en estudios 
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previos (Ceron, et al., 1995; Maeda et al., 2001; Hernández-Soto, 2002; Uribe et 

al., 2002; Su xu et al., 2007; Gao et al., 2008). La gran biodiversidad de los perfiles 

morfológicos de cristales hallados (Tabla 8) puede ser explicada por el proceso 

bacteriano de conjugación en el cual las bacterias pueden intercambiar 

información genética a nivel inter e intra específico, en el caso de Bt los genes de 

δ-endotoxinas en plásmidos conjugativos, son de especial importancia biológica, 

puesto que pueden ser diseminados tanto al interior de la misma especie como 

entre especies estrechamente relacionadas ampliando de este modo el espectro 

de acción tóxica (Bravo y Cerón, 2004). 

 

Las formas de cristal más observadas (circular 43,4% y , circular-bipiramidal 

28,3%), coinciden con los resultados obtenidos por Hernández-Soto (2002), quien 

describe la morfología circular como la más abundante (29%) en suelos de Costa 

Rica y con Maeda et al. (2001), quienes encontraron un porcentaje de cristales 

circulares, circulares-amorfos y circulares-bipiramidales de 49,9; 22, 2  y 11, 1% 

respectivamente en los bacilos esporulados aislados en el ecosistema de manglar 

de las islas Nakama-gawa, Iriomotejima, y Okinawa de Japón. En comparación a 

los resultados obtenidos por Maeda et al. (2001), es de destacar que en el 

presente estudio se halló un mayor número de perfiles morfológicos de cristales 

(Tabla 8), lo cual sugiere una gran biodiversidad y un alto potencial 

biotecnnológico de los bacilos aislados. 

 

Se han establecido correspondencias entre la morfología del cristal y su posible 

espectro de actividad insecticida (Aroson et al., 1984; Hofte y Whiteley, 1989; 

Schnepf et at., 1998), en la presente investigación los resultados obtenidos 

concuerdan con los de Martin y Travers (1989) quienes exponen que esta relación 

entre morfología y espectro de acción no es clara, debido a que el 100% de las 

cepas con cristales bipiramidales amplificó genes cry1, pero solo el 50% de los 

bacilos esporulados con cristales triangulares amplificaron genes cry2 y 

únicamente el 23% de aquellas cepas con cristales circulares amplificaron genes 

cry4. 
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8. 4 CARACTERIZACIÓN BIOQUIMICA 
 
8.4.1 Estandarización del Análisis electroforético de proteínas totales en 
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
 

No existen las condiciones nutricionales ideales en los medios de cultivo que 

permitan una abundante esporulación de las cepas. Avignone-Rosa et al. (1992) 

estudiando la esporulación de Bt concluyó que no es conveniente el uso de 

extracto de levadura como única fuente nitrógeno, ya que este no es suficiente 

para asegurar la producción de δ -endotoxinas, por lo tanto, resulta adecuado el 

empleo de una fuente inorgánica de nitrógeno como el sulfato de amonio debido a  

que, favorece la producción total de proteínas. Por estas razones se utilizó un 

medio LB modificado en el que se le adicionó 4 g/l de sulfato de amonio (Pitre et 

al., 2008). El suplemento inorgánico de nitrógeno proporcionado por el sulfato de 

amonio ayudó a mejorar la producción de δ -endotoxinas y a revelar bandas con 

pesos semejantes a los de las proteínas Cry (Figura 14). Estos resultados 

coinciden con los obtenidos por Faloci y Yatorno (1989), quienes encontraron una 

mayor producción de esporas en cepas de Bt al ser suplementadas  con diferentes 

fuentes de nitrógeno.  La Figura 16 muestra que se mejoró la producción de 

bandas con pesos similares a los de Bt pero en Bti y en las cepas nativas, las 

bandas fueron muy tenues por lo cual se decidió realizar otro experimento. 

 

La separación de la mezcla de cristales y esporas evitó la degradación de los 

cristales por efecto de las proteasas que quedan en la mezcla final (Bravo y 

Cerón, 2004). Por otro lado, la sonicación mejoró la solubilización de cristales 
dando como resultado bandas bien definidas de las proteínas parecidas a Cyt y 

Cry (Figura 15). 

  

8.4.2 Análisis electroforético de proteínas totales en geles de poliacrilamida 
(SDS-PAGE) 
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Las δ-endotoxinas presentan un amplio rango de actividad encontrándose 

proteínas activas contra insectos lepidópteros, coleópteros, dípteros, himenópteros 

(hormigas), y también contra otro tipo de invertebrados como nematodos, gusanos 

planos y protozoarios, de ahí la importancia del análisis electroforético de 

proteínas en geles denaturantes SDS-PAGE, como un método para la evaluación 

preliminar de la posible actividad de los bacilos esporulados nativos (Bravo y 

Cerón, 2004).  

 

Esta caracterización evidenció una gran diversidad biológica de los aislamientos 

esporulados nativos extraídos del suelo del ecosistema de manglar. Se 

observaron bandas electroforéticas que corresponden a pesos de proteínas Cry 

con actividad biológica no solo a los principales insectos plaga estudiados 

(lepidópteros, coleópteros y dípteros), sino también, a otros invertebrados como 

son nemátodos e himenópteros.  

 

El 86,87% de los aislamientos nativos presentó perfiles electroforéticos claros de 

proteínas, estos resultados concuerdan con los obtenidos por Hernández (1997), 

el cuál al caracterizar bioquímicamente 235 aislamientos de suelos colombianos 

encontró que el 87% de estos presentaron perfiles electroforéticos claros de 

proteínas. Por otra parte, los valores obtenidos son superiores a los hallados por 

Hernández-Soto (2002) el cual encontró en muestras de suelo de Costa Rica que 

solo el 65% de sus aislamientos revelaron  bandas claras. 

 

Según Bravo y Cerón (2004), la determinación de los perfiles electroforéticos de 

proteínas es un mecanismo eficaz para reconocer la diversidad de los 

aislamientos nativos. En la presente investigación, se encontró una amplia 

biodiversidad en los bacilos esporulados aislados del suelo del ecosistema de 

manglar de la CGSM, que se evidencia no solo en el amplio número de bandas 

reveladas por cada aislamiento (hasta 17) sino porque únicamente 6 cepas fueron 
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clasificadas en un solo perfil de actividad; las cepas restantes presentaron  

combinaciones de perfiles que incluían 2, 3 ó más posibles actividades biológicas.  

 

El aislamiento de cepas con proteínas con actividad biológica contra insectos 

dípteros es mayor en las zonas tropicales debido a una mayor abundancia de este 

tipo de insectos (Bravo et al., 1998); así mismo, el ecosistema de manglar exhibe 

una amplia diversidad de insectos dípteros e incluso presenta una polinización 

casi exclusiva por parte de estos (Lemus-Jiménez y Ramírez, 2003), por lo cual no 

es de extrañar que 71 de las 99 cepas evaluadas revelaron bandas del grupo II 

(Figura 18), el cual se caracteriza por presentar un rango de peso entre 25 y 35 

kDa correspondiente a las proteínas Cyt con posible actividad biológica contra 

insectos dípteros. Así mismo, numerosas cepas nativas revelaron bandas de 

proteínas Cry con actividad biológica potencial contra insectos dípteros (grupo V y 

VI). Estos resultados pueden evidenciar una posible coevolución entre las cepas 

nativas de la CGSM con los insectos dípteros, debido a la alta presión de 

selección (Cerón  et al.,  1995; Feitelson  et al.,  1992). 

 

La amplia variabilidad insecticida de las δ-endotoxinas permite aislar cepas de 

Bacillus thuringiensis con proteínas de importancia potencial aún desconocidas; la 

búsqueda de dichas cepas es uno de los principales intereses de los 

investigadores a nivel mundial (Feitelson  et al.,  1992; Ceron, et al., 1995; Maeda 

et al., 2001; Uribe et al., 2002; Bravo y Cerón 2004; Su xu et al., 2007; Gao et al., 

2008,). Los grupos I; IX y XIII de la presente investigación con 54, 3 y 8 

aislamientos nativos esporulados respectivamente; son de especial importancia 

debido a que presentan bandas que se caracterizan por no tener ninguna 

asociación conocida con las proteínas Cry o Cyt, y por ende muestran un potencial 

de expresión de nuevas funciones biológicas.  

 

Otros grupos de particular interés son el XI (12 aislamientos) y el grupo V (38 

aislamientos), puesto que poseen posible actividad biológica contra más de un 

orden de insectos, por tanto,  las cepas que contienen bandas dentro de estos dos 
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últimos grupos presentarían un amplio espectro de acción biológico que podría 

permitir con futuras investigaciones desarrollar productos biotecnológicos con una 

amplia selectividad disminuyendo los costos para el agricultor.  

 

Se encontró asociaciones entre las bandas de proteínas Cry o Cyt y el suelo 

aledaño a los diferentes árboles de manglar de la CGSM. En R. mangle 

predominaron proteínas del grupo II (66,66%) posiblemente activas contra 

insectos dípteros. En A. germinans se observaron proteínas del grupo III (51,43%) 

activas contra insectos lepidópteros. En L. racemosa, proteínas del grupo II y III 

obtuvieron los mayores porcentajes (98% y 71,42% respectivamente) con 

actividad contra insectos dípteros y lepidópteros. Finalmente, el grupo de 

proteínas más frecuentemente hallado en las muestras de suelo cercanas a  C. 

erectus fue el V (72,22%) con posible actividad contra insectos lepidópteros, 

coleópteros, dípteros e himenópteros (Crickmore, 2009, En: 

www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/).  

 

 
8. 5 CARACTERIZACIÓN MOLECULAR 
 

Las extracciones de ADN con Kit fueron significativamente mejores a las del 

método modificado de Sambrook & Rooselt. (2001), (Figura 17), ya que son 

metodologías previamente estandarizadas para las extracciones rápidas y 

eficientes de ADN en las cuales no se observa bandas inespecíficas ni 

contaminación (Figura 18). Esto sugiere una alta calidad y concentración del ADN 

extraído, lo cual es de gran importancia en una reacción de PCR (Gibbs et al., 

1992; Ausubel et al., 1994).  Se utilizó el ADN total debido a que regularmente se 

obtienen trazas de ADN plasmídico, suficientes para la amplificación de genes cry 

plasmídicos en la extracción de ADN total (Figura18). Además, debido a que en 

numerosas investigaciones se han localizado genes de δ-endotoxinas en el ADN 

cromosómico (Bravo y Cerón, 2004). Por el contrario, sí se extrae ADN 

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/�
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plasmídico, este no obtiene trazas de ADN total, con lo que se estaría perdiendo 

aquellos genes cry que están en el cromosoma bacteriano.   

 

La M-PCR o Reacción en Cadena de la Polimerasa Múltiple, permite la 

amplificación simultánea de segmentos correspondientes a diferentes genes 

utilizando varios oligonucleótidos iniciadores específicos en una sola reacción 

(Ausubel et al.,  1994).  Durante la estandarización de la mezcla B (cry2 y cry3) se  

varió la concentración de cloruro de magnesio, Taq DNA polimerasa y 

oligonucleótidos, siendo este último el factor que pudo influir en la no amplificación 

del gen cry3 en carril 6 de la Figura 19, debido a que en dicha reacción se utilizó 

una mayor concentración de oligonucleótidos y menor concentración de Taq, lo 

cual pudo influenciar en la eficiencia de la reacción (Saiki, 1992).  

 

Por medio de la M-PCR se identificó que el 67% de los cepas nativas de Bacillus 

thuringiensis aislados tenían por lo menos un gen cry (Figura 22),  mientras que el  

33% no amplificó con los oligonucleótidos evaluados. El 28,8% (28 cepas) de 

bacilos evaluados que no amplificaron ningún producto de PCR corresponden a 

cepas que habían revelado proteínas Cry, y aun así, no amplificaron los genes cry 

evaluados. Estas cepas son candidatas para portar genes cry diferentes a los 

evaluados en este estudio. Este valor es superior al hallado por Bravo et al. (1998) 

quienes encontraron un 14% de cepas que podrían tener una actividad 

potencialmente novedosa en cepas mexicanas. Y al de Uribe et al. (2003), quienes 

en cepas aisladas del territorio colombiano hallaron un 17,8% que revelaron 

bandas de proteínas pero que no amplificaron ningún gen. 

 

Los resultados obtenidos mostraron diversidad en la composición de genes cry en 

los bacilos nativos estudiados. Se encontró un total de 10 perfiles (Tabla 12), 

donde se destacan los perfiles 5, 6, 7 y 8 por poseer combinaciones de 2 genes y 

el perfil número 9 que posee 3 genes universales (cry1, cry2, y cry4). Estos 

resultados concuerdan con trabajos previos donde se han reportado más de un 

gen cry para una sola cepa (Aronson, et al., 1986; Ben-Dov et al., 1997; 
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Hernández-Soto, 2002; Ibarra et al., 2003), y tienen especial importancia pues la 

caracterización molecular por medio de PCR permite la identificación parcial de la 

actividad biológica haciendo posible correlacionar el tipo de gen cry hallado en un 

determinado aislamiento con su actividad insecticida (Sauka y Benintende, 2008; 

Porcar y Juárez, 2003; Bravo y Cerón, 2004); estas cepas presentan potencial 

actividad biológica contra más de un tipo de insecto y son de especial importancia 

para futuros estudios que conlleven a la producción de biopesticidas de amplio 

espectro de acción. 

 

La familia de genes cry2 presentó el mayor porcentaje de aislamientos (33,3%) 

(Figura 24), lo cual concuerda con el estudio realizado por Wang et al. (2003), 

quienes encontraron que la familia cry2 presenta la mayor abundancia (70%) de 

aislamientos en muestras de suelo, insectos muertos y productos almacenados de 

China. Existen numerosos trabajos en los cuales la familia de genes cry2 precede 

en abundancia a la de cry1 siendo ambas las de mayor frecuencia relativa (Porcar 

y Juárez, 2003; Chak et al., 1994; Cerón et al., 1994; Hernández, 1997).  

 

La familia de genes cry1 (28,9%), fue la segunda más frecuente, lo que concuerda 

con Gao et al. (2008) quienes encontraron que los fragmentos de genes cry1 

presentaban la mayor abundancia en muestras de sólidos en China; así mismo  

Apaydin et al. (2008), establecieron una colección de cepas nativas de Bt en 

Turquía, donde describieron los genes cry1 entre los más comunes. En los suelos 

colombianos estudios como el de Hernández (1997) con un 90% y el de Uribe et 

al. (2002) con el 72%, dan muestra que en nuestro país la familia cry1 también es 

altamente frecuente. 

 

La familia del gen cry3 fue la de menor abundancia durante el presente estudio 

(6,06%), la frecuencia de cry3 es comparable con el trabajo de Hernández, (1997) 

quien solo reportó un 2% de cepas nativas que amplificaron esta familia  de genes 

e incluso los resultados del presente estudio resultan altos al compararlos con 

estudios previos donde no se encontró ninguna amplificación para esta familia de 
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gen (Ben-Dov et al., 1997; Chak et al., 1994).  Cabe mencionar los resultados de 

Hernández-soto, (2003) quien halló un porcentaje de genes cry3 relativamente alto 

(30%). Sin embargo, en ese estudio la mayoría de las cepas que contenían cry3 

fueron aisladas de insectos muertos.  

 

Según Uribe et al. (2003), diferencias climáticas pueden determinar la mayor o 

menor distribución de Bt en unas áreas que en otras, pero debido a que el estudio 

se realizó en un área relativamente pequeña y contigua en donde las condiciones 

climáticas son semejantes para toda la zona de muestreo, no explicaría las 

diferencias encontradas en los porcentajes de genes cry amplificados. 

 

Resulta interesante que en las muestras de suelo aledañas a R. mangle se haya 

encontrado los menores valores para los genes de la familias cry2, cry3 activos 

contra insectos lepidópteros y coleópteros, pero a su vez se encontraran los 

mayores porcentajes de aislamientos de cepas nativas que amplificaron  genes de 

la familia cry4 (Tabla 12) que son activas contra insectos dípteros. Esto puede 

tener relación con la distribución de los árboles del manglar y el ciclo de vida de 

los insectos dípteros. Según varios investigadores las proteínas Cry de Bt han 

coevolucionado con los diferentes insectos con los cuales han tenido mayor 

presión de selección (Cerón  et al.,  1995; Feitelson  et al.,  1992); por tanto, se 

podría pensar en una relación evolutiva que justifique la mayor presencia de genes 

cry4 en las cepas nativas aisladas del árbol de R. mangle. Esta posible relación se 

sustenta en dos hechos: el primero, es que debido a los diferentes grados de 

adaptación a la salinidad y a la inestabilidad de los suelos que cada especie 

arbórea del ecosistema de manglar presenta, estos árboles tienden a ubicarse en 

zonas más o menos definidas, dentro de  las cuales el árbol de mangle rojo 

(Rhizophora mangle) es el más cercano a la zona intermareal y presenta un mayor 

contacto con el agua (Figura 3) (Rey y Rutledgle, 2002).  

 

Así mismo, esta posible relación se apoya en el hecho de  que los insectos 

dípteros o mosquitos pasan por cuatro estados durante su ciclo biológico: huevo, 
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larva, pupa (acuáticos), y adultos (terrestres), y que los 3 primeros ocurren en el 

agua (Jackman & Olson, 2000); por lo cual, es muy probable que las poblaciones 

de mosquitos al estar más tiempo cerca al agua y a los árboles de R. mangle, 

hayan creado mayores presiones evolutivas a las poblaciones de bacterias de  

Bacillus thuringiensis ubicadas cerca a este árbol.  

 

 

8.6   Relación entre las variables edáficas y la caracterización 
microscópica, bioquímica y molecular 
 

La información obtenida de la caracterización microscópica, bioquímica y 

molecular de las cepas de Bacillus thuringiensis permite obtener un perfil integral 

sobre las características de cada aislamiento del Banco de Cepas Nativas de la 

CGSM; así mismo, los componentes edáficos evaluados mostraron información 

que se puede correlacionar con la presencia de cepas de Bt. Los resultados de la 

caracterización molecular se puede analizar de manera integral con los resultados 

de las otras caracterizaciones, teniendo en cuenta que la forma de los cristales de 

diversas cepas de Bacillus thuringiensis ha sido relacionada con la actividad 

biológica de las mismas (Aroson et al., 1984; Hofte y Whiteley, 1989; Schnepf et 

at., 1998). 

 

En la presente investigación se halló que estas relaciones estaban bien definidas 

si se analizaba el numero total de cepas que amplificaban un tipo de gen y el 

porcentaje de estas que tenían la morfología asociada a una actividad biológica, 

por ejemplo el 88,5% de las cepas que amplificaron el gen cry4 presentaron 

cristales circulares asociados con actividad anti díptera (Aroson et al., 1984) 

(Tabla 14). Así mismo, el 61,54% de las cepas que tuvieron genes cry4 revelaron 

proteínas del grupo II el cual presenta potencial actividad contra insectos dípteros 

(Crickmore, 2009, En: www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/).   

 
 

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/�
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Tabla 14. Porcentaje de las relaciones entre las caracterizaciones edáficas, microscópicas, 
bioquímicas y moleculares. 
Gen 
cry 

Nº 
Cristales 

Forma 
cristal 

Grupo de 
Proteínas 

Tamaño 
grano 

pH M.O 
 

cry1 1-10 

(66,7%) 

Bi 

(95,6%) 

III (37,1%),  

V (44, 5%) 

A. Fina 

(58,9%) 

Neutro 

(88,9%) 

Concentración 

media (88,9%) 

cry2 1-10 

(60,2%) 

Ci(81,8%) II, (78,9%), 

III (48,8%) 

A Fina 
(51,5%) 

Neutro 

(75,8%) 

Concentración 
media (75,8%) 

cry3 1-10 

(50,2%) 

Más de 20 

(40,1%) 

 

Cd-R 

(50,2%) 

 
 
V (50,1%) 

 
 
A. Fina 
(83,3%) 

 

Neutro 

(66,7%) 

 

Concentración 

media (66,7%) 

cry4 1-10 

(69,2%) 

Ci 
(88,5%) 

II (61,54%),  

V (46,15%) 

A. gruesa 

(42,3%) 

Neutro 

(76,9%) 

Concentración 

media (76,9%) 

Nota: Ci (circular), Bi (bipiramidal), Cd (cuadrangular), R (rectangular). Grupo de proteínas (Ver 
Tabla 9).    
 

El proceso de caracterización microscópica, bioquímica y molecular permite 

analizar y seleccionar las cepas que durante las tres caracterizaciones muestren 

una actividad biológica potencial similar, por lo cual la selección de cepas para un 

futuro ensayo biológico puede tener mayor probabilidad de éxito. Por ejemplo, en 

la Tabla 14 se puede observar que el 95,6% de las cepas que amplificaron genes 

de la familia cry1 activos contra insectos lepidópteros, presentaron a  su vez 

proteínas de forma bipiramidal, las cuales, se han correlacionado con actividad 

biológica antilepidóptera (Hofte y Whiteley, 1989). Por otro lado, la caracterización 

bioquímica realizada muestra que los grupos III y V que codifican proteínas con 

actividad biológica contra insectos lepidópteros (Crickmore, 2009, En: 

www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/), estuvieron presentes en un 37,1 

y 44,5% de las cepas que amplificaron el gen cry1. Por tanto, si se desea realizar 

un ensayo biológico contra insectos lepidópteros con las cepas nativas de la 

CGSM, se recomienda utilizar aquellas cepas que dieron positivo en las tres 

caracterizaciones. Relaciones semejantes se pueden hallar para los genes de la 

familia cry2 los cuales forman  cristales de tipo circular o cuboidal (Hofte y 

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/�
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Whiteley, 1989); se puede apreciar que el 81,8% de las cepas nativas de la CGSM 

que presentan genes cry2 muestran a su vez este tipo de cristales. 

 

La caracterización bioquímica muestra también una relación entre el tipo de 

proteínas hallado y el gen cry2, predominando las proteínas del grupo II (78,9%) 

activas contra insectos dípteros y se encontró que un 48,8% de cepas con genes 

cry2 poseían a su  vez cristales del grupo III con actividad potencial contra 

insectos lepidópteros. El  50,2% de las cepas que revelaron genes de cry3 

presentaron cristales cuadrangulares y rectangulares, los cuales se relacionan con 

actividad contra insectos  coleópteros (Aroson et al., 1986), de igual manera el 

50,1% de las cepas con genes de esta familia revelaron proteínas Cry del grupo V 

con actividad potencial contra insectos coleópteros entre otros de insectos 

(Crickmore, 2009, En: www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/). 

 

En la Tabla 14 se puede apreciar que las cepas nativas de Bt que amplificaron 

genes cry1, cry2, cry3 y cry4 presentaron entre 1-10 cristales por campo óptico 

durante la caracterización microscópica con 66,7%; 60,2%, 50,2% y 69,2% 

respectivamente. Sólo las cepas que amplificaron cry3 presentaron un porcentaje 

significativo de  más de 20 cristales por campo óptico (40,1%).  

 

Aunque los componentes edáficos evaluados M.O, pH y granulometría no se 

pueden usar para predecir una actividad biológica como lo hacen las 

caracterizaciones microscópica, bioquímica y molecular, si nos permiten tener una 

imagen clara de cuales son las condiciones que favorecen la presencia de cepas 

de Bacillus thuringiensis  en la CGSM. Los resultados mostraron valores muy 

similares entre los diferentes genes cry, por ejemplo la M.O en todos los casos 

correspondió a una concentración media con 88,9%, 75,08%, 66,7% y 76,9% para 

las cepas nativas de Bt que amplificaron genes cry1, cry2, cry3 y cry4 

respectivamente, estos porcentajes confirman la importancia de la M.O siendo 

ésta un componente esencial que sirve de alimento a multitud de microorganismos 

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/�
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y que juega un papel determinante en los procesos de mineralización de la 

cubierta vegetal (Julca-Otiniano, 2006).  

 

Las cepas nativas que revelaron genes cry1, cry2, cry3 y cry4  fueron aisladas de 

suelos con porcentajes de pH neutros entre 66,7% y 89,9%, lo cual concuerda con 

lo esperado pues  el pH es una de las variables con menos variaciones a nivel 

temporal y espacial del ecosistema de Manglar (Cintrón-Molero y Shaeffer-Novelli, 

1983 En: Orjuela-Rojas 2008) y valores neutros o ligeramente alcalinos pueden 

favorecer el desarrollo de la mayor parte de los microorganismos (Bitton et al., 

1974). Así mismo, los resultados granulométricos indican que para las cepas que 

amplificaron genes cry1, cry2 y cry3 el tamaño de arena fina fue el predomínate. 

Sin embargo, para las cepas que amplificaron el gen cry4 el tamaño de arena 

grueso fue el que obtuvo el mayor porcentaje (42,3%), esto se puede explicar sí se 

tiene en cuenta que fueron las muestras de suelo aledañas a R. mangle las que 

obtuvieron el mayor porcentaje de aislamiento con genes cry4 y que estas 

presentaron en su mayoría arenas de tipo grueso, por tanto es de esperarse  que 

en las cepas nativas de Bt donde se aisló cry4 predomine también este tipo de 

arena.  
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9. CONCLUSIONES 
 

• El ecosistema de manglar de la CGSM presenta una amplia diversidad de 

genes cry lo cual se demuestra por la presencia de los 4 genes estudiados 

en 11 perfiles, las diferentes morfologías de cristales halladas y el amplio 

porcentaje (67,7%) de cepas que amplificaron al menos un gen, todo lo 

anterior demuestra que este ecosistema constituye una fuente interesante 

para el aislamiento y caracterización de cepas nativas de Bacillus 

thuringiensis con actividades potencialmente novedosas y espectros de 

acción más amplios. 

 
• La distribución porcentual de genes cry no fue homogénea en las muestras 

de suelo aisladas de los diferentes arboles de manglar de la CGSM. Los  

genes cry1y cry3 predominaron en muestras de suelo aledañas a  

Avicennia germinans. El gen cry2 predominó en muestras de suelo 

aledañas a Laguncularia racemosa y el gen cry4 predomino en muestras de 

suelo aledañas a Rhizophora mangle. 

 
• La distribución porcentual  de gens cry fue mayor en las muestras de suelo 

lejanas a las raíces que en las muestras cercanas a éstas. 

 

• El análisis de los componentes edáficos como granulometría, materia 

orgánica y pH, constituyen una herramienta útil a la hora de caracterizar un 

banco de bacilos esporulados nativos; debido a que estos componentes 

abióticos y otras variables medioambientales influyen en la actividad y 

estructura microbiana del suelo. 

 

• Algunos componentes edáficos como tamaño medio del grano y 

concentración de materia orgánica son directamente proporcionales al 

patrón de sucesión de los árboles de manglar estudiados en la presente 

investigación.  Se encontró que para ambos casos el tamaño de grano y la 
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concentración de materia orgánica era mayor en R. mangle y menor en C. 

erectus.  

 

• Existen diferencias en la distribución de bacilos esporulados en el 

ecosistema de manglar de la CGSM, presentándose mayor abundancia en  

las muestras de suelo aisladas cerca al árbol de  Avicennia germinans y en 

aquellas aisladas lejos de las raíces de los arboles.  

 

•  La caracterización microscópica por medio de la tinción de Gram permitió 

obtener el primer indicio de que los aislamientos nativos estudiados 

posiblemente pertenecen al género Bacillus sp y también observar una 

amplia diversidad en estos bacilos esporulados, respaldada por la 

presencia de diferentes morfologías como bacilos cortos y gruesos,  bacilos 

largos y delgados, y bacilos encadenados. 

 
 

• La caracterización microscópica por medio de la tinción diferencial de 

safranina verde de malaquita resulta un paso indispensable para la 

diferenciación de Bacillus thuringiensis con los otros bacilos del grupo de B. 

cereus. Por medio de esta caracterización se observó la presencia de 

cristales paraesporales en 92% de los bacilos esporulados nativos de la 

CGSM y se pudo identificar cristales paraesporales de forma y tamaños 

variables como son: circular, bipiramidal, cuadrangular, triangular y amorfo. 

 

• Los resultados obtenidos muestran una gran diversidad en los aislamientos 

esporulados de la presente investigación que se evidencia en la presencia 

de bandas electroforéticas con pesos similares a los de las proteínas Cry y 

Cyt, además se hallaron bandas con posibles actividades biológicas contra 

Lepidópteros, Coleópteros, Dípteros, Nematodos e Himenópteros. Los 

resultados obtenidos también mostraron bandas electroforéticas con pesos 

no asociados a ninguna proteína Cry o Cyt.   
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• La amplia diversidad de los bacilos estudiados se ve reflejada no solo por el 

extenso número de bandas claramente reveladas en cada cepa (hasta 17) 

Sino porque en la mayoría de los casos los aislamientos revelaron bandas 

electroforéticas de proteínas con actividad biológica potencial contra más 

de un orden de insectos, confiriéndole a estas cepas una potencial uso 

biotecnológico para la realización de futuras investigaciones a fin de 

desarrollar  bioinsecticidas de amplio espectro. 

 
 

• Existe una amplia diversidad en las morfologías de cristales paraesporales 

halladas en los bacilos nativos estudiados, sustentada por amplio número 

de perfiles encontrados (11) y por el hecho de que se halló hasta 4 tipos de 

morfologías en una sola cepa. 

 

• Los perfiles más complejos de morfologías de cristales, es decir aquellos 

con 3 y 4 morfologías en un solo aislamiento, presentaron una relación 

directamente proporcional con el rango (+++) equivalente a más de 20 

cristales por campo óptico.  

 
• Se halló una relación entre el mayor número de morfologías de cristales en 

una sola cepa con los aislamientos nativos del suelo aledaño a R. mangle.  

 

• Durante la electroforesis de proteínas en geles denaturantes de 

poliacrilamida,  el uso de sulfato de amonio como suplemento de nitrógeno 

inorgánico favoreció drásticamente la producción de δ -endotoxinas y el 

revelado de bandas electroforéticas con pesos semejantes a los de las 

proteínas Cry. 

 

• La caracterización bioquímica de las 99 cepas nativas del ecosistema de 

manglar de la CGSM, mostró que el 86.87% de los aislamientos nativos 

presentó perfiles electroforéticos claros de proteínas.  
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• Las bandas electroforéticas halladas presentan un amplio potencial de 

acción debido a que  corresponden a los pesos de las proteínas Cry con 

actividad biológica no solo contra Lepidópteros, Coleópteros y Dípteros,  

sino también contra otros invertebrados como son Nematodos e 

himenópteros. 

 

• Los grupos I; IX y XIII con 54, 3 y 8 aislamiento nativos esporulados 

respectivamente, presentan una especial importancia por no tener ninguna 

asociación conocida con las proteínas Cry o Cyt, y por ende muestran un 

potencial de nuevas funciones biológicas. 

 

• Por medio de la caracterización molecular se halló que el 67% de los 99 

bacilos esporulados nativos presentaron productos de amplificación de 

genes cry con las mezclas de oligonucleótidos generales. La distribución 

porcentual en estas cepas fue de cry2 (33,3%), cry1 (28,9%), cry4 (26,3%) 

y cry3 (6,06%). 
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 10.  RECOMENDACIONES 
 

• Se recomienda analizar otros componentes edáficos como salinidad, 

nitrógeno total y  porcentaje de humedad, en las muestras de suelo 

estudiadas, a fin de entender mejor las posibles relaciones entre los 

aislamientos de bacilos esporulados nativos y las condiciones medio 

ambientales con las cuales éstos interactúan.  

 

• Es necesario llevar a cabo una caracterización más extensa de las cepas 

aisladas, de tal forma que se pueda identificar los genes cry1, cry2, cry3 y 

cry4 específicos que estas cepas poseen. 

 

• Se deben realizar posteriores estudios con el  28% de los bacilos 

estudiados que presentaron bandas electroforéticas de proteínas pero que 

no reaccionaron  con los genes cry evaluados, debido a que estas cepas 

podrían contener genes nuevos con actividades diferentes a las descritas. 

 
• La caracterización microscópica, bioquímica y molecular de las cepas, 

realizada en el presenta trabajo son el paso previo al ensayo biológico,  por 

tanto se recomienda llevar a cabo bioensayos con los respectivos insectos 

susceptibles para confirmar la actividad bioinsecticida predicha durante este 

trabajo investigativo. 
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12. ANEXOS 
 

Anexo A.  Productos comerciales a base de Bt.  

COMPAÑÍA 
NOMBRE 

COMERCIAL 
VARIEDAD BLANCO PROTEINAS 

Abbott Labs. 

Dipel, Biobit 

 

  
 

Gnatrol 

 

 

        

        Novodor 

 

Xentari 

 

  
Dibeta 

kurstaki 

 

  
 

israelensis 

 

 

    

   tenebrionis 

 

       aizawai 
 

  
N.D. 

L 

 

  
 

D 

 

 

 

C 

 

L 

 

  
N.D. 

1Aa1, 1Ab1, 

1Ac1, 2Aa1, 

2Ab1 

 

4Aa1, 4Ba1, 

10Aa1, 11Aa1, 

CytAa 

 

3Aa3 

 

1Aa1, 1Ab1, 

1Ba1, 1Ca1, 

1Da1 

 

β-exotoxina 

American 

Cyanamid 
Acrobe israelensis D 

  
4Aa1, 4Ba1, 

10Aa1, 11Aa1, 

CytAa 

Bactec Bernan Bt kurstaki L 

  
1Aa1, 1Ab1, 

1Ac1, 2Aa1, 

2Ab1 

Biochem  

Products 
Bactmos israelensis D 

  
4Aa1, 4Ba1, 

10Aa1, 11Aa1, 

CytAa 

Compagnia di Bactis kurstaki L 1Aa1, 1Ab1, 
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Ricerca chim. 

CRC 

 

 

Bactucide 

 

 

Exobac 

 

 

israelensis 

 

 

N.D. 

 

 

D 

 

 

N.D. 

1Ac1, 2Aa1, 

2Ab1 

 

4Aa1, 4Ba1, 

10Aa1, 11Aa1, 

CytAa 

β-exotoxina 

Ecogen Inc. 

Lepinox (R) 

 

Crymax 

Raven 

 

Condor 

Cutlass (T) 

Foil 

kurstaki 

 

ED7826 

kurstaki 

 

ED7841 

kurstaki 

EG7673 

kurstaki (T) 

kurstaki (T) 

kurstaki (T) 

L 

 

L 

C 

 

L 

L 

L/C 

1Aa, 1Ac, 2A, 

1F-1Ac (R) 

1Ac, 2A, 1C (R) 

1Ac, 3A, 3Bb 

(R) 

Transconjugante 

Transconjugante 

1Ac, 3Aa (T) 

Farbwerbe-

Hoechst 
Biospor kurstaki L 

1Aa, 1Ab, 1Ac, 

2A, 2B 

  
Fermenta ASC 

Co. 

Cutlass kurstaki L 

  
1Aa, 1Ab, 1Ac, 

2A, 2B 

Glavmikrobioprom 

  
Dendrobacillin 

Endobacterin 

Eksotoksin 

Insektin 

Toxobakterin 

  
dendrolimus 

galleriae 

tolworthi 

thuringiensis 

tolworthi 

  
L 

L 

N.D. 

L 

N.D. 

  
N.D. 

1Cb1 

β-exotoxina 

1Ba1 

β-exotoxina 

Jewin-Joffe 

Industry Limeted 
Bitayon N.D. L N.D. 

Knoll Bioproducts Larvo-Bt kurstaki L 

1Aa1, 1Ab1, 

1Ac1, 2Aa1, 

2Ab1 

Korea Explosives Bt kurstaki L 

1Aa1, 1Ab1, 

1Ac1, 2Aa1, 

2Ab1 
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Kyowa-Hatto 

Kogyo Co. 
Selectgyn aizawai L 

1Aa1, 1Ab1, 

1Ba1, 1Ca1, 

1Da1 

Liebec Sporine kurstaki L 

1Aa1, 1Ab1, 

1Ac1, 2Aa1, 

2Ab1 

Merck Agritol N.D. N.D. N.D. 

Mycogen 

  
Mattch 

 

MTrak (R) 

 

MVP (R) 

  
Pseudomonas 
sp (EC) 

 

Pseudomonas 

sp (EC) 

 

Pseudomonas 
sp(EC) 

  
L 

 

L 

 

C 

  
EC. 

 

3A (EC) 

 

EC. 

Phillips Duphar 

  
Bactospeine 

 

  
Bactimos 

  
kurstaki 

 

  
israelensis 

  
L 

 

  
D 

  
1Aa1, 1Ab1, 

1Ac1, 2Aa1, 

2Ab1 

4Aa1, 4Ba1, 

10Aa1, 11Aa1, 

CytAa 

Procida Plantibac kurstaki 

  
L 

  
1Aa1, 1Ab1, 

1Ac1, 2Aa1, 

2Ab1 

Radonja 

  
Baturad 

 

 

Nubilacid 

  
kurstaki 

 

 

kurstaki 

  
L 

 

 

L 

  
1Aa1, 1Ab1, 

1Ac1, 2Aa1, 

2Ab1 

1Aa1, 1Ab1, 

1Ac1, 2Aa1, 

2Ab1 

Sandoz Corp. 

  
Javelin 

 

  
kurstaki 

 

  
L 

 

  
1Aa1, 1Ab1, 

1Ac1, 2Aa1, 
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Thuricide 

 

Certan 

 

Teknar 

 

Trident 

kurstaki 

 

aizawai 

 

israelensis 
 

tenebrionis 

L 

 

L 

 

D 

 

C 

2Ab1 

1Aa1, 1Ab1, 

1Ac1, 2Aa1, 

2Ab1 

1Aa1, 1Ab1, 

1Ba1, 1Ca1, 

1Da1 

4Aa1, 4Ba1, 

10Aa1, 11Aa1, 

CytAa 

3 A 

Scientific y 

Technology 

Developing 

Bt 8010, Rijin N.D. 

 

L 

 

N.D. 

SDS Biotech K.K. Delfin, Thuricide N.D. 

 

L 

 

N.D. 

Thermo Trilogy 

Corporation 

  
Able 

Agree 

 

Teknar 

 

Thuricide 

 

Javelin, Delfin 

CoStar 

Steward 

 

Trident 

  
kurstaki 

aizawai-GC91 

(T) 

israelensis 

 

kurstaki 

 

kurstaki-SAH 

kurstaki-SA12 

kurstaki 

 

tenebrionis 

  
L 

L 

D 

 

L 

 

L 

L 

L 

 

C 

  
N.D. 

Transconjugante 

4Aa1, 4Ba1, 

10Aa1, 11Aa1, 

CytAa 

1Aa1, 1Ab1, 

1Ac1, 2Aa1, 

2Ab1 

N.D. 

N.D. 

1Aa1, 1Ab1, 

1Ac1, 2Aa1, 

2Ab1 

3Aa1 

Tuticorin Alkali 

Chemicals and 

Fertilisers Limited 

Spicturin galleriae L 1Cb1 

  

L: lepidópteros, C: coleoptero, D: díptero 
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(Bravo y Cerón, 2004). 
 

 

Anexo B. Plantas transgénicas que expresan genes de δ-endotoxinas. 

PROTEÍNA 
INSECTO 

SUSCEPTIBLE 
PLANTA 

TRANSFORMADA 

Cry1Aa Lepidóptero Arándano, álamo 

Cry1Ab Lepidóptero Algodón, maíz, maíz 

dulce, manzana, arandino, 

papa, arroz, tabaco, trébol 

blanco, arveja, 

habichuela. 

Cry1Ac Lepidóptero Brócoli, manzana, col, 

algodón, uva, aceite de 

colza, cacahuate, papa, 

arroz, soya, tabaco, 

tomate, nuez. 

Cry1Ba Lepidóptero Trébol blanco. 

Cry1Ca Lepidóptero Alfalfa, tabaco. 

Cry1H Lepidóptero Maíz. 

Cry2Aa Lepidóptero Algodón. 

Cry3A Coleóptero Berenjena, papa, tabaco. 

Cry6A Coleóptero Alfalfa. 

Cry9C Lepidóptero Maíz 

Bt (especifico) 

 Naranja, pera, caña de 

azúcar, melón, trigo, 

eucalipto, papaya, 

petunia, girasol. 
 

(Bravo y Cerón, 2004) 
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Anexo C. PREPARACION Y TINCION DE LOS GELES (SDS-PAGE) 
 
La electroforesis en geles denaturantes de poliacrilamida requiere de la 

preparación de 2 tipos de geles: el gel compactador (Staking gel) y el gel de 

corrido (separating gel). 

 

 Preparación del gel de separación (separating gel) al 12% volumen 10 
ml. 

 

Agua desionizada                 3.35 ml 

1.5M tris-HCl  pH 8.8       2.5  ml 

10% (w/v) SDS        100 µl 

Acrylanida/bis         4,0 ml 

Persulfato de amonio (APS) 10%        50 µl  

TEMED           10 µl 

 

Mezcle todos los reactivos, excepto el TEMED y el Persulfato de amonio, los 

cuales solo debe agregar al final para iniciar la polimerización.  

 

 Preparación del gel de compactación al 5% (Staking gel) volumen 10 
ml. 

Agua desionizada            6,1ml 

0.5 M Tris-HCl< pH 6.8                     2,5 ml 

10% (w/v) SDS-stock                     100 µl 

acrilemida/bis (stock 30%)                      1,33 ml 

10% persulfato de amonio (APS) 10%  50 µl 

Temed                 10 µl       
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Mezcle todos los reactivos, excepto el TEMED y el Persulfato de amonio, los 

cuales solo debe agregar al final para iniciar la polimerización. 

 

 Persulfato de amonio al 10%:  
 

Persulfato de amonio (APS)          0.1g  

Agua desionizada                           1ml  

 

Se prepara disolviendo de APS en  el agua; esta solución se debe realizar el 

mismo día que se haga la electroforesis. 

 

 Las soluciones stock Bis/acrylanida 1.5 M.Tris-HCl. pH 8,8, 0.5 m de Tris-HCl, pH 

6,8, 10% SDS, y Tampón de corrido 5X.pH 8,3) pueden ser preparadas y 

almacenmas en un lugar fresco por algún t impo. 

 

 Bis/acrylanida (30% T, 2.67% C) para 50 ml  
Acrylamida                                    14,6 g  

N’N’-bis-metylen-acrylamida          0,4g  

Agua desionizada                           50 ml 

 

 Mezclar y filtar, almacenar en la oscuridad a 4ºC por 30 días.  

 

 

 M.Tris-HCl. pH 8,8 
Tris-base                               27,23g 

Agua desionizada                 80 ml 

 

Disolver los componentes y  ajustar el pH a 8,8 con HCl 6N, llevar a un volumen 

final de 150ml con agua desionizada  y guardar a  4ºC. 

 

 0.5 m de Tris-HCl, pH 6.8 
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Tris-base                               6,0 g 

Agua desionizada                 60ml 

 

Disolver los componentes y  ajustar el pH a 6,8 con HCl 6N, llevar a un volumen 

final de 100ml con agua desionizada  y guardar a  4ºC. 

 

 10% SDS 
SDS                             10g 

Agua desionizada      90ml 

 

Disolver con agitación constante y luego llevar a un volumen final de 100ml. 

 

 Tampón de corrido 10X.pH 8,3 (1Litro) 
Tris-base                               30,3g 

Glicina                                   144g 

SDS                                        10g 

Agua desionizada               1000 ml 

 

Disolver todos los ingredientes y conservar en un lugar fresco. Para la 

electroforersis el buffer se usa en una concentración de 1X por lo que se toma 100 

ml del buffer de corrido a 10 X y se añade 900 ml de  agua desionizada.  

 

 Solución decolorante (200 ml) 
Mezclar: 

Acido acético               20ml  

Agua destilada           100ml 

Metanol                        80ml 

 

 

 Metodología de Tinción para proteínas totales 
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Procedimiento: 
1. Extraer el gel de la cámara de electroforesis con cuidado de no romperlo, 

sumergirlo en una solución colorante azul brillante de Coomassie R-250. 

2. Agitar el gel en un Shaker por 30 minutos a 450rpm. 

3. Descartar la solución de azul brillante de Coomassie y lavar el gel 

repetidamente con agua desionizada. 

4. Adicionar la solución decolorante o reveladora y llevar el gel a SHAKER a 450 

rpm durante 60 minutos o  hasta que aparezcan las bandas. 

 5. Descartar la solución decolorante y lavar el geles con agua destilada 

desionizada dos veces por 5 minutos 

 

Anexo D. Extracción del ADN plásmidico y total por el método modificado de 
Sambrook & Rooselt (2001) 

 
 Extracción casera de ADN plasmídico  
1. Tomar una azada de la colonia bacteriana en 100 μl de solución I fría (50 

mM glucosa, 25 mM tris-Cl pH 8,0, 10 mM EDTA pH 8,0)  

2. Agitar en vortex por 1 minuto.  

3. Agregar 200 μl de la solución II  preparada ese mismo día (0.2 N NaOH y 

SDS 1%),  y colocar el tubo en hielo por 5 minutos. 

4. Agregar 150 μl de la solución III fría (5 M de acetato de potasio 60 ml, acido 

acético glacial 11,5 ml y 28.5 ml de agua destilada). Luego  centrifugar  a 

12000g por 5 minutos 

5. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo y adicionar un volumen igual de 

fenol:cloroformo antes de volver a centrifugar por otros 5 minutos a 12000 

g. 

6. Extraer el sobrenadante  a un nuevo tubo y agregar 2 volúmenes de etanol 

absoluto. 

7. Centrifugar a 12000g por 10 minutos. Posteriormente remover el 

sobrenadante y adicionar 800 μl de etanol al 70%. 

8. Centrifugar por 10 minutos a 12000g. 
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9. Remover el sobrenadante y resuspender el pellet en 100 μl de agua 

desionizada. 

 

 Extracción casera de ADN total  
1.  Tomar una azada de la colonia bacteriana y mezclarla en 400 μl de TE 

buffer. 

2. Adicionó 50 μl de SDS y 5 μl de proteinaza K. 

3. Llevar a baño María a 60º por 1 hora. 

4. Centrifugar a 12000 revoluciones por 10 minutos y traspasar el 

sobrenadante a un nuevo tubo. 

5. Añadir 400 μl de fenol-cloroformo, posteriormente  centrifugar de nuevo. 

6. Extraer el sobrenadante y añadirle 20 μl de NaCl 5M y 400 μl de etanol 

absoluto.  

7. Centrifugar de nuevo en iguales condiciones y una vez finalizada la 

centrifugación descartar el sobrenadante. 

8. Agregar 400 μl de etanol al 70% y centrifugar a 12000 revoluciones por 10 

minutos. 

9. Desechar el sobrenadante y re disolver el pellet en 100 μl de agua 

desionizada destilada. 

 

Anexo E. Extracción del ADN total por el KIT ULTRA CLEAN TM MICROBIAL 
ISOLATION KIT de la casa comercial BIO-LINE 

 

1. Tomar una azada de la colonia bacteriana y resuspenderlo en 300 µl de 

Solución Bead.  

2. Vortex por 2 minutos. Transferir todo al tubo Micro Bead. 

3. Adicionar 50 µl de Solución MD1. 

4. Calentar por 15 minutos en baño maría (65°C) y realizar vótex por 5 

minutos. 

5. Centrifugar por 30 segundos a 12.000 rpm. 
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6. Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y añadir 100 µl de Solución 

MD2. 

7.  Realizar vortex por 5 segundos. Colocar en la nevera a 4°C por 5 minutos. 

8. Centrifugar por 30 segundos a 12.000 rpm. 

9. Transferir el sobrenadante a un tubo eppendorf de 2 ml. 

10. Adicionar 900 µl de Solución MD3 y realizar vortex por 5 segundos. 

11. Transferir 650 µl en el Spin Filter (Tubos con filtro), y centrifugar a 12.000 

rpm por 30 segundos. 

12. Descartar el filtrado (650 µl), y adicionar al Spin Filter el volumen restante 

aproximadamente 300 µl, centrifugar a 12.000 rpm por 30 segundos. 

13. Eliminar el siguiente filtrado de los tubos anteriores y trasferir el filtro del 

Spin Filter a un nuevo tubo. 

14. Adicionar 300 µl de Solución MD4, al nuevo tubo con el filtro. Centrifugar a 

12.000 rpm por 30 segundos.  

15. Descartar el liquido del filtrado y volver a centrifugar pero sin solución. 

16. Transferir el filtro a un nuevo tubo eppendorf y adicionar 50 µl de Solución 

MD5. 

17. Centrifugar a 12.000 rpm por 30 segundos. 

18.  Descartar el filtro del tubo y guardar el filtrado a -20°C para posterior 

análisis de ADN. 

 
 Anexo F. PREPARACION GEL AGAROSA al 1% 
 

1. Pesar 0,4 gr de agarosa  

2. Mezclar con 40 ml de TBE 0.5X. 

3. Calentar en el microondas en ciclos de 30 segundos hasta que este 

totalmente disuelto. 

4. Dejar reposar a temperatura ambiente por 1 minuto 

5. Agregar 2 µl de Bromuro de etidio y mezclar 

6. Ensamblar la cámara de electroforesis para el corrido, incluyendo el peine. 
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7. Servir la preparación de agarosa en la cámara y retirar las burbujas con una 

micro punta. 

8. Permitir la gelificación por 5 minutos y extraer el peine cuidadosamente. 

9. Agregar TBE 0.5X en la cámara hasta que se sumerja el gel por completo. 

10.  Aparte mezclar en un papel de parafilm 2 µl de Azul de Bromofenol 

(Tampón de carga) con 3 µl de ADN resuspendido. 

11.  Servir en los pozos del gel la mezcla anterior 

12.  Dejar correr el gel en la cámara de electroforesis por 6º minutos  a 100 V. 

13. Observar las bandas con luz UV y tomar una fotografía 

 

 

Anexo G. Tabla de resultados finales 
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Nota: los aislamientos descartados durante la caracterización microscópica están resaltados en amarillo. 
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