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RESUMEN

Mediante el uso de PCR (Reacción en Cadena de la
Polimerasa) se caracterizaron 164 cepas nativas de
Bacillus thuringiensis aisladas a partir de muestras
de suelo del centro y caribe colombiano en función
de la presencia de los genes cry1 y cry1B. Se deter-
minó que el 46% de los aislamientos poseen genes
del grupo cry1 y sólo un 16% son portadores de genes
cry1B. Los resultados obtenidos coinciden con los re-
portes de estudios similares realizados con coleccio-
nes de Bt de países de Europa y América.

Palabras clave: Bacillus
thuringiensis, PCR, gen cry1,
insectos plaga.

SUMMARY

Through the use of PCR (Polymerase Chain Reaction)
we analyzed 164 native strains of Bacillus
thuringiensis. These strains were isolated from
caribbean and central soil samples of Colombia.
Isolates were characterized for cry1 and cry1B gene
presence. We determined a 46% of cry1 gene content
and a 16% of cry1B gene content in the isolates.
Results are similar to some studies carried out with Bt
collections from european and american countries.

Key words: Bacillus
thuringiensis, PCR, cry1 gene,
insects pest.

IDENTIFICACIÓN DE GENES cry1B
EN CEPAS NATIVAS DE Bacillus thuringiensis
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Y CARIBE COLOMBIANO
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INTRODUCCIÓN

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacilo Gram positivo1, formador de esporas2, el cual está
ampliamente distribuido en el suelo (Schnepf et al., 1998). Este microorganismo produce
una o más proteínas Cry en forma de inclusión cristalina paraesporal, las cuales son tóxi-
cas para insectos susceptibles de los órdenes Lepidóptera (figura 1), Díptera, Coleóptera,
Himenóptera, Homóptera, Ortóptera, Malófaga y aún contra otros organismos como
platelmintos, nemátodos, protozoos y ácaros (Schnepf et al.,1998). Aunque muchas pro-
teínas Cry presentan similitud en su estructura y función, su diversidad y potencial insecti-
cida son muy grandes. A la fecha se han clasificado 374 toxinas Cry dentro de 51 grupos
con base en la secuencia de aminoácidos; el grupo de genes cry1 muestra el más alto
nivel de representación con aproximadamente 150 genes y la mayor frecuencia en la na-
turaleza (Bravo et al.,1998; Porcar & Juárez-Pérez,2003). Por más de 20 años se han
identificado numerosas proteínas Cry y varias de ellas han sido empleadas en insecticidas
biológicos y en la generación de cultivos transgénicos3.
Algunas cepas4 portadoras de los genes cry1B se han utilizado como herramienta para el
control efectivo de muchas especies de insectos plaga que provocan un impacto importan-
te en la actividad agrícola tales como Spodoptera frugiperda, Plutella xylostella, Lymantria
dispar, Diatrea saccharalis y Chilo suppressalis (Chambers et al.,1991; Fiuza et al.,1996;
Tang et al.,1996; Peyronnet et al.,1997; Bohorova et al.,1997; Monnerat et al.,2006) (figura 2).

Figura 1. Larva de Spodoptera frugiperda, insecto lepidóptero que
ataca los cultivos de algodón, arroz y maíz en zonas tropicales.
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Figura 2. Tubérculo de papa afectado por larvas de polilla
guatemalteca (Tecia solanivora).

La presencia de las proteínas Cry1B junto a otras proteínas Cry se ha relacionado con un
aumento en la toxicidad debido a que ésta se une a diferentes receptores del intestino
medio de las larvas (Peyronnet et al.,1997; Luo et al.,1999). De otro lado, las cepas porta-
doras del gen cry1B se han evaluado como fuente de proteínas insecticidas valiosas para
ampliar el rango de acción frente a hospederos debido a su actividad dual contra insectos
lepidópteros y coleópteros (Bradley et al., 1995; Zhong et al., 2000; Rosas et al., 2004).
Durante mucho tiempo se ha requerido la búsqueda de nuevas cepas de Bt portadoras de
genes cry no sólo con el fin de descubrir toxinas con un nuevo espectro de toxicidad sino
también para aumentar el número de proteínas que podrían ser útiles en el control de la
aparición de resistencia. El mecanismo que más frecuentemente explica el surgimiento de
resistencia es la presencia de cambios en el receptor de la célula intestinal del insecto, lo
cual podría conferir resistencia cruzada frente a otras toxinas que comparten el mismo
receptor (Ferré & Van Rie, 2002). Por lo tanto, es importante identificar nuevas toxinas que
puedan ser utilizadas en combinación con las toxinas de Bt usadas comercialmente. En
este estudio se hizo una evaluación molecular de 164 aislamientos nativos de Bacillus
thuringiensis con el fin de determinar la presencia de genes cry1B e iniciar la fase de
caracterización de toxinas nativas en la colección de cepas del Gimnasio Campestre.
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MATERIALES Y MÉTODOS
Cepas y extracción de DNA plasmídico
Se analizaron 164 aislamientos de Bt pertenecientes
al banco de cepas del Centro de Estudios en Biología
Molecular del Gimnasio Campestre, las cuales se ob-
tuvieron a partir de muestras de suelo del centro y la
costa caribe de Colombia. Como referencia se em-
pleó la cepa Bacillus thuringiensis subespecie aizawai
HD137, la cual fue donada por la Unidad de
Biotecnología y Control Biológico de la Corporación
para Investigaciones Biológicas (Medellín, Antioquia).
Todas las cepas fueron cultivadas en medio Luria-
Bertani a 30°C y se criopreservaron a –20°C en glice-
rol 30% (v/v). El DNA plasmídico5 se extrajo emplean-
do el método de lisis alcalina (Kotchoni et al., 2003) y
posteriormente se visualizó en gel de agarosa al 1%
(Sambrook et al., 2001).

Diseño de oligonucleótidos para el gen cry1B
Basándose en el alineamiento realizado con el pro-
grama ClustalW (Thompson et al., 1994) de 11 se-
cuencias nucleotídicas correspondientes al gen cry1B
reportadas en la base de datos de GenBank, se deli-
mitó una de las regiones variables representativa del
gen. Posteriormente, utilizando el programa Primer3
(Rozen & Skaletsky, 2000) se diseñaron varios
oligonucleótidos6 candidatos que permitieran amplifi-
car la región variable de aproximadamente 1000 pa-
res de bases previamente seleccionada, perteneciente
al gen cry1B. Mediante la evaluación con el progra-
ma BLASTN se seleccionó el par de oligonucleótidos
que presentó la mayor especificidad en el alineamiento
sobre las secuencias seleccionadas para el análisis.

Caracterización molecular de las cepas nati-
vas de B. thuringiensis
Las cepas nativas de Bt fueron caracterizadas mediante
PCR7 para determinar la presencia de los genes cry1 y
cry1B. Los oligonucleótidos utilizados para amplificar
los genes cry1 fueron Cry1d (5´-
CTGGATTTACAGGTGGGGATAT-3´) y Cry1r (5´-
TGAGTCGCTTCGCATATTTGACT-3´). La amplifica-
ción del gen cry1 se llevó a cabo utilizando los
parámetros establecidos en trabajos previos (Cerón et
al., 1994): 1 µM de cada oligonucleótido, 0.2 mM de
dNTPs8, 1X Buffer PCR, 2.5 U Taq DNA Polimerasa9, 2
mM de MgCl

2
 y 10 ng de DNA. El programa utilizado

fue: 94°C por 4 minutos, 35 ciclos de 94°C por 45 se-

gundos, 55 oC por 45 seg., 72 oC por 1 minuto y exten-
sión final a 72 oC por 5 min. La amplificación del gen
cry1B se realizó usando las siguientes condiciones:
0.5 pmol de oligonucleótidos, 0.2 mM de dNTPs, 1X
Buffer PCR, 1U de Taq DNA Polimerasa, 1.5 mM de
MgCl

2 
y 50 ng de DNA. El programa utilizado fue: 95°C

por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 52°C
por 1 minuto, 72°C por 1 minuto y extensión final a
72°C por 6 minutos. El producto de amplificación se
sometió a electroforesis10 en gel de agarosa al 1%
(Sambrook et al., 2001).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Diseño de oligonucleótidos para el gen cry1B
Los genes cry1B presentan alta variabilidad y han sido
clasificados en 11 subgrupos (desde cry1Ba1 hasta
cry1Bg1). Para el diseño de los oligonucleótidos es-
pecíficos para cry1B se trabajó con los 11 subgrupos
y se seleccionó una pareja que permitiera la amplifi-
cación de la mayoría de estos (Tabla 1). Al analizar
los oligonucleótidos con el programa BLASTN se de-
terminó que presentaban una mayor similitud con los
genes cry1B de B. thuringiensis que con otros
microorganismos que también podrían ser detecta-
dos. Los oligonucleótidos específicos se nombraron
Cry1BF (5’-TGGTATATGCTCAAGCTGCAA-3’) y
Cry1BR (5’-CACTACGATGCGTCCAAGAA-3’). El
oligonucleótido Cry1BF tiene 21 pares de bases (pb)
de longitud, un porcentaje G-C11 de 47% y una Tm
(temperatura de fusión) de 59°C, mientras que el
oligonucleótido Cry1BR tiene 20 pb, porcentaje G-C
de 50% y Tm= 59°C .

Caracterización de las cepas nativas de
B. thuringiensis
Se realizó una amplificación mediante PCR del gen
cry1 para seleccionar los aislamientos nativos y pos-
teriormente identificar el gen específico cry1B. El ta-
maño de los productos de amplificación obtenidos fue
de aproximadamente 550 pb. La caracterización per-
mitió identificar 70 aislamientos nativos positivos para
la presencia de genes cry1, los cuales representan
un 46% del total de los aislamientos (Figura 3). Estos
resultados fueron consistentes con estudios previos
en los cuales se reportó una frecuencia dentro del
rango entre 40 y 70% para el gen cry1 (Bravo et al.,
1998; Uribe et al., 2003, Porcar et al., 2003).
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En diferentes estudios se ha determinado la pre-
sencia del gen cry1B con oligonucleótidos diseña-
dos previamente (Cerón et al., 1995; Bravo et al.,
1998), los cuales amplifican regiones conservadas
cuyos tamaños oscilan entre 300 y 400 pb. En este
estudio se diseño una pareja de oligonucleótidos
con el propósito de amplificar un segmento de
aproximadamente 1000 pb que permitiera encon-
trar cambios en la secuencia de nucleótidos en fu-
turos estudios. Los oligonucleótidos Cry1BF y
Cry1BR diseñados permitieron la amplificación de
un fragmento de 930 pb en 11 aislamientos nati-
vos:  BtGC14, BtGC36, BtGC82, BtGC91, BtGC94,

Figura 3. Productos de amplificación del gen cry1. Se ilustra una banda de 550 pb. obtenida en la caracterización por PCR
del gen cry1. 1. Bt subespecie aizawai, 2. BtGC14, 3. Control negativo, 4. Marcador 1 kb. (Fermentas), 5. BtGC15.

BtGC102, BtGC112, BtGC120, BtGC130, BtGC207
y BtGC240, los cuales representan un 16% de los
70 aislamientos portadores del gen cry1 (Figura 4).
Estos resultados fueron similares a estudios en las
colecciones de cepas de México, España y Reino
Unido, en los cuales el porcentaje de aislamientos
portadores del gen cry1B es bajo (30, 13 y 17% res-
pectivamente) (Cerón et al., 1995; Perani et al., 1998;
Martínez et al., 2005). El análisis realizado con el
programa BLASTN indicó que con los
oligonucleótidos diseñados para los genes cry1B es
posible además, amplificar genes correspondientes
a los 11 subgrupos de la familia cry1B.

cry1Ba1

cry1Ba2

cry1Ba3

cry1Ba4

cry1Bb1

cry1Bc1

cry1Bd1

cry1Bd2

cry1Be1

cry1Bf1

cry1Bg1

3687

4074

3687

4798

3934

3842

8366

3696

3684

3687

3708

533 – 1462

718 - 1647

533 – 1462

953 –1882

614 –1546

688 –1620

1389 – 2321

546 - 1480

-

-

-

930

930

930

930

933

933

933

933

-

-

-

X06711

X95704.1

AF368257

AF363025

L32020.1

Z46442

U70726.1

AY138457.1

AF077326

AX189649

AY176063

GEN
IDENTIFICADO

TAMAÑO
DEL GEN (pb)

POSICIÓN DE LOS
OLIGONUCLEÓTIDOS

PRODUCTO
PCR (pb)

NÚMERO DE ACCESO
GENBANK

Tabla 1. Subgrupos de genes cry1B reconocidos con los oligonucleótidos diseñados en este estudio.

1       2       3       4       5

550 pb.

1000 pb.

500 pb.
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Los genes cry1B generalmente se encuentran en ais-
lamientos provenientes de lugares fríos con altura su-
perior a 2000 metros, aunque su distribución podría
depender de condiciones ambientales determinadas
(Uribe et al., 2003, 2004). El origen de la mayoría de
los aislamientos nativos en este estudio coincide con
está observación (Tabla 2). Sin embargo, se observó

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos concuerdan con los repor-
tes hechos previamente en otros países de Europa y
América en los cuales se demuestra que la frecuen-
cia de aislados de Bt portadores de genes cry1 oscila
entre 40 y 70 % y la de cepas portadoras de genes
cry1B oscila entre 13 y 30%. El estudio de un mayor
número de aislamientos permitirá tener mayor clari-
dad respecto a la distribución y diversidad de los genes
cry existentes en el territorio colombiano.

una gran variabilidad en la altura a la cual se aislaron
las cepas que contienen el gen cry1B; el rango obser-
vado estuvo entre 2 y 3.700 m.s.n.m aproximadamen-
te. Para poder hacer estimativos más precisos sobre
la distribución del gen cry1B en territorio colombiano,
es necesario analizar un mayor número de aislamien-
tos (Martin & Travers, 1989; Armengol et al., 2007).

Figura 4. Productos de amplificación del gen cry1B. Se observa una
banda de 930 pb. que indica la presencia del gen cry1B. CN: Control

negativo, 1. Bt subespecie aizawai; M: Marcador 1 Kb (Bioline), 2.
BtGC14, 3. BtGC36, 4. BtGC82, 5. BtGC91, 6. BtGC94.

1000 pb. 930 pb.

C N      1        M           2          3           4          5         6
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GLOSARIO

1.Bacilo Gram positivo: Bacteria de forma similar a la de un bastón
que toma una coloración violeta oscura al ser sometida a la tinción
de Gram.
2.Espora: Una espora es una célula reproductiva producida por las
plantas y por algunos protozoarios y bacterias. La espora a menu-
do se desarrolla completamente después de un estado de latencia
o hibernación. Ciertas bacterias pr oducen esporas como mecanis-
mo de defensa. Dichas esporas bacterianas poseen paredes grue-
sas y son muy resitentes a las altas temperaturas, a la humedad y
a otras condiciones desfavorables.
3.Transgénico: Organismo al cual se le introduce un gen provenien-
te de otro individuo de la misma o de otra especie.
4.Cepa: En microbiología, conjunto de virus, bacterias u hongos
que tienen el mismo patrimonio genético.
5.Plásmido: DNA extracromosómico circular propio de las bacterias,
en el cual se localizan genes responsables de funciones importantes
para la célula y que se replica de forma autónoma.
6.Oligonucleótido: Fragmento de DNA pequeño (8 – 30 nucleótidos)
que se utiliza para iniciar la síntesis de DNA durante el proceso de PCR.
7.PCR: Sigla en inglés que significa Reacción en Cadena de la
Polimerasa. Mediante esta técnica es posible producir miles de co-
pias de DNA idénticas a partir de una molécula “molde”.
8.dNTP: Sigla que significa deoxinucleótido trifosfato. Los
deoxinucleótidos trifosfato son las unidades básicas de las que está
constituido el DNA. Los dNTP´s libres son un importante insumo
para la reacción de PCR.
9.Taq DNA Polimerasa: Enzima que cataliza la unión de los dNTP´s
durante la reacción de PCR para producir copias de DNA a partir de
una molécula inicial.
10.Electroforesis: Técnica que permite la separación de moléculas
de DNA, RNA o proteínas en función de su tamaño molecular y
carga eléctrica.
11.Porcentaje G-C: Cantidad de guaninas y citosinas presentes en
un fragmento de DNA.
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