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RESUMEN 

La cucaracha alemana (Blattella germanica) es una especie distribuida por todo el mundo que 

habita en ambientes urbanos y es portadora de patógenos humanos. Por su gran capacidad para 

desarrollar resistencias frente a insecticidas químicos, las estrategias de control biológico, como 

el uso de la bacteria Bacillus thuringiensis, se han convertido en una potencial alternativa. El 

objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad insecticida de varias proteínas Vip y Cry 

expresadas por diversos clones de B. thuringiensis y E. coli, sobre ninfas y adultos de B. 

germanica y Blaptica dubia en condiciones de laboratorio. Para ello, se desarrolló en primer lugar 

la puesta a punto de un método de bioensayo, que finalmente consistió en la individualización del 

insecto en blísteres y la contaminación superficial de la dieta con la proteína. La observación de 

cada bioensayo se prolongó durante 30 días, suministrándose la máxima concentración posible de 

proteína. Ninguna de las 24 proteínas ensayadas resultó efectiva contra ninguna de las especies 

de cucarachas. La actividad de las proteínas se había comprobado previamente sobre Spodoptera 

littoralis.  
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ABSTRACT 

The German cockroach (Blattella germanica) is a species distributed worldwide that lives in 

urban environments and carries human pathogens. Due to its great ability to develop resistance to 

chemical insecticides, biological control strategies such as the use of the bacterium Bacillus 

thuringiensis have become a potential alternative. The aim of this work was to evaluate the 

insecticidal activity of several Vip and Cry proteins expressed by various B. thuringiensis and E. 

coli strains, on nymphs and adults of B. germanica and Blaptica dubia under laboratory 

conditions. Firstly, a bioassay method was developed, which finally consisted of the 

individualization of the insect in blisters and the superficial contamination of the diet with the 

protein. The observation of each bioassay lasted for 30 days and the maximum possible protein 

concentration was applied. None of the 24 proteins tested was effective against any of the 

cockroach species. The activity of the protein was previously checked on Spodoptera littoralis. 
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INTRODUCCIÓN 
 

1- Distribución, hábitat, biología y problemática 

Los insectos son numéricamente el grupo más abundante del reino animal. El número 

total de especies se estima entre unos 6 y 10 millones (Erwin et al., 1997) y algunas de 

ellas representan una amenaza para el ser humano como potenciales plagas. 

Dentro de este inmenso grupo se conocen como cucarachas a aquellos insectos 

pertenecientes al orden Blattodea, familia Blattidae, de las que existen aproximadamente 

unas 4500 especies registradas (Portnoy et al., 2013). La mayoría de ellas, más del 99%, 

viven en hábitats naturales y apenas 12 de estas especies son consideradas como plagas 

domésticas según la Organización Mundial de la Salud. Los registros fósiles han 

demostrado que se trata de un grupo de extraordinaria capacidad adaptativa y uno de los 

más primitivos, pues ya habitaban la Tierra en el Carbonífero superior, hace unos 300 

millones de años (Guzman & Vilcinskas, 2020). Su gran capacidad de reproducción y de 

colonización les ha permitido sobrevivir a épocas de extinción de otras especies, cambios 

climáticos o fenómenos geológicos, pudiendo sobrevivir hasta un mes sin agua ni comida 

(Willis & Lewis, 1957). 

Entre las especies más comunes destacan Blatella germanica, Periplaneta americana, 

Blatta orientalis y Blaptica dubia (O’Connor & Gold, 1999). Todas ellas son especies 

hemimetábolas, de cuerpo aplanado, con una estructura laminar (pronoto) que cubre la 

cabeza y el tórax, un par de largas antenas que utilizan como potentes órganos sensoriales 

y alas esclerotizadas con función protectora (Figura 1). Es también característica la 

presencia de una ooteca en las hembras, que transportan externamente hasta antes de su 

eclosión (Montada & Guerrero, 1996). 

 
Figura 1. Detalle de una ooteca (izquierda), de una ninfa (centro) y de adultos (derecha) de B. germanica (CABI, 

2021). 

Es un insecto omnívoro que consume una gran variedad de alimentos y restos orgánicos 

propios de las viviendas o almacenes (V. Durier & Rivault, 2000). Los tiempos del ciclo 

de vida (desarrollo ninfal, duración de la etapa adulta y número de generaciones al año) 

están fuertemente influidos por factores externos como la temperatura, humedad o 
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abundancia de alimento (Mariño Pedraza, 2011). Como valores promedio en condiciones 

favorables (25ºC y oscuridad total) para B. germanica, se estima un ciclo de desarrollo 

ninfal de 44 días con 6 estadios ninfales (6 mudas), 32 - 40 huevos por ooteca y 6 ootecas 

por hembra (Figueroa, 1964), con un periodo de incubación de unos 18 - 21 días. Por lo 

tanto, el ciclo completo tiene una duración de unos 65 días. 

Todas estas especies se caracterizan por ser plagas urbanas que habitan en las cloacas o 

rendijas del interior de las edificaciones de condiciones higiénicas pobres, en zonas 

domésticas donde hallan un ambiente oscuro, húmedo y de temperaturas cálidas, por lo 

que su presencia es mayor en las regiones tropicales o subtropicales (Mariño Pedraza, 

2011). Si bien la distribución geográfica de algunas de ellas está acotada a una 

determinada región, otras, como B. germanica, están extendidas por todo el mundo 

(Figura 2), especialmente desde la época del colonialismo a través del transporte marítimo 

(Oldenburg et al., 2008; Tang et al., 2019). 

 
Figura 2. Mapa de distribución de B. germanica. En naranja, solo localizaciones registradas en la base de datos 

(CABI, 2021) 

Desde el punto de vista económico, las cucarachas representan un gran problema en la 

actualidad ya que los daños que ocasionan en productos almacenados son cuantiosos. 

Dichos insectos, al regurgitar la comida parcialmente digerida o al depositar sus 

excrementos sobre los alimentos almacenados, originan malos olores y contaminaciones. 

En consecuencia, los productos deben ser eliminados, ya que, de lo contrario, la presencia 

de microorganismos patógenos en ellos podría provocar graves enfermedades para el ser 

humano, ganado u otros vertebrados (Mariño Pedraza, 2011). 

En el aspecto sanitario, suponen una plaga preocupante desde hace muchos años. Como 

ya sospechaba Toda, T. (1923), las cucarachas pueden ser las responsables de la 

transmisión de enfermedades infecciosas como el cólera. A partir de entonces, muchas 

otras investigaciones centradas en los microorganismos asociados a este insecto han 

revelado que las cucarachas son vectores de patógenos (Strand & Brooks, 1977; Willis & 

Lewis, 1957). Entre ellos se encuentran más de 40 especies de bacterias patógenas (e.g. 

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae), virus, hongos (e.g. Candida spp., 

Aspergillus spp.) y parásitos (e.g. Ancylostoma duodenale, Ascaris lumbricoides) que 
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provocan una gran variedad de enfermedades como lepra, peste bubónica, disentería, 

hepatitis, tuberculosis o neumonía (Graczyk et al., 2005; Kassiri et al., 2018; Leshan 

Wannigama et al., 2013; Saitou et al., 2009; Salehzadeh et al., 2007). El hecho de habitar 

en muchas ocasiones en la red de saneamiento y alimentarse de basuras y excrementos 

hace que sean portadoras de gran cantidad de estos patógenos (Allen, 1987). Además, las 

cucarachas diseminan los patógenos a través de secreciones de su cutícula (Mpuchane et 

al., 2011), una potente fuente de alérgenos que puede también provocar graves reacciones 

alérgicas, rinitis o asma (Sheih et al., 2017). 

Sin embargo, también pueden aportar beneficios. Por sus propiedades antibióticas han 

sido utilizadas como remedios caseros en las culturas china y griega para tratar ciertas 

enfermedades (Feng et al., 2018; Gao et al., 2018; Mariño Pedraza, 2011). En la 

actualidad también se utilizan comercialmente como fuente de alimento para mascotas y, 

en cuanto a la alimentación humana, podrían llegar a ser una interesante fuente de 

proteínas alternativa en el futuro. Además, estudios recientes han demostrado que sus 

bacterias simbiontes aportan propiedades que pueden ser de gran utilidad en los campos 

de la biotecnología, medicina, agricultura e industria (Guzman & Vilcinskas, 2020). 

 

2- Métodos de control 

Al igual que en la agricultura, el protocolo para combatir las cucarachas debería estar 

basado en planes de gestión integrada de plagas (GIP), cobrando mayor importancia por 

tratarse de plagas en zonas domésticas. Estos planes incluyen la identificación y 

seguimiento de la plaga y actuaciones de control preventivo, control mecánico, control 

biológico y control químico. Gordon (2020) propone la higiene y limpieza de sustancias 

atractivas para las cucarachas como un método de control preventivo efectivo, así como 

la colocación de trampas pegajosas como ejemplo de control mecánico. A pesar de la 

disponibilidad de otros métodos de lucha contra las plagas urbanas, el control químico 

mediante materias activas como clorpirifos, diclorvos, betacipermetrina, piretroides, 

carbamatos u organofosforados sigue siendo el sistema más comúnmente utilizado y el 

más efectivo (Chang et al., 2009; Gordon, 2020; Wu & Appel, 2017; C. L. Yang et al., 

2019). Estos productos se aplican habitualmente sobre las zonas donde se refugian en un 

formato espolvoreando o en spray (Sharawi et al., 2019), y al ser ingeridos, inhalados o 

al entrar en contacto con las cucarachas, causan su muerte a través de varias vías de 

acción. Inicialmente, la efectividad de estos insecticidas fue muy elevada, pero al cabo de 

un tiempo surgieron problemas derivados de su aplicación masiva. La resistencia a estas 

sustancias por parte de las plagas objetivo fue uno de los primeros problemas que se 

percibió como consecuencia a una exposición continuada (Germanica & Díez, 2013; Tsai 

& Lee, 2001). Las resistencias se desarrollan principalmente a causa de tres mecanismos: 

i) Por cambios en los hábitos alimentarios y en el comportamiento de la especie plaga, ii) 

por modificación de los receptores o de las células diana con los que interacciona la 

sustancia insecticida, o iii) por una mayor metabolización y degradación de las materias 

activas por la acción de nuevas enzimas (Nasirian et al., 2011; Pietri et al., 2018). 



INTRODUCCIÓN 

 

4 | 46 

Por otro lado, se ha observado en muchas especies de insectos una fuerte correlación entre 

la aparición de resistencias y la comunidad microbiana que alberga en su organismo. 

Particularmente, hay evidencias de que ciertas bacterias presentes en el tubo digestivo 

son las responsables de la detoxificación de xenobióticos, incluidos los insecticidas de 

origen sintético (Cheng et al., 2017; Kikuchi et al., 2012; Soltani et al., 2017). Esto ocurre 

también en B. germanica, que presenta una rica comunidad de bacterias simbiontes en su 

sistema digestivo, con más de 100 especies de bacterias Gram positivas y Gram negativas 

pertenecientes a 37 géneros (Ayayee et al., 2018; Carrasco et al., 2014; Mpuchane et al., 

2011) que participan en la eliminación de productos insecticidas. Evidencia de ello es el 

efecto sinérgico observado por Jensen et al., (2016) y Pietri et al. (2018) en la aplicación 

del insecticida junto con antibióticos frente a individuos resistentes, que tiene como 

resultado una efectividad semejante a la observada frente a individuos no resistentes. 

Algunos estudios sugieren que este mecanismo está detrás de la gran capacidad de 

adaptación y la rápida generación de resistencias propias de las cucarachas (Bracke et al., 

1978; Pietri & Liang, 2018). 

En los últimos años, ha ido en aumento la opinión pública y científica que pone en tela 

de juicio la aplicación generalizada de los insecticidas químicos. Además de los peligros 

de desarrollo de resistencias ya descritos que comprometen su efectividad, son numerosos 

los problemas que se les atribuyen tanto para la salud humana, debido a sus propiedades 

tóxicas y mutagénicas, como para la protección ambiental (Pan & Zhang, 2020). Los 

insecticidas químicos ponen en peligro el medio ambiente contaminando los ecosistemas, 

pues muchos de ellos son persistentes y no se degradan fácilmente. Por estos motivos, las 

restricciones legales son cada vez mayores tanto para los productos ya existentes como 

para los nuevos, lo que obliga a incorporar prácticas y soluciones alternativas (M. Sarwar, 

2010). 

Una de estas soluciones son los denominados agentes de control biológico (BCA, 

Biological Control Agents), ya que presentan ningún riesgo para el ser humano, los 

ecosistemas, ni para ningún organismo que no esté relacionado con la plaga objetivo 

(Muhammad Sarwar, 2013). Se trata, pues, de insecticidas selectivos, de baja persistencia 

y cuyo modo de acción no es neurotóxico, pero que son altamente efectivos para una 

amplia mayoría de plagas de insectos (M. Sarwar, 2010). Además, por su alta 

especificidad, son seguros para los insectos polinizadores, depredadores y parasitoides, 

lo que contribuye a una mayor actividad y biodiversidad en los ecosistemas agrarios. 

Entre los agentes de control biológico se encuentran bacterias, virus, hongos, nematodos, 

enemigos naturales y sustancias derivadas de vegetales (Pan & Zhang, 2020). En las 

últimas décadas se ha realizado un gran progreso en la investigación y aplicación de 

muchos de ellos sobre B. germanica, entre muchas otras plagas. Y aunque se han arrojado 

resultados prometedores, todavía es necesario un mayor desarrollo de los BCA para que 

podamos estar hablando de una alternativa competitiva frente a los productos químicos. 

Los principales aspectos a mejorar son su breve persistencia, su reducida velocidad de 

acción hasta la muerte del insecto y su elevado coste de producción (Pan & Zhang, 2020). 
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En este contexto se desarrolla el presente trabajo, en la línea de desarrollo de agentes de 

control biológico, y más concretamente, de la bacteria entomopatógena Bacillus 

thuringiensis (Berliner, 1915). 

 

3- Bacillus thuringiensis y ciclo de desarrollo 

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram-positiva perteneciente a la familia 

Bacillaceae, esporulante, de forma alargada (1 µm de ancho x 3-5 µm de largo), aerobia 

y anaerobia facultativa, que ha sido aislada en suelos, agua y tejidos de diferentes 

organismos en todo el mundo. Aunque fue descubierta y aislada en Japón en 1901, no fue 

oficialmente descrita hasta 1915 por el entomólogo alemán Berliner, y hasta los años 20 

cuando se llevaron a cabo los primeros intentos de control de plagas (Iriarte et al., 1998; 

Martin & Travers, 1989). El primer insecticida comercial formulado a base de la bacteria 

fue producido en Francia en 1938 pero el auge de los insecticidas de síntesis desvió las 

investigaciones (Ibrahim et al., 2010; Roh et al., 2007). A partir de los años 70 se llevaron 

a cabo amplios programas de muestreo que dieron lugar a la caracterización de nuevas 

cepas constituyentes de algunos de los bioinsecticidas que se comercializan actualmente 

(Ruiz de Escudero, 2006). 

Su característica diferencial respecto a otros bacilos es la capacidad de formar un cristal 

paraesporal durante el proceso de esporulación que está compuesto por proteínas, 

responsables de la actividad insecticida (Baumann et al., 1984). El cristal paraesporal se 

sintetiza debido a múltiples genes que están contenidos en plásmidos, que pueden ser 

cedidos o intercambiados entre distintas células (González & Carlton, 1984; Yamamoto, 

2001). Esta característica da lugar a una gran variabilidad genética entre las muchas cepas 

de B. thuringiensis descubiertas (Sanchis, 2000). Las proteínas que forman los cristales 

o cuerpos de inclusión, que presentan distintas formas (bipiramidales, cúbicos, esféricos 

e irregulares) en función de su composición, se denominan δ-endotoxinas (Ruiz de 

Escudero, 2006). Según su estructura molecular se clasifican en proteínas Cyt y Cry, las 

cuales constituyen el grupo más numeroso de todas las proteínas insecticidas (BPPRC; 

Crickmore et al., 1998). Adicionalmente, algunas cepas Bt producen también proteínas 

durante su fase vegetativa que son secretadas al medio externo y que igualmente poseen 

propiedades insecticidas. Estas proteínas pueden ser a su vez de dos clases, denominadas 

Vip (vegetative insecticidal protein) y Sip (secreted insecticidal protein). 

El ciclo de vida de B. thuringiensis tiene dos fases claramente diferenciadas. La primera 

fase de crecimiento vegetativo tiene lugar cuando en el medio se dan las condiciones 

favorables de temperatura, pH, nutrientes y aireación (Ibrahim et al., 2010; M. Porcar, 

2012). Es entonces cuando la espora germina, originando una célula que crece y se divide 

sucesivamente en dos células idénticas, como cualquier otra especie de bacteria (Osman 

& El-Ghareeb, 2015). Aunque es capaz de crecer a una temperatura de entre 15 - 45 ºC, 

el rango óptimo se encuentra en 26 - 30 ºC, por encima del cual los plásmidos que 

contienen los genes insecticidas pueden ser secretados al medio (Mikesell et al., 1983). 

Análogamente, el pH más adecuado para el crecimiento se encuentra en torno a 7 pero 
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puede desarrollarse desde 5,5 hasta 8,5 (Bernhard et al., 1997). Durante esta fase de 

crecimiento exponencial, las bacterias suelen unirse formando pares o cadenas cortas 

(Figura 3). En el momento que uno o más nutrientes comienzan a escasear o las 

condiciones del medio le son adversas, las bacterias entran en fase estacionaria o de 

esporulación. En ella tiene lugar, mediante un complejo proceso de 7 etapas, la formación 

de una espora resistente y de un cristal paraesporal proteico, uno en cada extremo de la 

célula (Bechtel & Bulla, 1982). La esporulación finaliza con la lisis de la pared celular 

del esporangio y la liberación del cristal y de la espora madura, que germinará y reiniciará 

la fase vegetativa cuando las condiciones vuelvan a ser favorables (Figura 3). 

 
Figura 3. Ciclo de vida de B. thuringiensis. Crece exponencialmente durante la fase vegetativa. En fase estacionaria, 

esporula y las proteínas se agregan en el cristal paraesporal. Finalmente, la célula se lisa liberando el cristal y la 

espora, que germinará de nuevo, cerrando así el ciclo (Caballero, 2019). 

B. thuringiensis es de un microorganismo asociado al suelo, donde la espora mantiene su 

viabilidad durante años y es altamente resistente a condiciones extremas de calor, 

salinidad o sequedad (Iriarte et al., 1998; Martin & Travers, 1989). En cambio, tanto la 

espora como el cristal son sensibles a la radiación ultravioleta, perdiendo su viabilidad 

con rapidez cuando se exponen a la luz solar (C. M. Ignoffo, 1992). Estos cristales 

producen un efecto letal sobre el insecto huésped, que sirve como fuente de nutrientes 

para la germinación de esporas latentes, iniciando así su crecimiento vegetativo sobre el 

cadáver (De Maagd et al., 2001). Aunque actualmente se desconoce el verdadero papel 

ecológico de los cuerpos cristalinos de B. thuringiensis, podrían tratarse de una ventaja 

competitiva para un patógeno oportunista, es decir, el insecto representa una fuente 

complementaria de alimento (Schnepf et al., 1998). 
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4- Mecanismo de acción de las proteínas insecticidas 

Las proteínas Bt han resultado activas frente a un amplio espectro de insectos de los 

órdenes Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Homoptera, 

Neuroptera, Orthoptera y Mallophaga, así como contra otros invertebrados como 

nematodos, ácaros y protozoos (van Frankenhuyzen, 2013). El modo de acción de las 

proteínas Cry y Cyt comienza por la ingestión de los cristales, que llegan prácticamente 

inalterados hasta que se solubilizan en el intestino medio. Para conseguir la adecuada 

disolución del cristal tienen que darse unas condiciones químicas particulares que 

dependen del tipo de proteína, la composición del cristal, la composición del contenido 

intestinal y su pH. Tras la solubilización, se liberan las protoxinas, que requieren ser 

activadas por diferentes tipos de proteasas presentes naturalmente en el intestino, 

mayoritariamente tripsinas y quimiotripsinas, para dar lugar a la toxina, de menor tamaño 

(unos 60 - 70 kDa) (Bradley et al., 1995; Haider et al., 1986; Jaquet et al., 1987). 

Las células epiteliales del intestino están protegidas por la membrana peritrófica, formada 

por quitina y otras proteínas que forman una red porosa. Las toxinas tienen el tamaño 

suficiente como para atravesar esta membrana y unirse a receptores de la membrana de 

las células columnares llamadas sitios de unión específicos (Figura 4). La unión da lugar 

al complejo toxina-receptor y se producen una serie de cambios en la estructura de la 

proteína que permiten la inserción de la toxina en la membrana (Schnepf et al., 1998). 

Existen varios modelos que explican a partir de aquí la acción citolítica de las toxinas, 

aunque generalmente se acepta el modelo de lisis coloideosmótica (Knowles & Ellar, 

1987) por la cual las proteínas oligomerizan y forman poros en las microvellosidades de 

las células columnares. En consecuencia, se desencadena un desequilibrio osmótico por 

el libre movimiento de los iones. Debido a la presencia de gran cantidad de solutos 

incapaces de atravesar los poros, se produce una entrada de agua para alcanzar el 

equilibrio osmótico. Las células se hinchan hasta que se ocasiona su lisis y la destrucción 

del epitelio intestinal, el tubo digestivo queda inutilizado y el insecto muere de inanición. 

Además, el efecto de la proteína puede verse potenciado y derivar en una septicemia 

cuando las esporas presentes en el intestino acceden a la cavidad hemocélica, donde 

proliferan. 

Las proteínas Cry y Vip3A tienen un modo de acción similar, si bien se ha visto que los 

sitios de unión del epitelio intestinal son distintos para cada una de ellas (M. K. Lee et al., 

2003; Sena et al., 2009). Por ello, hasta la fecha no se ha detectado resistencia cruzada y 

su uso combinado puede emplearse para paliar la aparición de resistencias (Bravo et al., 

2011; M. K. Lee et al., 2006; Mehlo et al., 2005). 

 



INTRODUCCIÓN 

 

8 | 46 

 
Figura 4. Modo de acción de las proteínas Cry (Caballero, 2019). 

 

5- Resistencias frente a BT 

Desde que se extendió el uso de B. thuringiensis hace más de 40 años, varias plagas del 

orden Lepidoptera como Plutella xylostella, Trichoplusia ni o Helicoverpa armigera han 

desarrollado resistencias a niveles detectables en campo (Downes & Mahon, 2012; Ferré 

et al., 2008; Kain et al., 2015; Y. B. Liu & Tabashnik, 1997; Tabashnik et al., 1990). 

Otros lepidópteros, dípteros y coleópteros (Ferré & Van Rie, 2002), además de nematodos 

(Marroquin et al., 2000), también han sido capaces de generar resistencias, pero en 

condiciones de laboratorio bajo presión de selección. Las resistencias pueden originarse 

a causa de alteraciones en alguna de las etapas que intervienen en su modo de acción. 

Hasta la fecha se han identificado tres mecanismos de resistencia: 

1) Alteraciones en el procesamiento proteolítico de la protoxina, como la ausencia de 

determinadas proteasas en el intestino del insecto, lo que da lugar a una escasa activación 

(Oppert et al., 1997). 2) Las mutaciones en los sitios de unión específicos son el 

mecanismo de resistencia más común, y responsables además de las resistencias cruzadas. 

Este tipo de resistencia puede expresarse como una disminución en la afinidad entre la 

toxina y el sitio de unión (Ferre et al., 1991), la falta absoluta de interacción (Van Rie et 

al., 1990) o la reducción en el número de zonas de unión (Herrero et al., 2001). 3) El 

último mecanismo de resistencia, reportado en H. virescens, es la rápida regeneración de 

células columnares afectadas antes de que los daños sean irreversibles (Forcada et al., 

1999; Martínez-Ramírez et al., 1999). 
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6- Aplicaciones de BT 

A pesar de que en la actualidad se conocen miles de cepas, sólo unas pocas son empleadas 

en la fabricación comercial de bioinsecticidas, que suelen consistir en mezclas 

pulverizables de esporas y cristales (Ruiz de Escudero, 2006). Los bioinsecticidas 

formulados a base de Bt son los más utilizados ya que representan el 80% de los 

comercializados en todo el mundo (Whalon & Wingerd, 2003). Por otro lado, la 

aplicación de B. thuringiensis que más impacto ha tenido es el desarrollo de las plantas 

transgénicas. Se trata de plantas que en sus tejidos expresan las proteínas en su forma 

soluble como toxinas y que la dotan de capacidad para autodefenderse de los insectos 

plaga (De Maagd et al., 1999). Los primeros cultivos modificados genéticamente fueron 

el tomate y el tabaco en 1986 (Barton et al., 1987; Vaeck et al., 1988). Aunque al principio 

los niveles de expresión eran bajos e insuficientes para controlar la plaga, lograron 

aumentarse mediante modificaciones en la secuencia genética, lo que a su vez redujo el 

riesgo de selección de genotipos resistentes (Perlak et al., 1991). El mayor beneficio es la 

disminución del número de tratamientos sobre el cultivo, lo que tiene un impacto positivo 

sobre la fauna auxiliar al mismo tiempo que se reducen los costes de la explotación 

(Carpenter, 2002). El uso de cultivos Bt ha aumentado de forma considerable desde 1996 

hasta los 189,8 millones de hectáreas cultivadas en 2017, principalmente de soja, maíz, 

algodón y colza, siendo sus principales productores Estados Unidos, Brasil y Argentina 

(James, 2018). 

La efectividad de los cristales se ve reducida en gran medida por la radiación ultravioleta 

que los degrada o por la lluvia que los lava de las superficies (C. M. Ignoffo, 1992; Carlo 

M. Ignoffo & Garcia, 1978; McGuire & Shasha, 1990; Pusztai et al., 1991). Esto hace 

necesario el desarrollo de nuevas formulaciones que amplíe la persistencia y la viabilidad 

de las toxinas a través de distintas estrategias, como la encapsulación del cristal en 

microcápsulas biodegradables o en otras bacterias huésped no fitopatógenas como 

Bacillus megaterium o Pseudomona fluorescens (Bora et al., 1994; Thompson, 1994; W. 

Yang et al., 2012). Otra línea de actuación es la potenciación de la toxicidad a través de 

nuevos genes insecticidas, nuevas combinaciones de ellos o niveles de expresión más 

elevados (Kuo & Chak, 1996; Manuel Porcar & Juárez-Pérez, 2003). Esto se ha logrado 

en los llamados Productos de Segunda y de Tercera Generación, utilizando técnicas 

biotecnológicas que modifican cepas nativas introduciendo genes por conjugación o 

transformación, procesos que son la clave de las futuras mejoras junto con la lucha contra 

las resistencias (Tabashnik et al., 2011). 

 

7- Susceptibilidad de Cucarachas a BT 

En cuanto a las investigaciones llevadas a cabo hasta la fecha sobre la susceptibilidad de 

cucarachas, y más concretamente, de B. germanica frente a B. thuringiensis, existen 

disparidad de resultados, además de contradictorios; el número de estudios de toxicidad 

es escaso, y más aún en condiciones de campo. 
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Por un lado, en varios ensayos se afirma que la bacteria resultó tóxica contra B. 

germanica, aunque en algunos de ellos no se especifica qué cepas utilizan (H. L. Lee et 

al., 1984; Ulewicz, 1975). Singh & Gill, (1985), muestran la toxicidad del serovar 

israelensis mientras que Lonc et al. (1997) ensayaron diferentes aislados del serovar 

kurstaki, con una mortalidad máxima del 34% a una concentración de 1,6x109 esporas/ml. 

Zukowski (1993) obtuvo un 83% de mortalidad a los 9 días en ninfas neonatas al 

suministrarles un cebo con el formulado comercial Dipel 1%. Sandhu (1980) también 

encontró mortalidad en un preparado a base de Dipel, y Payne (1993), utilizando la 

proteína Cyt1Ba1. Otro estudio más reciente probó que los serovares colmeri, 

yunnanensis, huazhangiensis, roskildiensis y sooncheon provocaban una mortalidad de 

hasta el 30% después de 7 días a una concentración de 1x1010 células/ml (Fiuza et al., 

2017). La efectividad de 3 aislados de B. thuringiensis que muestra Zulfiana et al. (2018), 

en los tratamientos de pulverización con spray es incluso mayor que en los tratamientos 

con la toxina incorporada en una dieta azucarada semisólida, al cabo de 14 días. La última 

referencia de la que se tiene constancia son los ensayos de Liu et al. (2020), en los que se 

ensayó la proteína Vip3Aa1 sobre adultos de B. germanica y P. americana, obteniendo a 

las 24 horas una DL50 de 0,276 y 0,182 mg/ml respectivamente. 

Por contra, en otros ensayos realizados a partir de la mezcla de cristales y esporas de 

Cry1, Cry2 y Cry5 con dieta artificial, no se ha producido mortalidad ni cambios 

sustanciales en el peso de ninfas neonatas de B. germanica, P. americana y B. orientalis 

(M. Porcar et al., 2006). No obstante, estos mismos autores sí obtuvieron mortalidad 

administrando las esporas vía intratorácica. Además, Pan & Zhang (2020) afirman que 

hasta la actualidad no se ha descubierto ninguna cepa a la que se pueda atribuir mortalidad 

sobre B. germanica, proponiendo como posibles razones el ambiente ácido en el intestino, 

con un pH de alrededor de 5,7 (Vinokurov et al., 2007) que no disolvería la proteína o la 

falta de receptores en las células columnares. No obstante, no existe un trabajo donde se 

haya probado de forma sistemática una batería de proteínas contra B. germanica o B. 

dubia. Por todo ello, se plantearon los siguientes objetivos: 
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OBJETIVOS 

 

- Evaluación de la actividad insecticida de proteínas de B. thuringiensis frente a B. 

germanica y B. dubia. 

 

- Puesta a punto de un método de bioensayos para ninfas neonatas y adultos de 

ambas especies. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

1- Insectos. Origen y métodos de cría 

Para poder disponer de insectos suficientes para realizar los ensayos, inicialmente hubo 

que establecer una población de B. germanica. Los individuos precursores de dicha 

población fueron solicitados al insectario del Centro de Investigaciones Biológicas (CIB) 

en Barcelona. La población de origen no había sido sometida a ningún tratamiento, 

químico ni biológico, y no cuenta con genes de resistencia. 

Los individuos recibidos fueron separados en distintos recipientes de vidrio de 1,5 litros 

de capacidad y cerrados con una tela tipo muselina transpirable sujeta con una goma 

elástica (Figura 5), según su estadio ninfal y por la presencia de ooteca en hembras 

adultas. Una vez que liberaban la ooteca, las hembras eran devueltas al recipiente que 

contenía los adultos. El borde superior del recipiente era impregnado con aceite de girasol 

para impedir que las cucarachas trepasen. 

 
Figura 5. Tarros de vidrio utilizados en la cría 

En cada recipiente se introducía una placa Petri de 30 mm de diámetro con algodón 

empapado en agua, varios pellets de pienso para perros, como fuente de alimento, un 

papel doblado y un trozo de cartón corrugado como refugio. Las tareas de mantenimiento 

de la población se realizaban 2 días a la semana y consistían en la separación de hembras 

adultas con ooteca y el recambio de pellets de pienso, agua y del papel doblado. El resto 

del tiempo, las cucarachas permanecían en cámaras a una temperatura de 25 ± 2 ºC, bajo 

condiciones de humedad elevada y oscuridad total. 
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Por otro lado, las ninfas neonatas y adultos de Blaptica dubia fueron solicitadas a la 

empresa “Exofauna” (Lorca, Murcia). Éstas se emplearon directamente en los bioensayos 

sin establecerse una población permanente. 

Como control positivo de las proteínas de B. thuringiensis se utilizaron larvas neonatas 

de Spodoptera littoralis. Las larvas fueron criadas en el insectario de la UPNA bajo 

condiciones controladas (25 ± 2 ºC, 70 ± 5% humedad relativa y fotoperiodo de 16:8 

luz:oscuridad). Las larvas se alimentaban de dieta semisintética (Greene et al., 1976) y 

los adultos de una solución azucarada al 10%. 

 

2- Proteínas insecticidas y cepas bacterianas empleadas 

Las proteínas producidas figuran en la Tabla 1 y fueron expresadas en cepas 

recombinantes de Escherichia coli y Bacillus thuringiensis que pertenecen a la colección 

de la UPNA. Cada una de las cepas empleadas portaba un plásmido que contenía el gen 

de Bt de interés. Todas las proteínas Vip3, Cry9 y Cry32 fueron expresadas en 

Escherichia coli, el resto, en B. thuringiensis. Por otro lado, también fueron ensayadas 

las cepas que componen los productos comerciales Bactur, Cordalene, Dipel y Xentari, 

formulados con cepas nativas que expresan una mezcla natural de proteínas Cry. Además, 

se ensayaron otras proteínas (Cry1Bb, Cry1Ia7, Cry9A, Cry32, Cyt1Ca) que ya se habían 

producido anteriormente en el laboratorio y que se encontraban conservadas a - 80 ºC. 

Por lo tanto, se ensayaron un total de 24 proteínas y 4 productos comerciales. 

Tabla 1. Proteínas de B. thuringiensis producidas 

Especie 

bacteriana 
B. thuringiensis E. coli 

Vector de 

expresión 
pEG1270 pET28b pGA85 

Proteína 

expresada 

 

Cry1Aa Cry1Ab Vip3Aa45 Cry32 Vip3Aa1 Vip3Ab1 

Cry1Ac Cry1B Vip3Ag4 Cry9C Vip3Ad2 Vip3Ae1 

Cry1Fa Cry1D Vip3Ca1 Cry9E Vip3Af1 ISP3D 

Cry2Aa      

 

 

3- Expresión de proteínas en Bacillus thuringiensis 

Cuando el gen que queríamos expresar se encontraba clonado en B. thuringiensis, se 

sembró cada una de las cepas en una placa de medio CCY (Stewart et al., 1981). Al cabo 

de 3-4 días a una temperatura de 28 ºC se comprobó el estado de crecimiento de las 

bacterias en microscopio. Las colonias seleccionadas se recogieron con un asa de siembra 

en un vial con 1 ml de agua destilada estéril, y la suspensión se pasteurizó durante 30 

minutos a 70 ºC para sincronizar el cultivo. El inóculo pasteurizado se añadió a un matraz 

de 2 litros con 500 ml de medio CCY y suplementado con el correspondiente antibiótico. 

El cultivo se mantuvo durante 72 horas a 28 ºC y agitación continua a 220 rpm. En el 
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momento en el que al menos el 90% de las bacterias habían esporulado y lisado; y se 

podían observar a microscopio las estructuras de esporas y cristales, se añadieron 100 ml 

NaCl 5M. El cultivo se centrifugó a 4 ºC y 6500 rpm durante 15 minutos. Tras verter el 

sobrenadante, el pellet fue lavado con agua MiliQ y centrifugado de nuevo en las mismas 

condiciones. Se descartó el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 15 ml de agua 

MiliQ. La mezcla de esporas y cristales se conservó a - 20 ºC hasta su uso. 

 

4- Expresión de proteínas en Escherichia coli 

El proceso de expresión en E. coli (BL21) de los genes cry9, cry32, vip3Ca y vip3As que 

estaban clonados en los plásmidos pET28b y pGA85 se inició sembrando el clon 

correspondiente en una placa de medio Luria-Bertani (LB, 10 g de bacto-triptona, 5 g de 

extracto de levadura y 5 g de NaCl por litro, pH 7,2) con kanamicina a 50 µg/ml o 

ampicilina 100 µg/ml, según el plásmido de expresión. Al cabo de 24 horas a 37 ºC, se 

inoculó un precultivo sembrando una colonia en 50 ml de medio 2xTY (16 g triptona, 10 

g extracto de levadura, 5 g NaCl por litro, pH 7,0) suplementado con kanamicina o 

ampicilina que se incubó toda la noche a 37 ºC y 200 rpm en un matraz de 250 ml. A la 

mañana siguiente, se sembraron 10 ml del preinóculo en un matraz de 2 l, que contenía 

500 ml de 2xTY (Kn 50 µg/ml o Amp 100 µg/ml). El cultivo se mantuvo a 37 ºC y 200 

rpm hasta que alcanzó una densidad óptica de 0,6 (λ = 600 nm) en el caso de Cry9, y 

transcurridas 8 horas en el caso de Vip3A. En ese momento, se indujo la expresión de la 

proteína añadiendo IPTG entre 1 y 2 mM de concentración final según la proteína. 

Después de 6 horas a 37 ºC y 210 rpm para Cry9 y de 16 horas para las proteínas Vip3A, 

se centrifugó el cultivo a 4 ºC y 6.500 rpm durante 15 minutos. El pellet se congeló a -80 

ºC hasta el día siguiente, cuando tuvo lugar el proceso de extracción, solubilización y 

purificación de la proteína. 

 

5- Purificación de las proteínas 

Cada uno de los pellets se resuspendió en un determinado volumen de LEW (Lysis-

Equilibration-Wash) buffer (50 Mm NaH2PO4, 300 mM NaCl, pH 8,0) según la relación 

3 ml LEW buffer:g pellet. Se añadió 3 mg lisocima/ml, 10 µg benzonasa/ml (Novagen, 

Estados Unidos) y 100 µM PMSF. La mezcla se incubó a 37 ºC en agitación suave durante 

una hora. Las células se sometieron a 3 ciclos de 60 segundos de ultrasonidos al 50-60% 

de potencia, con pausas de 60 segundos entre ciclos (Branson Sonifier 250, Branson 

Ultrasonics Corporation, USA). A continuación, los protocolos difirieron según la 

proteína, ya que las proteínas Cry9 requieren un paso adicional de purificación. El lisado 

se centrifugó durante 30 minutos a 4 ºC y 10.000 rpm. Se conservó el sobrenadante (S1) 

y se resuspendió el pellet en un volumen de tampón carbonato (0,05 M Na2CO3; 0,1 M 

NaCl; pH 11,3) en relación 3 ml tampón carbonato:g pellet y 0,01 M ditiotreitol (DTT). 

Tanto esta suspensión como el lisado de las Vip3A se llevaron al agitador orbital 

magnético para incubar en hielo a bajas revoluciones. Tras una hora para las Vip3A y dos 
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para las Cry9, se centrifugó el lisado a 4 ºC y 10.000 rpm durante 45 minutos para obtener 

la toxina solubilizada en el sobrenadante, cuyo pH se redujo hasta 8,4 con HCl 5M en el 

caso de las Cry9. Las proteínas Vip3Aa1, Vip3Ab1, Vip3Ad2, Vip3Ae1, Vip3af1 y 

ISP3D fueron precipitadas desde el extracto con sulfato de amonio (ver apartado 5 de 

Material y Métodos). 

El sobrenadante de Cry9, Vip3Aa45 y Vip3Ag4 se filtró (junto con el S1 en Cry9) con 

filtros de acetato de celulosa (Sartorius Stedim Biotech, Germany) de 0,45 y 0,2 µm de 

diámetro para después purificar la proteína a través de la columna de afinidad Niquel-

Histidina (Protino Ni-TED 2000 Machery-Nagel, UK) previamente equilibrada con 4 ml 

de LEW buffer. Posteriormente se lavó la columna dos veces con 4 ml de LEW buffer. 

La proteína fue eluída y recogida con 3 ml de buffer de elución (50 mM NaH2PO4, 300 

mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 8,0). Por su contenido en imidazol, que resulta tóxico 

para los insectos, se realizó un cambio de buffer a tampón carbonato para las proteínas 

Cry9 y a PBS (Phosphate Buffered Saline) para las Vip3A, empleando una columna de 

desalado (SephadexTH G-25M, GE Healthcare). Para ello, la columna se lavó 5 veces 

con 5 ml del buffer correspondiente y se cargaron 2,5 ml de la proteína eluída que se 

recogió en 3,5 ml del buffer deseado. Las proteínas se conservaron alicuotadas en viales 

a -80 ºC. 

 

6- Precipitación por sulfato de amonio 

Debido a que el vector (pGA85) en el que fueron expresadas las proteínas Vip3Aa1, 

Vip3Ab1, Vip3Ad2, Vip3Ae1, Vip3Af1 y ISP3D no contaba con colas de Histidina, que 

permitirían su purificación en columnas de afinidad de Níquel, éstas fueron precipitadas 

con sulfato de amonio. 

Para ello, se preparó una solución saturada de sulfato amónico (SA) con 160 g SA en 200 

ml de agua MiliQ, que se mantuvo en agitación a 4 ºC durante 24 horas. El sobrenadante 

proveniente de cada cultivo se filtró y se colocó en un matraz con agitación magnética a 

4 ºC. Sobre el sobrenadante se añadió, gota a gota, un volumen de SA equivalente a 2,3 

veces el volumen de lisado a tratar. Se dejó la solución en agitación durante una hora para 

su equilibrado. La solución se centrifugó a 4 ºC y 10.000 rpm durante 15 minutos. 

Después de verter el sobrenadante, se obtuvo el precipitado de proteína, que se conservó 

a -20 ºC. 

 

7- Solubilización y activación de proteínas 

Los cristales de Bacillus thuringiensis que contenían las proteínas Cry fueron 

solubilizados en tampón carbonato. Para ello, un volumen de esporas y cristales se incubó 

en el mismo volumen de tampón carbonato (0,05 M Na2CO3; 0,1 M NaCl; pH 11,3) con 

DTT (ditiotreitol) a 10 mM, durante una hora en agitación suave a temperatura ambiente. 
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A continuación, se cuantificó la concentración de proteínas mediante el método de 

Bradford, descrito más adelante. 

La activación de todas las proteínas se realizó con Tripsina (Sigma) preparada en un 

buffer de digestión (100 mM Tris-HCl pH 8.0; 500 mM NaCl; 5 mM MgCl2 y 2 mM 

DTT). Dependiendo de la proteína a activar la relación tripsina:proteína osciló de 1:100 

a 1:10. En todos los casos se activaron 5 µg de la correspondiente proteína a 37 ºC durante 

1 a 2 horas. Una vez completada la activación, se alicuotaron 3,75 µg de proteína para ser 

sometidos a electroforesis en geles de acrilamida 

 

8- Electroforesis en gel de acrilamida SDS-PAGE 

Las alícuotas de proteína recogidas durante las distintas etapas del proceso de producción 

y purificación, y las provenientes de los experimentos de activación, se resolvieron en 

geles de SDS-PAGE al 11 % de acrilamida. Las muestras se hirvieron durante 5 minutos 

con el correspondiente buffer de carga (4x Laemmli Sample Buffer, Biorad). Para estimar 

el tamaño de los péptidos obtenidos se empleó el marcador molecular Precision Plus 

ProteinTM Standars – Dual color (Bio-Rad, USA). Los geles se corrieron a un amperaje 

constante de 45 mA por gel. Posteriormente los geles se tiñeron en azul de Coomassie. 

 

9- Cuantificación de la proteína purificada 

La cuantificación de las proteínas se realizó mediante el método de Bradford (1976) a 595 

nm empleando un espectrofotómetro (Eppendorf BioPhotometer plus, Germany). Se 

realizó una recta patrón con Albúmina de Suero Bovino (BSA). Las proteínas que fueron 

precipitadas con SA se cuantificaron por densitometría en el gel de acrilamida, en el cual 

se comparó la anchura de banda de la proteína objetivo con un patrón de cantidad 

conocida de (BSA). 

 

10- Diseño de un método de bioensayo 

Con el objetivo de evaluar la idoneidad de los recipientes elegidos y la forma de 

exposición a la toxina, se diseñaron varios tipos de ensayos. Se evaluó la facilidad en el 

manejo de las cucarachas, minimizando el riesgo de fuga. Así mismo, se buscó una forma 

de proporcionar a los individuos alimento suficiente y atractivo con el que pudieran 

mantenerse y satisfacer completamente sus necesidades alimentarias. 

 Bioensayos con Blatella germanica 

Método de bioensayo nº 1: Tarrinas de plástico 

Se seleccionaron unas tarrinas en forma de pequeños vasos de 5 cm de altura por 3 cm de 

diámetro con tapa hermética. En cada tarrina se colocaba un trozo de papel doblado para 
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proporcionar refugio a las ninfas. El agua se suministró con un trozo de algodón 

empapado y colocado en la tapa de un vial de 1,5 ml. Como alimento se utilizó el mismo 

pienso que en la cría. También se untó el borde superior con aceite para evitar que las 

ninfas pudiesen trepar y escapar. 

Las toxinas se ofrecieron a los insectos de varias formas: 1) Diluida en el agua con la que 

se humedecía el algodón. 2) Incorporada en una pasta húmeda de pienso, para lo cual se 

molían los pellets de pienso utilizados en la cría hasta formar un polvo homogéneo que 

se empapaba con la proteína y se secaba en la estufa durante una hora para evitar la 

aparición de hongos. 3) Impregnada en un cubo de manzana. 4) Diluida en proporción 

1:1 con Fluorella Blue, un colorante alimenticio, y sacarosa, que se aplicó con una pipeta 

en forma de gotas directamente sobre la superficie de la tarrina. Todos los ensayos con B. 

germanica se mantuvieron a 25 ºC y oscuridad total durante un mes aproximadamente, 

realizando dos observaciones a la semana. 

 

Método de bioensayo nº 2: Individualización en blísteres 

Con el objetivo de eliminar el efecto del canibalismo en los bioensayos, las ninfas fueron 

individualizadas desde el primer momento. De esta forma asegurábamos un periodo de 

48 horas en hambre tras el cual ingerirían la toxina inmediatamente. Para ello, las ninfas 

se individualizaron en blísteres con 28 pocillos rectangulares (Figura 6, izquierda), que 

se cerraban con una tapa porosa de cartón y una ranura en sentido longitudinal de cada 

espacio. Tras las 48 horas de ayuno, las toxinas se ofrecían diluidas 1:1 en Fluorella Blue, 

atravesando la ranura con la punta de la pipeta y suministrando 5 µl de la mezcla por 

pocillo. Transcurridas dos horas se comprobaba a la lupa si cada una de las ninfas había 

adquirido la coloración azul de su sistema digestivo al beber de la solución con Fluorella 

Blue, tras lo cual cada ninfa era trasvasada a una placa de plástico transparente de 12 

pocillos circulares de 4 cm2 cada uno. Se colocó una servilleta de papel entre la base de 

la caja y la tapa (Figura 6, derecha) que aseguraba el adecuado solape, evitando fugas. 

Para disminuir la actividad y facilitar la manipulación de las cucarachas, el trasvase de 

los insectos se llevó a cabo en la cámara de 4 ºC, después de un enfriamiento de unos 20 

minutos a 4 ºC. En cada uno de los pocillos se introducía un cubo de manzana como 

fuente de alimento y agua, que previamente había sido sometido a radiación ultravioleta 

para retrasar la formación de hongos. Todos los métodos de bioensayos fueron validados 

mediante el empleo de un control positivo que contenía Spinosad al 0,5%. 
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Figura 6. Detalle de B. germanica bebiendo la gota de toxinas con Fluorella Blue (izquierda) y placas transparentes 

de 12 pocillos con cubos de manzana donde se pueden observar las deyecciones de color azul (derecha). 

  

Método de bioensayo nº 3: Placa Petri y diluciones en Fluorella Blue 

Con el objetivo de garantizar una exposición más prolongada a la toxina se idearon varios 

tipos de ensayos en los que un volumen mayor de toxina mezclado 1:1 con Fluorella Blue 

se presentaba a los insectos en diferentes formatos y recipientes, en grupos de 10 

individuos y sin necesidad de tenerlos previamente en hambre: 

Las ninfas eran colocadas en placas Petri cerradas con Parafilm, en las que se suministraba 

la toxina colocada en un tapón de un vial con y sin algodón, y en el mismo vial abierto 

por arriba o cerrado con la punta agujereada (Figura 7). Todos estos formatos se probaron 

también en tarrinas, y además, un vial con la punta agujerada y pegado en la pared 

verticalmente. Se evaluó la existencia de canibalismo, el correcto acceso a la toxina y la 

adecuada hermeticidad del envase que haga posible el intercambio de gases, pero no la 

fuga de los insectos. 

 
Figura 7. Bioensayos en placas Petri con los viales abiertos 
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Método de bioensayo nº 4. Contaminación superficial de la dieta 

Con el objetivo de controlar el canibalismo y aumentar la ingesta, se planteó un método 

por el cual, individualizadas, pudieran ingerir la toxina de forma continuada, incorporada 

a un sustrato nutricionalmente rico. Así, las cucarachas se introdujeron de forma 

individualizada en los blísteres con una pequeña cantidad de dieta semisintética (Greene 

et al., 1976). Cada pocillo medía 2,5 cm2, donde la dieta se contaminaba previamente de 

forma superficial, extendiendo 40 µL del tratamiento de forma homogénea y dejándolo 

secar en campana durante 45 minutos. La concentración de proteína se midió en µg/cm2 

y fue variable dependiendo del tratamiento, tratando de ofrecer a los insectos la mayor 

cantidad de proteína posible. Los insectos se mantuvieron en el blíster durante todo el 

ensayo. Se hicieron, como mínimo, 3 repeticiones por tratamiento, de 24 individuos cada 

una. El blíster se colocó dado la vuelta, con la dieta en la zona superior con el fin de que 

las cucarachas trepasen a por ella y evitar que se quedasen pegadas en la dieta húmeda 

(Figura 8). 

 
Figura 8. Bioensayos de B. germanica en un blíster con dieta contaminada superficialmente con la solución de 

proteína. 

 

 Bioensayos con Blaptica dubia 

Los adultos y ninfas neonatas de B. dubia fueron adquiridas a la empresa “Exofauna” 

(Murcia). Los insectos llegaron en contenedores de plástico con salvado de trigo. Tras 

mantenerlos 24 horas en hambre, se procedió a la realización de los bioensayos. Las 

ninfas neonatas se individualizaron en blísteres de 24 pocillos. Los adultos se colocaron 

en placas Petri de 140 mm de diámetro en grupos de 10 individuos por placa. En cada una 

de las placas Petri se introdujo otra placa de 12 cm2 de superficie donde se extendió dieta 

semisintética (Figura 9). Las toxinas de Bt fueron extendidas previamente sobre la dieta. 

Los ensayos se mantuvieron a 25 ºC y en oscuridad, rellenando la placa con dieta sin 

tratar conforme era necesario. Los resultados se anotaron cada 7 días hasta la tercera 

semana. Se realizaron dos repeticiones de cada tratamiento, con 24 individuos los de 

ninfas y 10 los de adultos. 
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Figura 9. Adultos de B. dubia momentos después de introducir la dieta 

 

 Bioensayos con Spodoptera littoralis 

Con el objetivo de confirmar la actividad de las proteínas insecticidas empleadas y 

asegurar que el proceso de producción de las mismas había sido bien realizado, se llevaron 

a cabo ensayos de actividad sobre el lepidóptero S. littoralis. Trabajos previos realizados 

en el Laboratorio de Bioinsecticidas Microbianos de la UPNA ya habían mostrado la 

susceptibilidad de S. littoralis a varias proteínas Cry y Vip (Ruiz de Escudero et al., 2014). 

Para ello, larvas neonatas de S. littoralis fueron ensayadas en paralelo a los bioensayos 

de B. germanica. Se llevaron a cabo dos repeticiones para cada una de las 8 proteínas 

Vip3A, en blísteres de 24 individuos, y sobre dieta semisintética contaminada 

superficialmente (Figura 10). Los ensayos se mantuvieron a 25 ºC durante 10 días. Se 

suministró una única concentración de proteína de 500 ng/cm2, la cual debería producir 

una mortalidad del 100% excepto para Vip3Ad1, según Ruiz de Escudero et al. (2014). 

 
Figura 10. Bioensayos de S. littoralis 
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RESULTADOS 

1- Producción de proteínas 

Para comprobar que los procesos de expresión y purificación de las distintas proteínas se 

habían desarrollado correctamente, durante las diferentes etapas del proceso de 

producción de las proteínas se recogieron alícuotas que posteriormente se resolvieron en 

geles de SDS-PAGE. En las figuras 21Figura 11 y Figura 12 se muestran los geles 

correspondientes a las proteínas Vip3Ag4 y Vip3Aa1, en los que se ve cómo las 

fracciones “imi” y “des” quedan enriquecidas en una banda de unos 88 kDa, que 

correspondería con el peso molecular de la protoxina. El resto de las proteínas fueron 

analizadas de la misma forma obteniendo valores de concentración satisfactorios, aunque 

no se muestren los geles. 

 

 
Figura 11. Gel de SDS-PAGE correspondiente al proceso de producción y purificación de la proteína Vip3Ag4. 

T0: Preinducción. T1: Postinducción. Sobrenadante. Pellet. imi: fracción eluída con imidazol. des: fracción tras el 

desalado. Albúmina de suero bovina (BSA) a concentraciones de 1, 2 y 3 mg. MM: Marcador molecular. 
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Figura 12. Gel de SDS-PAGE correspondiente al proceso de producción y purificación de la proteína Vip3Aa1. 

T0: Preinducción. T1: Postinducción. Sobre: Sobrenadante. Pellet. SA: Precipitado en Sulfato de Amonio. Des: 

fracción tras el desalado en PBS. Albúmina de suero bovina (BSA) a concentraciones de 1, 2 y 3 mg. MM: marcador 

molecular. 

 

2- Activación de proteínas 

Es muy posible que en el tracto digestivo del insecto no se den las condiciones para la 

digestión y activación de las proteínas, ya sea por falta de enzimas o por un pH 

desfavorable. Por ello, se utilizó tripsina a diferentes concentraciones y tiempos a 37ºC 

para simular esta activación de forma artificial. Una pequeña cantidad de estas pruebas 

de activación fueron sometidas a electroforesis en geles SDS-PAGE. Observando el 

tamaño y densidad de las bandas se trató de buscar un equilibrio entre la completa 

activación de la protoxina y la conservación de la toxina intacta (Figura 13). Así se 

determinó que las mejores condiciones de activación al cabo de un tiempo de 2 horas eran 

manteniendo una proporción tripsina:proteína desde 1:100 hasta 1:25, dependiendo de 

cada proteína (Tabla 2). También se comprobó que para las proteínas Vip3A, como se 

muestra en la Figura 13, el peso molecular de la proteína activada con tripsina es de unos 

65 kDa, frente a las 88 kDa de la proteína original. Una vez puestas a punto las 

condiciones de activación para cada una de las proteínas, se activaron lotes mayores de 

proteína suficientes para la realización de los bioensayos. 
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Tabla 2. Condiciones de activación de las proteínas Vip3A 

Proteína 
Tiempo 

(horas) 

Temperatura 

(ºC) 

Proporción 

Tripsina:proteína 

Vip3 Aa45 2 37 1:100 

Vip3 Ag4 2 37 1:100 

Vip3 Aa1 2 37 1:50 

Vip3 Ad2 2 37 1:25 

Vip3 Ae1 2 37 1:25 

 

 
Figura 13. Gel de SDS-PAGE en el que se muestra el resultado de la activación con Tripsina de las proteínas Vip3A 

utilizadas en los bioensayos. 1: Marcador Molecular. 2: Toxina Vip3Aa45. 3: Toxina Vip3Ag4. 4: Protoxina 

Vip3Aa1. 5: Toxina Vip3Aa1. 6: Protoxina. Vip3Ad2. 7: Toxina Vip3Ad2. 8: Protoxina Vip3Ae1. 9: Toxina Vip3Ae1 

 

3- Método de bioensayo 

La idoneidad de los métodos de bioensayos viene determinada por varios indicadores 

como el canibalismo, la supervivencia de los insectos en los controles negativos, la 

cantidad de dieta ingerida o la facilidad de realización. Estos factores se han medido en 

determinados momentos a lo largo de la puesta a punto del método. 

 

Método 1: Tarrinas de plástico 

En el primer método de las tarrinas se untó el borde superior con aceite, como en los 

tarros de cría, para evitar que las cucarachas pudiesen trepar y escapar, pero pronto se 

comprobó que quedaban impregnadas del aceite, perdían la movilidad y acababan 
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muriendo, por lo que se procedió a manejar los insectos en frío y se descartó el uso de 

aceite en los bioensayos. Otro inconveniente de este método de bioensayo era la rápida 

evaporación de la solución en algodón, que debía humedecerse unas 3 veces por semana, 

lo que hacía el método poco cómodo y requería de más trabajo. 

En cuanto a la forma en la que se incorpora la toxina en el alimento, todas las descritas 

en Método y Materiales presentaban algún inconveniente. El método de la proteína en el 

algodón empapado requería una elevada cantidad de toxina a producir y una 

administración frecuente. El cubo de manzana sumergido en la proteína fue descartado 

por el rápido desarrollo de hongos en la superficie de la manzana y por el escaso control 

sobre la dosis aplicada. Las gotas de Fluorella Blue no mantenían la tensión superficial, 

por lo que acababan derramándose por todo el fondo del envase. Estos métodos fueron 

evaluados tanto en los controles positivos de Spinosad (Spintor 48%, Corteva), como en 

controles negativos con el fin de comparar el volumen ingerido, el canibalismo y la 

facilidad de manejo, dando por hecho que el canibalismo indicaba una deficiencia en las 

necesidades alimentarias. Estos resultados se muestran en la Tabla 3, donde se puede 

observar un canibalismo más acentuado en los tratamientos basados en dieta líquida que 

en la dieta sólida. Pese a que el pienso desmenuzado parecía la mejor alternativa, 

seguíamos teniendo problemas como el canibalismo o el control de la cantidad de toxina 

ingerida. 

Tabla 3. Porcentaje de mortalidad según el tipo de bioensayo. Los controles positivos contenían Spinosad. La 

mortalidad en los controles negativos se debía al canibalismo o a otras causas. 

Método 1 
Días transcurridos 

1 3 5 8 10 12 

Pienso 0 0 0 0 14 14 

Pienso Spinosad 0,5 % 19 62 75 100 100 100 

Gota 0 15 19 26 43 59 

Gota Spinosad 0,5 % 50 100 100 100 100 100 

Manzana 0 0 0 0 43 57 

Algodón 0 15 20 30 45 65 

 

 

Método 2: Individualización en blísteres 

El método que individualizaba las cucarachas en blísteres inmediatamente después de 

recuperarlas de los tarros de cría nos aseguraba el ayuno de las ninfas en el momento de 

suministrar la toxina, 48 horas después. Sin embargo, se observó que, ante una exposición 

a la proteína, que inicialmente era de 30 minutos, muchas de las cucarachas no bebían (no 

estaban azules al observarlas en la lupa) o bebían poca cantidad. Esto, añadido a la 

ausencia de mortalidad en todos los tratamientos, se decidió prolongar el tiempo de 

exposición hasta las 2 horas y aumentar la dosis suministrada. De esta manera, se 

realizaron los tratamientos que se muestran más adelante, en la Tabla 6. Las 

observaciones posteriores en las placas de pocillos tuvieron que interrumpirse después de 

dos semanas por la aparición de hongos, lo que daba lugar a unos resultados poco fiables 

y limitó la efectividad del método. Este proceso permitía controlar muy bien la cantidad 
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ingerida e impedía el canibalismo, pero era muy laborioso al tener que manipular las 

cucarachas en dos ocasiones por cada bioensayo. 

Método 3: Placa Petri y diluciones en Fluorella Blue 

En este método de bioensayo se propuso otra estrategia en la que la exposición a la 

proteína fuese continua durante todo el tiempo de observación, con un método más 

simplificado. Pese a agrupar las ninfas en tarrinas o placas en grupos de 10, se contaba 

con un canibalismo que previsiblemente sería residual. Así mismo, se asumió que un 

mayor canibalismo significaba una peor disponibilidad de la mezcla administrada, por lo 

que se plantearon diversos formatos de presentación de la toxina diluida en Fluorella Blue 

y se midió el volumen ingerido y el canibalismo en cada uno de ellos (Tabla 4). 

El volumen medio ingerido por 20 ninfas al cabo de 6 días es de 71 µl en tarrina y de 91 

µl en placa Petri, no resultando ninguno de los formatos de administración de la proteína 

más atractivo que el resto. Por otra parte, la media del canibalismo es del 13% en ambos 

recipientes. Sin embargo, se observó que en el tapón la mortalidad es mayor porque 

pueden ahogarse algunas ninfas, mientras que en el vial agujereado puede formarse una 

burbuja de aire que impida el acceso a la toxina. Por lo tanto, se decidió que la mejor 

alternativa, en este caso, fue la del vial rellenado y abierto horizontalmente, 

preferiblemente en placa Petri por motivos de espacio y manejo (Figura 7). 

Tabla 4. Volumen ingerido y porcentaje de canibalismo en los diferentes formatos de presentación de la proteína 

después de 6 días. Se realizaron 2 repeticiones por método y 20 ninfas de B. germanica por repetición. 

 Método ensayado 
Volumen ingerido 

(µl) 

Canibalismo 

(%) 

Placa Petri 

Vial abierto 
75 10 

70 5 

Vial agujeros 
85 5 

45 10 

Tapón 
70 45 

80 5 

Tapón algodón 
- 10 

- 20 

Tarrina 

Vial abierto 
80 10 

130 0 

Vial agujeros 
95 10 

90 5 

Vial vertical 
80 15 

65 20 

Tapón 
100 5 

90 35 

Tapón algodón 
- 20 

- 10 
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En los bioensayos en los que se emplearon proteínas precipitadas por SA y resuspendidas 

en PBS, se observó que las ninfas apenas ingerían la solución proteica, por lo que se 

decidió hacer un cambio de buffer a PBS en una columna de desalado para eliminar al 

máximo el SA remanente. De esta manera, se vio que el volumen de proteína ingerido fue 

mucho mayor. Se observó que los individuos de B. germanica tampoco bebían de las 

soluciones que contenían DTT (proteínas producidas en B. thuringiensis), hecho que se 

confirmó con ensayos a diferentes concentraciones y que daban lugar a un mayor 

canibalismo e inexistencia de deyecciones azules en los de mayor concentración de la 

sustancia. De los resultados que se facilitan en la Tabla 5 podría decirse que las ninfas de 

B. germanica muestran una aversión hacia el tratamiento con tampón carbonato y DTT 

al 25% (25 mM) de la cantidad requerida en la solubilización (100 mM), mientras que no 

existe una tendencia clara hacia el resto de tratamientos, con resultados similares al del 

control. 

Tabla 5. Porcentajes de canibalismo de B. germanica frente a distintas concentraciones de tampón carbonato (TCa) 

y DTT + tampón carbonato, 10 días después del tratamiento. Dos repeticiones por tratamiento, de 20 ninfas de B. 

germanica por repetición. 

Tratamiento Concentración (%) Canibalismo (%) 

C- (H2O) - 
30 

20 

TCa + DTT 25 
55 

60 

TCa + DTT 10 
40 

5 

TCa 25 
25 

35 

TCa 10 
25 

20 

 

Aún con plena disponibilidad de sacarosa mezclada con Fluorella Blue, el azúcar no 

satisfacía las necesidades nutricionales de los insectos (escaso crecimiento) y 

generalmente se percibió bastante canibalismo, por lo que finalmente se descartó este 

método de bioensayo en favor del método de la dieta contaminada superficialmente. Con 

este método no se llevaron a cabo ensayos de supervivencia como tal, pero la mortalidad 

en los controles negativos de los tratamientos era prácticamente inexistente después de 

varias semanas, como se muestra en la Tabla 8. Tan solo se dio una mayor mortalidad en 

el primer tratamiento que se realizó, en el que la cantidad de dieta y humedad fue excesiva 

y los blísteres se colocaron con la dieta hacia abajo. A partir de este ensayo, los demás 

fueron realizados como se describe en el apartado “Método y materiales”, con un gran 

éxito. Además, la velocidad de desarrollo de las ninfas fue muy superior a la de todos los 

métodos anteriores, lo que se asocia a un mayor consumo de la dieta y, por lo tanto, de la 

proteína. Por todo ello, se validó como el método más fiable y con el que se ensayarían 

los tratamientos en adelante. Además, se intentó ensayar las proteínas insecticidas con el 

método de la contaminación superficial de la dieta también sobre individuos adultos de 
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B. germanica, pero los controles negativos previos a los tratamientos insecticidas 

mostraron una mortalidad muy elevada después de la primera semana, por lo que se 

descartó la validez del método para los estadios más avanzados y se abandonó la idea de 

realizar los tratamientos en estas condiciones. 

 

4- Actividad de las proteínas de Bt frente a B. germanica 

La actividad insecticida de las proteínas fue evaluada a lo largo de toda la duración del 

trabajo, paralelamente a la puesta a punto del método de bioensayos, por lo que los 

tratamientos fueron realizados con varios de ellos, según el momento en el que la proteína 

era producida. En las tablas Tabla 6, Tabla 7 y Tabla 8 se muestran los tratamientos que 

se llevaron a cabo, ordenados según el método con el que las proteínas fueron ensayadas. 

Los bioensayos realizados con el método de la gota reflejaron en general unos datos nulos 

o muy bajos de mortalidad. Tanto las proteínas individuales Cry1, Cry2, Cry9, Cry32, 

como la Vip3C mostraron valores de mortalidad menores que los del control negativo, 

por lo que dicha mortalidad no puede ser atribuida al efecto de la proteína sino a ciertos 

desajustes en el método de bioensayo, como el frío excesivo para adormilar a las ninfas 

o su asfixia al quedar empapadas con la gota. Las cepas de B. thuringiensis provenientes 

de productos comerciales también mostraron valores de mortalidad similares al control 

negativo. Sólo apareció una mortalidad reseñable en el control positivo con Spinosad que 

al 0,25% mató al 93% de las ninfas ensayadas (Tabla 6). 

 
Tabla 6. Porcentaje de mortalidad de ninfas neonatas de B. germanica después de 15 días tras recibir el tratamiento 

mediante el método de la gota y posterior individualización en pocillos con manzana, (SP: Spinosad). 

Ninfas neonatas - Método de la gota 

Tratamiento 
Concentración 

(µg/ml) 

Mortalidad 

(%) 

 
Tratamiento 

Concentración 

(µg/ml) 

Mortalidad 

(%) 

C - H2O - 6  Cry1Ac 1500 0 

C + SP 0,25 % 93  Cry1B 1500 0 

Bactur 200 6  Cry1D 410 2 

Cordalene 1400 6  Cry1Fa 200 4 

Dipel 900 9  Cry2A 1500 0 

Xentari 1700 5  Cry9E 1500 9 

Cry1Aa 1200 0  Cry32 105 0 

Cry1Ab 1500 0  Vip3Ca1 350 12 

 

En lo que se refiere a los ensayos de mortalidad con el método de la proteína diluida en 

Fluorella Blue (Tabla 7), los resultados mostraron de nuevo una baja acción de las 

proteínas ensayadas. El único tratamiento con una mortalidad elevada (97%) fue el 

control positivo con Spinosad al 0,25%. Sin embargo, en alguna de las proteínas (Cry1Bb, 

Cry1Ia7, Cry9A y Cry9C), el porcentaje de mortalidad fue más alto que el de los controles 

negativos. Al revisar detenidamente los bioensayos se observó un elevado porcentaje de 

canibalismo entre las mismas cucarachas, promovido por una deficiencia alimentaria. 
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Esta mortalidad aumentaba de forma considerable después de la primera semana, desde 

que el contenido del vial era consumido por completo. 

 

Tabla 7. Porcentaje de mortalidad de ninfas neonatas de B. germanica después de 7 días tras recibir el tratamiento 

mediante el método de exposición continua a la toxina diluida en Fluorella Blue (SP: Spinosad). 

Ninfas neonatas - Placas con Fluorella en vial 

Tratamiento 
Concentración 

(µg/ml) 

Mortalidad 

(%) 

 
Tratamiento 

Concentración 

(µg/ml) 

Mortalidad 

(%) 

C - H2O - 15  C + SP 0,25 % 97 

Vip3Aa1 1655 5  Cry1Bb 621 20 

Vip3Ab1 1309 15  Cry1Ia7 214 30 

Vip3Ad2 2375 15  Cry3202 106 15 

Vip3Ae1 1729 0  Cry9A 919 30 

Vip3Af1 722 5  Cry9C 708 18 

ISP3D 3378 10  Cyt1Ca 921 10 

 

 

Finalmente se testó el lote de 8 proteínas Vip, tanto en su forma de protoxina como en la 

forma activada con tripsina (toxina). Los bioensayos de las proteínas ensayadas mostraron 

que ninguna de ellas fue activa contra B. germanica (Tabla 8). Así mismo se volvió a 

ensayar con este método la proteína Cry9C, que de nuevo mostró ser inactiva contra B. 

germanica. 

 

Tabla 8. Porcentaje de mortalidad de ninfas neonatas de B. germanica después de 15 días tras recibir el tratamiento 

de protoxinas (pro) y de toxinas (tox) mediante el método de contaminación superficial de la dieta. 

Ninfas neonatas - Contaminación superficial de la dieta 

Tratamiento 
Concentración 

(µg/cm2) 

Mortalidad 

(%) 

 
Tratamiento 

Concentración 

(µg/cm2) 

Mortalidad 

(%) 

Vip3Aa45 pro 27,2 0 -- Vip3Aa45 tox 13,5 0 

Vip3Ag4 pro 4,2 0 -- Vip3Ag4 tox 3,8 4 

Vip3Aa1 pro 14,4 4 -- Vip3Aa1 tox 14,4 0 

Vip3Ab1 pro 9,6 0     

Vip3Ad2 pro 5,3 8 -- Vip3Ad2 tox 5,3 0 

Vip3Ae1 pro 16,0 0 -- Vip3Ae1 tox 16,0 0 

Vip3Af1 pro 4,8 4     

ISP3D pro 14,4 8  C - PBS - 1 

Cry9C pro 19,2 0     
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5- Actividad de las proteínas de Bt frente a B. dubia 

Los resultados mostraron una mortalidad que fue prácticamente nula en todos los 

tratamientos, tanto para las ninfas como para los adultos (Tabla 9). Todas las proteínas 

mostraron valores de mortalidad por debajo del 5% excepto VipAg4, que ofreció valores 

de mortalidad del 10% para ninfas y para adultos. 

 
Tabla 9. Porcentaje de mortalidad de adultos y ninfas neonatas de B. dubia después de 20 días tras recibir el 

tratamiento mediante el método de contaminación superficial de la dieta. 

NINFAS  ADULTOS 

Tratamiento 
Concentración 

(µg/cm2) 

Mortalidad 

(%) 

 
Tratamiento 

Concentración 

(µg/cm2) 

Mortalidad 

(%) 

C - PBS - 0 C - PBS - 0 

Vip3Aa45 3,0 4 Vip3Aa45 3,0 5 

Vip3Ag4 3,0 12 Vip3Ag4 3,0 10 

Vip3Aa1 3,0 4 Vip3Aa1 3,0 5 

Vip3Ab1 3,0 0 Vip3Ab1 3,0 0 

Vip3Ad2 3,0 0 Vip3Ad2 3,0 0 

Vip3Ae1 3,0 0 Vip3Ae1 3,0 5 

Vip3Af1 3,0 4 Vip3Af1 3,0 5 

ISP3D 3,0 0 ISP3D 3,0 0 

 

 

6- Actividad de las proteínas de Bt frente a Spodoptera littoralis 

Con el objetivo de comprobar el estado de los lotes de proteínas producidas, todas las 

proteínas Vip3A fueron ensayadas, como protoxinas, a una única concentración contra 

larvas neonatas de S. littoralis. Después de 7 días, todas las proteínas mostraron una 

elevada actividad a muy bajas concentraciones (500 ng/cm2). La mortalidad fue del 100 

% en ambas repeticiones de los tratamientos con Vip3Aa45, Vip3Ag4, Vip3Aa1, 

Vip3Ab1, Vip3Ae1 y Vip3Af1 (Tabla 10). En el tratamiento con la proteína Vip3Ad2 la 

mortalidad media fue del 81% y en el de ISP3D, del 44%. En estos dos tratamientos se 

observó además que las larvas supervivientes eran de un tamaño algo mayor a las 

neonatas pero muy inferior al de las larvas del tratamiento de control, por lo que, aunque 

la mortalidad no fue del 100 %, se ve un claro efecto inhibitorio del crecimiento. 
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Tabla 10. Porcentaje de mortalidad de larvas neonatas de S. littoralis después de 7 días tras recibir el tratamiento 

mediante el método de contaminación superficial de la dieta. 

Tratamiento 
Concentración 

(ng/cm2) 

Mortalidad 

(%) 

C- (H2O) - 0 

Vip3Aa45 500 100 

Vip3Ag4 500 100 

Vip3Aa1 500 100 

Vip3Ab1 500 100 

Vip3Ad2 500 81 

Vip3Ae1 500 100 

Vip3Af1 500 100 

ISP 3D 500 44 
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DISCUSIÓN 

El número de estudios llevados a cabo hasta la fecha relacionados con la susceptibilidad 

de cucarachas, y más concretamente, de B. germanica frente a B. thuringiensis, es muy 

reducido, y más aún en condiciones reales, fuera del laboratorio. Igualmente existe una 

disparidad de resultados, muchos de ellos son contradictorios y, por otro lado, en algunos 

trabajos se oculta parte de la información, como pueden ser los detalles del método de 

bioensayos o las cepas empleadas. Por un lado, en este trabajo se probaron distintos 

métodos de bioensayo que trataron de reunir una serie de características como son 

reproducibilidad, fiabilidad de los resultados, comodidad de manejo… que los hiciera 

adecuados para la evaluación de la actividad insecticida de proteínas Cry y Vip de 

Bacillus thuringiensis, el otro objetivo del trabajo. 

La mayoría de los autores optan por un mismo tipo de metodología. Independientemente 

del método de cría, los individuos a ensayar, que podían ser adultos o ninfas de cualquier 

estadio ninfal, eran aislados de los individuos del resto de la población. Con la finalidad 

de favorecer después una rápida ingestión de la toxina en un determinado tiempo de 

exposición, las cucarachas solían ser sometidas a un periodo de ayuno que oscilaba entre 

24 y 96 horas, sin que aparentemente esto tuviera efectos negativos en su desarrollo o 

supervivencia (V. Durier & Rivault, 2000; Kaakeh et al., 1997). Esta práctica es muy 

habitual en el mundo de los ensayos con insectos y muchos autores mantienen unas horas 

en hambre a las larvas o ninfas antes de someterlas al tratamiento (Sutherland et al., 2003). 

Nuestros ensayos se llevaron a cabo con ninfas neonatas o adultos, en todos los casos 

aisladas y mantenidas en hambre durante 48 horas hasta el comienzo del ensayo. 

En segundo lugar, varios autores establecen repeticiones de insectos en grupos, 

habitualmente alrededor de 10 individuos, mantenidos en placas Petri u otros recipientes 

más voluminosos como jarras de 1 litro (Lonc et al., 1997), normalmente en oscuridad 

total. La toxina podía ser administrada a través de distintos formatos, bien sea incorporada 

en la dieta sólida (Richter et al., 1997), en un medio líquido, pulverizado sobre el cuerpo 

de los insectos o incluso inyectando la mezcla de esporas y cristales de forma 

intratorácica. En nuestro caso, se probó con distintos recipientes a lo largo de la puesta a 

punto del método de bioensayo, juntando los insectos en grupos de 10, de 20 o 

individualizados. No llegamos a aplicar la toxina pulverizada o por vía intratorácica como 

esporas y cristales, buscando una septicemia, sino solamente como proteína, con su 

entrada a través del sistema digestivo incorporada en la dieta sólida o en un medio líquido 

con sacarosa. 

Tras un tiempo de exposición variable de entre 30 minutos y 24 horas, se solía retirar la 

dieta contaminada para proveer a los insectos de dieta sin tratar en cantidad suficiente. A 

lo largo de las semanas siguientes se recogía la mortalidad, hasta una duración máxima 

de 31 días (Quesada-Moraga et al., 2004), cuando el bioensayo se daba por concluido. 

Esto contrasta con la exposición continua del último método de bioensayos evaluado en 
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el presente trabajo, que fue adoptada para ver si una ingesta más prolongada podía dar 

lugar a algún efecto de toxicidad. 

Por otra parte, el canibalismo detectado en los diferentes bioensayos y que muchas veces 

llegaba a suponer la principal limitación, es una tendencia común en la especie (Mariño 

Pedraza, 2011), observada especialmente en aquellas experiencias en las que la fuente de 

alimento era azucarada. Así, algunos autores (Virginie Durier & Rivault, 1999) afirman 

que los machos rechazaban alimentarse de glucosa hasta el punto que preferían recurrir 

al canibalismo o incluso morir de hambre antes que consumirla. En todos nuestros 

ensayos en los que no se individualizaba a los insectos se observó un canibalismo que 

solía comenzar a los 2 o 3 días. Coincidiendo con lo que describen estos autores, este 

fenómeno era más frecuente cuando la toxina se presentaba en medio líquido con sacarosa 

que en medio sólido y se intensificaba una vez se agotaba la fuente de alimento. Con el 

fin de evitarlo y obtener unos resultados no alterados por el canibalismo, se optó por la 

individualización en los posteriores ensayos. 

Si bien, la efectividad de las toxinas Vip3A contra S. littoralis, fue la esperada como ya 

se había demostrado previamente (Ruiz de Escudero et al., 2014) con el mismo método 

de la dieta contaminada superficialmente, demostrando que las proteínas Vip3Aa, 

Vip3Ab, Vip3Ae y Vip3Af resultaban activas con unas LC50 situadas entre 4,0 y 163 

ng/cm2. Ninguna de las proteínas Cry o Vip empleadas en este trabajo, ya fuera como 

protoxina o como toxina, mostró efectos letales sobre ninguna de las dos especies de 

cucarachas. En trabajos previos con distintas especies de cucarachas los resultados de 

actividad son dispares. En algunas de las investigaciones encontradas se citan resultados 

positivos en la actividad insecticida de Bt, mientras que en otras ocasiones no se obtuvo 

ningún efecto tóxico. La patogenicidad de 3 formulados comerciales a base de B. 

thuringiensis fue primero demostrada frente a B. germanica por Ulewicz en 1975, sin 

especificar el clon utilizado, a concentraciones de hasta 14 x 108 esporas/gramo. En 1984, 

H. L. Lee et al. suministraron durante 20 días un formulado de Bt var. israelensis (Bti) 

mezclado en azúcar a diferentes concentraciones. Las primeras muertes se dieron a los 5 

- 7 días y sólo a concentraciones muy altas, por lo que el efecto del Bti no estaba claro, 

sin descartar el canibalismo como causa de las muertes. Otro estudio realizado en 1985 

por Singh & Gill describe los efectos de Bti sobre el sistema nervioso de Periplaneta 

americana. El formulado comercial Dipel fue ensayado a concentraciones desde 0,125 a 

1% sobre 1800 individuos de todos los estadios, incorporando la mezcla de esporas y 

cristales en la dieta (Zukowski, 1993). Después de 9 días la mortalidad fue del 83% en el 

grupo de Dipel 1%, mientras que para el grupo de control fue del 3,4%. Sin embargo, uno 

de nuestros tratamientos ensayados mediante el método de la gota contenía Dipel a una 

concentración de 900 µg/ml, dando lugar a una mortalidad prácticamente nula pasados 

15 días. Otro trabajo que podría arrojar alguna pista en la interacción entre cucarachas y 

Bt podría ser la patente realizada por Payne en 1993, en la que utilizó la proteína Cyt1Ba1. 

A pesar de que nosotros probamos la proteína Cyt1Ca a una concentración de 921 µg/ml, 

la mortalidad con esta proteína, muy similar, fue nula. 
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Lonc et al. (1997) ensayaron hasta 10 aislados del serovar kurstaki sobre B. germanica, 

P. americana y Blatta orientalis, con una mortalidad máxima del 34% a una 

concentración de 1,6x109 esporas/ml al cabo de 30 días. También hallaron una mayor 

susceptibilidad de las ninfas neonatas en comparación con estadios más avanzados, lo que 

concuerda con los resultados de otros autores. Otro estudio más reciente (Fiuza et al., 

2017) mostró que los serovares colmeri, yunnanensis, huazhangiensis, roskildiensis y 

sooncheon provocaban una baja mortalidad del 6 al 30% en B. germanica e inexistente 

en P. americana después de 7 días a una concentración de 1x1010 células/ml. Lambiase 

et al. (1997) mencionan una diferenciación en los sitios de unión de la proteína entre estas 

dos especies, lo que parece justificar el hecho de que se obtuviera cierta acción sobre la 

primera y una ausencia de actividad sobre la segunda. En 2018, Zulfiana et al. analizaron 

el efecto de 3 aislados de B. thuringiensis. En este estudio se comparó la actividad de los 

tratamientos de pulverización con spray con la toxina incorporada en una dieta azucarada 

semisólida, al cabo de 14 días. Los autores obtuvieron una elevada mortalidad en los 

tratamientos de pulverización con spray (80%), que es incluso mayor que con la toxina 

ingerida (6,67%), lo que hace sospechar sobre la veracidad de dichas investigaciones, 

puesto que la toxina solo actúa por ingestión y no por contacto. 

W. Liu et al., (2020), ensayaron la proteína Vip3Aa1 sobre adultos de B. germanica y P. 

americana, obteniendo a las 24 horas una DL50 de 0,276 y 0,182 mg/ml respectivamente. 

Este valor de DL50 es un valor que cuantitativamente resulta comparable al obtenido por 

otros autores con otras especies de insectos y proteínas Vip3 de Bt (Domínguez-

Arrizabalaga et al., 2020; Ruiz de Escudero et al., 2014). Sin embargo, nuestros resultados 

no van en la misma dirección ya que ni la proteína Vip3Aa1 que probamos, ni ninguna 

de las otras proteínas Vip3 ensayadas mostraron actividad insecticida, aunque 

suministramos valores de concentraciones mucho más elevados. En nuestros ensayos se 

probaron 9 tipos de proteínas Vip3 distintas, incluida la propia Vip3Aa1 y otras muy 

similares como Vip3Aa45. Otros autores han obtenido resultados similares a los nuestros, 

que apoyan la falta de actividad de Bt frente a B. germanica, como los realizados a partir 

de la mezcla de cristales y esporas de Cry1, Cry2 y Cry5 y en los que no se produjo 

mortalidad ni cambios sustanciales en el peso de ninfas neonatas de B.germanica, P. 

americana y B. orientalis después de 25 días (M. Porcar et al., 2006). Estos autores 

achacan la falta de susceptibilidad a las proteínas Cry a la ineficiente activación de la 

protoxina o a la falta de receptores específicos en el intestino del insecto. Sin embargo, 

estos mismos autores sí obtuvieron mortalidad administrando las esporas vía intratorácica 

en P. americana y B. orientalis, con una LD50 de 100.000 y 34.600 esporas por insecto 

respectivamente. En este estudio, los resultados en B. germanica fueron descartados por 

una elevada mortalidad en el grupo de control. 

Además, en el reciente artículo de Pan & Zhang (2020) se afirma que hasta la actualidad 

no se ha descubierto ninguna proteína a la que se pueda atribuir mortalidad sobre B. 

germanica, proponiendo como posibles motivos el ambiente ácido en el intestino, con un 

pH de alrededor de 5,7 (Vinokurov et al., 2007) que no disolvería la proteína o la falta de 

receptores en las células columnares, las mismas razones que argumentaban M. Porcar et 

al. (2006) y cuyos resultados irían en concordancia con este trabajo. Sin embargo, sí 
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existen un mayor número de investigaciones acerca de la susceptibilidad frente a otros 

bioinsecticidas, con otras bacterias, hongos o nematodos que podrían actuar como agentes 

de control y cuya utilización parece más prometedora (Pan & Zhang, 2020). Además, la 

existencia de una rica microbiota que estos insectos hospedan en el tracto intestinal, 

dificulta la acción de la proteína al actuar en diversos procesos homeostáticos. De esta 

manera se ha demostrado que la acción combinada de antibióticos y hongos potencia la 

acción del patógeno a través del intestino (Li et al., 2020), por lo que esta podría ser una 

vía en la que seguir investigando en la lucha contra esta plaga. 

El método de bioensayo desarrollado en este trabajo supone un avance respecto a los 

utilizados por otros autores hasta el día de hoy al eliminar los problemas derivados del 

canibalismo y de la falta de ingesta de la proteína, dando lugar a una metodología fácil de 

reproducir, cómoda en el manejo y cuyos resultados pueden ser más fiables. Por otro lado, 

existe una bibliografía escasa y dispar sobre la efectividad de Bt frente a B. germanica. 

Algunos de los artículos exponen una inocuidad en los tratamientos con algunas cepas, 

mientras que otros demuestran la mortalidad que causan otras proteínas, algunas de ellas 

ensayadas en nuestro trabajo sin apreciarse mortalidad. Se desconocen los motivos de 

estas diferencias en los resultados obtenidos, pero la utilización de un método más 

refinado y estandarizado ayudaría a la unificación y fiabilidad de los mismos. 
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CONCLUSIONES 

 

- El método de bioensayo más adecuado para B. germanica y B. dubia fue el de 

contaminación superficial de la dieta, que con una exposición constante a la toxina 

y teniendo en cuenta la tendencia de B. germanica hacia el canibalismo, logró el 

mayor desarrollo ninfal y la mayor tasa de supervivencia. 

 

- Ninguna de las proteínas Bt a las dosis ensayadas ha resultado tener actividad 

insecticida frente a B. germanica ni a B. dubia. Lo cual va en concordancia con 

muchos de los trabajos previos realizados hasta ahora. 
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