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Resumen
Objetivos: Evaluar la diversidad genético molecular de cepas nativas aisladas de B. thuringiensis tóxicas contra Aedes aegypti, 
vector del dengue. Diseño: Estudio descriptivo, analítico. Institución: Centro de Investigación de Bioquímica y Nutrición, Facultad 
de Medicina, UNMSM. Material biológico: Cepas nativas y estándar de B. thuringiensis. Intervenciones: Se extrajo el ADN genómico 
de 53 cepas nativas y 10 cepas estándar de B. thuringiensis aisladas del suelo de distintas regiones geográficas del Perú. Para 
el análisis de diversidad, se evaluó secuencias repetitivas de ADN mediante la técnica REP-PCR, siendo visualizados en geles de 
agarosa teñidos con bromuro de etidio. Se hizo el análisis de clúster con el dendograma de similaridad de cepas estándares y 
nativas de B. thuringiensis, utilizando programas bioinformáticos. Principales medidas de resultados: Diversidad evaluada mediante 
los perfiles genéticos (bandas de ADN repetitivas) en geles de agarosa y dendograma de cepas B. thuringiensis. Resultados: Las 
cepas procedentes de Junín, Huaral, Ica, Cusco, Arequipa y Cajamarca tendieron a formar grupos según procedencia, destacándose 
dos caracterizadas como potencialmente tóxicas contra Aedes aegypti (de Ica y de Cajamarca), formando un subgrupo con cepas 
estándar tóxicas HD-968 y GM 33. Conclusiones: Se observa gran diversidad de cepas nativas de B. thuringiensis procedentes de 
diferentes lugares del país, con cierta tendencia a formar subgrupos según procedencia geográfica y en relación de similaridad con 
las cepas B. thuringiensis estándares, algunas con potencial para ser utilizadas contra Aedes aegypti, vector del virus del dengue.
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Abstract
Objectives: To determine the molecular genetic diversity of native B. thuringiensis strains toxic against Aedes aegypti, vector of dengue. 
Design: Descriptive, analytical study. Setting: Biochemistry and Nutrition Research Center, Faculty of Medicine, San Marcos University, 
Lima, Peru. Participants: Native and standard strains of B. thuringiensis. Interventions: Extraction of B. thuringiensis genomic DNA from 
53 native strains and 10 standard strains isolated from different Peruvian regions soil samples. Diversity was determined by repetitive 
DNA sequences using REP-PCR technique, visualized in agarose gels stained with ethidium bromide. B. thuringiensis standard and 
native strains cluster analysis was performed by dendrogram of similarity using bioinformatic programs. Main outcome measures: 
Diversity of B. thuringiensis strains. Results: Strains from Junin, Huaral, Ica, Cusco, Arequipa, and Cajamarca tended  to form groups 
according to source, highlighting two strains characterized as potentially toxic against Aedes aegypti (Ica and Cajamarca), and 
outlining a subgroup or cluster with toxic standard strains HD-968 and GM 33. Conclusions: A great diversity of B. thuringiensis native 
strains coming from different regions of the country have a tendency to form sub-groups according to geographical origin and in 
relation to standard strains, some of them with a bioinsecticidal potential against B. Thuringiensis, vector of dengue.
Key words: Bacillus thuringiensis, diversity, cry genes, REP-PCR.

An Fac med. 2012;73(3):205-10

IntRODuCCIón 

B. thuringiensis es una bacteria ubicua 
entomopatógena, gram positiva, aeró-
bica, de la familia Bacillaceae, que se 
caracteriza por sintetizar un cuerpo pa-
raesporal o cristal de proteínas denomi-
nadas δ-endotoxinas o proteínas Cry, 
con actividad tóxica contra una va-
riedad de insectos vectores de muchas 
enfermedades metaxénicas que son 

problemas de salud pública en nuestro 
medio, como Aedes aegypti, vector del 
virus del dengue. 

Estos cristales se forman durante la 
esporulación y en ellos reside su acti-
vidad tóxica, cuando son ingeridos por 
larvas de diferentes órdenes de insec-
tos (1-3), como Lepidóptera (polillas y ma-
riposas), Díptera (moscas y mosquitos), 
Coleóptera (escarabajos) e Himenóptera 
(abejas y avispas), Homóoptera, Ma-

llophaga (4), e incluso Platyhelminthes, 
Sarcomastigophora y nematelmintos, mi-
tes y protozoarios (1), pero no afecta a los 
mamíferos (2,3,5). 

Dadas las características de B. thurin-
giensis como agente de control biológi-
co y debido a su presencia cosmopolita, 
sus esporas han sido aisladas de diver-
sas fuentes, como suelo, agua, hojas de 
plantas, insectos muertos, productos 
almacenados y telarañas (6).

Diversidad genético molecular de cepas de Bacillus thuringiensis con 
potencial tóxico contra Aedes aegypti 

Genetic and molecular diversity of Bacillus thuringiensis strains and insecticidal activity 
potential against Aedes aegypti
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 La diversidad de B. thuringiensis se 
manifiesta por la variabilidad de los ge-
nes cry y sus respectivas proteínas Cry 
biotóxicas (18), además de variaciones a 
lo largo de su genoma, como en las re-
giones extragénicas repetitivas (REP); 
por ello, es importante estudiar la di-
versidad genético molecular para eva-
luar su potencial bioinsecticida.

La diversidad genética y toxicidad de 
las cepas de B. thuringiensis difieren con 
las condiciones geográficas de las dife-
rentes regiones donde las cepas fueron 
aisladas (7). Dado que cada región es un 
hábitat diferente, esta podría contener 
nuevas cepas con potencial tóxico más 
efectivo para un amplio espectro de in-
sectos. En el Perú, al igual que en otros 
países, debe establecerse una colección 
de cepas nativas de B. thuringiensis, por-
que es importante conocer la distribu-
ción de las cepas nativas aisladas de di-
ferentes regiones geográficas de nuestro 
país, identificar nuevas cepas y evaluar 
su potencial entomocida, para ayudar 
al control de vectores de plagas y enfer-
medades metaxénicas, que en nuestro 
país aun no han sido controladas. Por lo 
anterior, nuestro objetivo fue evaluar la 
diversidad genético molecular de cepas 
nativas de Bacillus thuringiensis que pue-
den ser tóxicas contra Aedes aegypti.

MétODOS

Las 53 cepas nativas de B. thurigiensis 
provenientes de muestras de rizósfera 
de Arequipa, Cajamarca, Cuzco, Lam-
bayeque, Lima (Huaral), Ica, Junín y 
Tacna, del cepario del laboratorio de 
Microbiología Ambiental y Biotecnolo-
gía de la Facultad de Ciencias Biológi-
cas de la UNMSM, fueron identificadas 
por la presencia de inclusiones paraes-
porales observadas con microscopio de 
contraste de fase.

Las 10 cepas estándar de referen-
cia fueron preparaciones liofilizadas 
de la colección de la Northern Regional 
Research Laboratory (NRRL), Peoria, 
Illinois, EE UU, proporcionadas al la-
boratorio de Microbiología Ambiental 
y Biotecnología de la Facultad de Cien-

cias Biológicas de la UNMSM, y que 
aparecen listadas en la tabla 1.

La extracción de ADN genómico de 
cepas nativas y referenciales de B. thu-
ringiensis fue realizada a partir de cul-
tivos bacterianos crecidos en agitación 
constante toda la noche, en 50 mL de 
caldo nutricio; luego, 5 mL de cultivo 
fue centrifugado a 2 000 rpm por 10 
minutos. Se decantó el sobrenadante 
suave y rápidamente para recuperar el 
precipitado, el cual fue resuspendido 
en el líquido sobrante y se transfirió 
200 uL a un tubo ependorf de 1,5 mL. 
Para aislar el ADN según metodología 
estándar, se utilizó un kit comercial de 
ROCHE para la preparación del molde 
para PCR.

En el análisis de diversidad se eva-
luó secuencias repetitivas de ADN 
mediante amplificación por PCR de 
elementos palindrómicos extragénicos 
repetitivos (REP-PCR) con modifica-
ciones (8). Se utilizó 53 muestras nativas 
y 10 estándar de ADN genómico de B. 
thuringiensis. La reacción de amplifica-
ción fue realizada con 2,0 uL de buffer 
10X, 8,0 uL de dNTPs 2,5 mM, 2 mM 
MgCl2, 2 uM primers REP-1 y REP-2, 
2 U Taq, 1 uL ADN 100 ng/uL, agua 
Mili Q para completar 20 uL de mezcla 
de reacción. La secuencia de los primers 
REP fue la siguiente: 

REP1R-1 5’ IIIICgICgICATCIggC 3’

REP2 I5’ ICgICTTATCIggCCTAC 3’

Los elementos REP son regiones de 
ADN extragénicas repetidas y espar-
cidas en el genoma de bacterias, de 
21-65 pb (9). El REP-PCR emplea oligo-
nucleótidos que reconocen secuencias 
conservadas REP y las regiones ampli-
ficadas corresponden a los segmentos 
que separan dichas secuencias. Así, el 
polimorfismo generado dependerá de la 
variedad en la distribución de las repe-
ticiones y de la distancia entre las se-
cuencias REP dentro del genoma (10-11). 

La PCR fue realizada siguiendo el si-
guiente programa: 4 min a 94ºC, segui-
do por 40 ciclos de 1 min a 94ºC, 1 min 
a 45ºC, 2 min a 72 ºC y una extensión 
final de 10 min a 72ºC.

Tabla 1. Cepas estándar de Bacillus 
thuringiensis.

1. B thuringiensis israelensis HD-500

2. B thuringiensis aisawai HD-130

3. B thuringiensis  monterrey GM33

4. B thuringiensis  israelensis WHO-2013-9

5. B thuringiensis kurstaki HD-1

6. B thuringiensis kurstaki HD-2

7. B thuringiensis kurstaki HD-73

8. B thuringiensis israelensis HD-968

9. B thuringiensis  kurstaki HD-263

10. B thuringiensis kurstaki HD-732

Figura 1. Análisis de diversidad de cepas según REP-PCR. Electroforesis en gel de agarosa (1,5%) 
de los productos PCR obtenidos con el primer REP para las cepas de B. thuringiensis analizadas. 

Los números corresponden a: 1. Lader 100pb; 2. HD-1 (estándar); 3. Hua 14; 4. Jun10; 5. Hua10; 6. 
Ica8; 7. HD-2; 8. Ica9; 9. Ica10; 10. Cuz8; 11. Hua11; 12. Jun11; 13. Ica11; 14. HD-73; 15. HD-968.
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Los productos de la PCR fueron se-
parados por electroforesis en gel de aga-
rosa al 1,5%, teñidos con bromuro de 
etidio y visualizadas las bandas en un 
transiluminador UV. 

El análisis de los patrones de bandas 
REP-PCR obtenidos fueron identifica-
dos por sus velocidades de migración 
específicas en el gel. Se construyó ma-
trices binarias (0/1) para ser compara-
das con los patrones; la presencia de 
una banda fue indicada por uno (1) 
y la ausencia como cero (0). Una vez 
obtenida la matriz binaria, se construyó 
una matriz de distancias genéticas em-
pleadas para construir un dendograma 
con el algoritmo UPGMA (método de 
agrupamiento de pares no ponderados 
con significancia aritmética) (17).

La similaridad entre las cepas fue de-
terminada empleando los coeficientes 
de Jaccard. El análisis de clúster o agru-
pamiento fue evaluado en el dendogra-
ma generado por el algoritmo UPGMA 
y representado con el dendograma de 
similaridad de cepas estándar (n=10) 
y nativas (n=53) de B. thuringiensis, 
estimado con los patrones de ban-
das REP-PCR, utilizando el programa 
NTSYS (13,17).

ReSultADOS 

Se evaluó un total de 63 cepas, 10 es-
tándar y 53 nativas, de B. thuringiensis. 
Los amplificados obtenidos de las se-
cuencias REP contiguas generaron pa-
trones electroforéticos distintivos entre 
las diversas cepas evaluadas, describien-
do un patrón polimórfico; la mayoría de 
patrones presentó un promedio de 13 a 
15 bandas, como se observa en el gel de 
agarosa (figura 1), y tal como ha sido 
comunicado (8,12-14,16). Estos resultados 
fueron corroborados cuando se analizó 
la matriz binaria y se generó el dendo-
grama de similaridad (UPGMA).

El análisis de clúster representado 
con su dendograma de similaridad de 
cepas nativas y estándares de B. thurin-
giensis basado en los patrones electro-
foréticos REP, y evaluado con el coefi-
ciente de Jaccard y el método UPGMA, 

nos muestra, en general, tres grandes 
agrupamientos o clúster (tabla 2). 

El primer grupo incluyó cepas nati-
vas de Junín (Jun6, Jun7, Jun8, Jun12), 
Huaral e Ica y cepas estándar HD-500 
y Bti-WHO. 

El segundo grupo, el más grande y 
con mayor número de subgrupos, inclu-
yó otras cepas nativas de distinta proce-
dencia, principalmente de Junín, Hua-
ral, Ica y Cusco y las cepas estándar, 
formando tres subgrupos: el subgrupo 
HD-130/HD-263/HD-732; subgrupo 
HD-73; y el subgrupo HD-2. 

El tercer grupo incluyó cepas nativas 
principalmente de Junín, Huaral, Ica, 
Cusco, Arequipa y Cajamarca, y las ce-
pas estándar HD-968 y GM33, existien-
do la particularidad de que el subgrupo 
más grande solo estaba conformado por 
cepas nativas; las cepas Are1 y Hua5 
fueron las más disímiles entre ellas, y las 
cepas Jun1 y Jun9 fueron muy similares, 
así como Ica11, Cuz6 y Hua4, y Cuz3 

y Jun10. La cepa Hua10 (Huaral) es la 
que más se alejó de la similaridad de 
las cepas de B. thuringiensis estudiadas, 
conformando una sola rama aislada de 
los tres grandes agrupamientos.

Destacaron dos cepas caracteriza-
das como potencialmente tóxicas con-
tra Aedes aegypti (una de Ica y otra de 
Cajamarca). Formaron un subgrupo o 
clúster con las cepas estándar tóxicas 
HD-968 y GM 33, que contienen el 
gen cry2, y las nativas presentaron los 
genes cry2 y cry4 (resultados no presen-
tados).

DISCuSIón 

B. thuringiensis es una bacteria estrecha-
mente relacionada con las bacterias B. 
anthracis (agente del ántrax) y B. cereus 
(patógeno oportunista del humano). El 
descubrimiento de la actividad biocida 
de B. thuringiensis sobre larvas de mu-
chos lepidópteros sugirió su uso poten-

Tabla 2. Agrupamientos derivados del dendograma de similaridad de cepas nativas y estándar 
evaluadas.

Grupo Subgrupo Cepas nativas Cepas estándar

I -
Jun 6,7,8,12

Hua 6
Ica 7

HD-500
BtiWHO

II

S1
Sub Grupo 2.1

Jun 3
Hua 8,1,13,7

Ica 6
Cuz 10,7

HD-130
HD-263
HD-732

S2
Sub Grupo 2.2

Hua 3,14
Ica 14,9
Cuz 10,7

HD-73
HD-1

S3
Sub Grupo 2.3

Cuz 4,9
Ica 1,12
Hua 2
Jun 5

HD-2

III

Sub Grupo 3.1

Jun 7,9,1,11,4
Hua 9,4,12,11
Ica 11,4,3,8,5

Cuz 6,5

-

Sub Grupo 3.2

Cuz 3,2
Jun 10,12
Ica 10,13,2

Caj 1
Hua 5,10

Are 1

GM 33
HD-968
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cial en el control biológico de insectos 
plaga; y, más adelante, el hallazgo de 
B.thuringiensis israelensis (1978) capaz 
de matar mosquitos, amplió su margen 
de utilidad en el control de insectos 
vectores de enfermedades de interés 
en salud pública. En las siguientes dé-
cadas se descubrió nuevas subespecies, 
encontrándose una gran diversidad, las 
cuales se han caracterizado por su sero-
tipo H flagelar, o sea por las proteínas 
presentes en el flagelo, en más de 45 
serotipos y 58 serovariedades (4).

El serotipaje ha sido la técnica mejor 
conocida para identificar y caracterizar 
cepas de B. thuringiensis, habiéndose 
identificado 69 serotipos y 82 varie-
dades serológicas (20). Sin embargo, se 
presentan algunas restricciones, como 
la incapacidad de procesar cepas no fla-
geladas y diferenciar cepas de B. thurin-
giensis de algunas B. cereus, impidiendo 
encontrar relaciones filogenéticas entre 
los serotipos. Debido a las incongruen-
cias y discrepancias observadas con 
este método, se hace esfuerzos hacia 
el desarrollo de técnicas moleculares 
basadas en la diversidad de su genoma. 
Técnicas como los PFGE, RFLP, AFLP, 
PAPDE, REP-PCR, ribotipificación y 
secuenciación de genes específicos, han 
mostrado diversos grados de eficiencia 
en la diferenciación de cepas, además 
de establecer posibles grupos filogené-
ticos (8,12-14,18,19). REP-PCR ha sido am-
pliamente usado en una variedad de 
especies bacterianas y no bacterianas 
para identificarlas, caracterizarlas y 
evaluar su diversidad (14).

 El polimorfismo de elementos re-
petitivos (REP-PCR fingerprint) es un 
método frecuentemente usado para 
tipificar bacterias (8), mediante el aná-
lisis de la distribución de secuencias de 
ADN repetitivas en diversos genomas 
procariotas. El análisis genético de es-
tas secuencias puede revelar distancias 
y patrones específicos para especies. 
Las secuencias REP, específicamente, 
han sido utilizadas en diversos estudios 
para clasificar y relacionar taxonómica-
mente especies de B. cereus y ayudar a 
aclarar la relación genética entre pobla-
ciones de B. cereus y B. thuringiensis (13), 

Figura 2. Análisis de clúster (agrupamiento) representado con el dendograma de similaridad de 
cepas estándar (n=10) y nativas (n=53) de Bt, estimado con los patrones de bandas REP-PCR. 
se utilizó el coeficiente de similaridad de Jaccard y el método uPGMA (siglas de unweighted-

pair group method with arithmetic means). 
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así como, para identificación de nuevos 
aislados de B. thuringiensis (12). Se ha de-
mostrado que esta técnica de REP-PCR 
es altamente discriminatoria, reprodu-
cible, rápida, fácil y capaz de identificar 
serotipos de B. thuringiensis, que puede 
convertirse en un procedimiento de ca-
racterización (14).

El análisis REP-PCR de las diversas 
cepas nativas evaluadas en este estudio 
mostró patrones de bandas distintivas, 
como se observa en el gel de agarosa 
(figura 3), con resultados similares a 
los encontrados en otras investigacio-
nes (8,12,13).

El análisis de clúster representado 
en el dendograma de similaridad, tan-
to de cepas nativas como estándares de 
B. thuringiensis (figura 4), basado en los 
patrones REP y evaluado con el coefi-
ciente de Jaccard y el método UPGMA, 
mostró, en general, tres grandes agru-
pamientos o clúster. 

El primer grupo incluyó a cepas na-
tivas principalmente de Junín (Jun6, 
Jun7, Jun8, Jun12), Huaral 6 e Ica 7 y 
las cepas estándar HD-500 y Bti-WHO, 
relacionadas con actividad tóxica con-
tra dípteros y lepidópteros. 

El segundo grupo, el más grande y 
con mayor número de subgrupos, in-
cluyó a otras cepas nativas de distinta 
procedencia, principalmente de Junín 
3, Huaral (Hua1, Hua2, Hua3, Hua7, 
Hua8, Hua13 y Hua14), Ica (Ica1, 
Ica6, Ica9, Ica12 e Ica14) y Cusco 
(Cuz4, Cuz7, Cuz8, Cuz9, y Cuz10), 
junto con las cepas estándar que for-
man el subgrupo HD-130/HD-263/
HD-732 -relacionadas con actividad 
biocida contra dípteros y lepidópteros, 
exceptuando las cepas HD-130 que por 
su contenido de gen Cry 8 puede ser 
tóxica para coleópteros (3)-, el subgru-
po HD-73 relacionado con toxicidad 
frente a dípteros, y el subgrupo HD-1 
relacionado con lepidópteros principal-
mente, pero también tendría actividad 
frente a mosquitos (7).

El tercer grupo incluyó cepas nati-
vas principalmente de Junín, Huaral, 
Ica, Cusco, Arequipa y Cajamarca, y 

las cepas estándar HD-968 y GM33, 
relacionadas con actividad frente a 
una variedad de insectos, existiendo la 
particularidad de que el subgrupo más 
grande solo estaba conformado por ce-
pas nativas; las cepas Are1 y Hua5 fue-
ron las más disímiles entre ellas, y las 
cepas Jun1 y Jun9 fueron muy similares, 
así como Ica11,Cuz6 y Hua4, y Cuz3 y 
Jun10. La cepa Hua10 (Huaral) fue la 
que más se alejó de la similaridad de las 
cepas nativas estudiadas, conformando 
una sola rama aislada de los tres gran-
des agrupamientos.

En general, utilizando el análisis 
REP-PCR, en el presente trabajo se ob-
servó una gran diversidad de las cepas 
nativas de B. thuringiensis procedentes 
de diferentes lugares de Junín, Huaral, 
Ica, Cusco, Arequipa y Cajamarca, con 
cierta tendencia a formar subgrupos 
según procedencia geográfica y en re-
lación de similaridad con las cepas B. 
thuringiensis estándares, tal como se 
comunica en otros trabajos de Améri-
ca (3,14,16).

B. thuringiensis constituye una espe-
cie genéticamente diversa. El uso de se-
cuencias de ADN repetitivas, tal como 
REP para clasificación bacteriana, sigue 
siendo útil y ofrece una alternativa para 
tipificar cepas de B. thuringiensis y para 
reconocer las relaciones filogenéticas 
entre subgrupos, comparando la posi-
ble similitud genética entre diferentes 
genomas bacterianos (8-13). En esta in-
vestigación con cepas peruanas se ha 
podido correlacionar la similaridad se-
gún procedencia geográfica. 

El estudio basado en las secuencias 
REP es realizado para complementar 
la caracterización molecular de genes 
cry de cepas nativas peruanas de B. 
thuringiensis (datos no mostrados); ade-
más, se puede comparar los resultados 
obtenidos con otras características de 
B. thuringiensis ya conocidas, como la 
forma del cristal (3,15), pero sobre todo 
por el contenido de genes, lo cual nos 
permite identificar preliminarmente la 
actividad y el potencial larvicida que 
presentan estas cepas nativas.

Utilizando los marcadores molecula-
res REP, se observó una gran diversidad 
de las cepas nativas de B. thuringiensis 
procedentes de diferentes lugares del 
país, con cierta tendencia a formar 
subgrupos según procedencia geográfi-
ca y en relación de similaridad con las 
cepas B. thuringiensis estándares, y al-
gunas con potencial biotóxico para ser 
utilizadas contra Aedes aegypti, vector 
del dengue, que constituye un proble-
ma de salud pública en nuestro país.
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