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SUMMARY 

   

   

In this work the water of intact coconut was evaluated as half of cultivation for 

Bacillus thuringiensis H-14 Var. Israelensis tendiente to the production of the active 

ingredient of a biopesticida for the control of the larvas of the mosquito Aedes 

aegypti.    

   

It was carried out the establishment and maintenance of a breeding masal of the 

mosquito Aedes aegypti under controlled conditions of laboratory (29.5º C - 31.2º 

C, HR 53.6 - 58.6% fotoperíodo 12:12).    

   

The cycle of life of the immature states of the mosquito was determined, the weight  

were standardized, size, volume of water, sugars and true proteins of the coconuts 

used for the massive production of the Bacillus thuringiensis H-14 Var. Israelensis, 

was carried out the curves of growths for different concentrations of Bti - H-14 with 

the purpose of having a comparative of the tendency of the growth in a means of 

non conventional cultivation, was carried out continuous cultivations 

(Biotransferencias) to establish the prevalence of the toxicity of Bti H-14 in 

successive generations, for I finish they were carried out laboratory bioessay 

  to evaluate the toxicity of the Bti H-14 on you form larvarias of Aedes aegypti.   

   

The cycle of life of the immature states of Aedes aegypti under controlled 

conditions of laboratory presented a duration of 11,02 days.   

   

The water of intact coconut offered him the nutrients and necessary minerals for 

the growth of the Bti H-14, because this presents an exponential growth when 

comparing it with the control, the dose lethal stocking (DL50) of Bti H-14, certain it 
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was of 23442288 6013134 ufc/ml for the cultivation of Bti in water of intact coconut 

and for an exhibition of 12 h of the larvas of Aedes aegypti.   

   

The water of intact coconut is a half competent one for the cultivation of Bacillus 

thuringiensis H-14 Var. Israelensis for the control of larvas of the mosquito Aedes 

aegypti, because one needs a concentration of 23442288 6013134 ufc/ml to 

eliminate 50% of the larvas at least from the mosquito to 12h o'clock of being in 

contact with the bacteria.   
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RESUMEN 

 

 

En este trabajo se evaluó el agua de coco intacto como medio de cultivo para 

Bacillus thuringiensis H-14 Var. Israelensis tendiente a la producción del 

ingrediente activo de un biopesticida  para el control de las larvas del mosquito 

Aedes aegypti.  

 

Se llevó a cabo el establecimiento y mantenimiento de una cría masal del 

mosquito  Aedes aegypti en condiciones controladas de laboratorio (29.5º C – 

31.2º C, HR 53.6 – 58.6% fotoperíodo 12:12).  

 

Se determinó el ciclo de vida de los estados inmaduros del mosquito, fueron 

estandarizados los pesos, tamaño, volumen de agua, azúcares y proteínas 

verdaderas de los cocos empleados para la producción masiva del Bacillus  

thuringiensis H-14 Var. Israelensis, se realizaron las curvas de crecimientos para 

diferentes concentraciones de Bti – H-14 con el fin de tener un comparativo de la 

tendencia del crecimiento en un medio de cultivo no convencional, se llevaron a 

cabo cultivos continuos (Biotransferencias) para establecer la prevalencia de la 

toxicidad de Bti H-14 en generaciones sucesivas, por ultimo se realizaron 

bioensayos de laboratorio para evaluar la toxicidad del Bti H-14 sobre formas 

larvarias de Aedes aegypti. 

 

El ciclo de vida de los estados inmaduros de Aedes aegypti en condiciones 

controladas de laboratorio presentó una duración de 11,02 días. 
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El agua de coco intacto le brindó los nutrientes y minerales necesarios para el 

crecimiento del Bti H-14, debido a que éste presento un crecimiento exponencial al 

compararlo con el control, la dosis letal media (DL50) de Bti H-14, determinada fue 

de 23442288 ±  6013134 ufc/ml para el cultivo de Bti en agua de coco intacto y 

para una exposición de 12 h de las larvas de Aedes aegypti. 

 

El agua de coco intacto es un medio competente para el cultivo de Bacillus 

thuringiensis H-14 Var. Israelensis para el control de larvas del mosquito Aedes 

aegypti, porque se necesita una concentración de 23442288 ±6013134 ufc/ml para 

eliminar al menos el 50% de las larvas del mosquito a las 12h de estar en contacto 

con la bacteria. 
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INTRODUCCION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

 

En la actualidad el dengue se considera como la mas importante enfermedad 

transmitida por los artrópodos al hombre, que se manifiesta en epidemias 

explosivas, especialmente en áreas urbanas; es una enfermedad severa que fue 

primero reportada en el sudeste asiático y después en las Américas y en el sur del 

Pacífico. 

 

Aedes aegypti el vector principal de esta enfermedad está reportado en Colombia, 

su gran distribución y alto índice de infestación han posibilitado la existencia de 

epidemias de dengue y actualmente existe el riesgo de adquirir esta enfermedad 

en numerosas localidades. El uso irracional y excesivo de insecticidas químicos 

como DDT, organofosforados, carbamatos y piretroides responsables de la 

resistencia generada por los vectores del dengue, ha traído como resultado alta 

toxicidad para los humanos y su persistencia en el ambiente con acumulación en 

grasas de animales y humanos [26]. 

 

Cada año el dengue causa enfermedad en más de 80 millones de personas y 

ocasiona la muerte a más de 30 millones [37]. En Colombia constituye uno de los 

más graves problemas de salud pública: los casos notificados durante los años 

2005-2006 sobrepasaron los 196 casos por cada 100.000 habitantes 

(DASSSALUD 2006); lo que ocasiona un gran impacto sobre la economía de las 

poblaciones afectadas. El dengue es ocasionado por un virus del genero flavivirus 

y transmitido por la picadura de mosquitos hembras del género Aedes. Estos 

insectos pasan por cuatro fases bien definidas en su ciclo vital: huevo, larva, pupa 

y adulto, las tres primeras fases son acuáticas y el adulto aéreo; la larva es muy 
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voraz y obtiene su alimento del agua, adaptándose a cualquier superficie de agua 

estancada dulce o salobre [4 – 5]. 

 

El control de los vectores es el componente más importante de los programas de 

las enfermedades  metaxenicas. La notable eficacia de los insecticidas hizo 

posible combatir durante muchos años a los vectores del dengue. Inicialmente, el 

insecticida más usado fue el DDT [18-19]. Es conocido que apareció resistencia a 

este compuesto químico y además se limitó su uso por producir alto grado de 

contaminación y desequilibrio ecológico, al no ser biodegradable y acumularse en 

la naturaleza. Actualmente, en nuestro medio se están usando los carbamatos y 

cipermetrinas los cuales también afectan el ecosistema debido a su falta de 

selectividad, causando daños a otras formas de vida [9, 12]. El uso del larvicida 

Temephos (abate) ha tenido buenos resultados, sin embargo, en otros países de 

América Latina ya se han informado casos de resistencia [27]. 

 

Una de las acciones dirigidas a disminuir el riesgo de infección y el número de 

casos, es a través de la disminución de la población de vectores, sea en su 

estadio adulto o larvario. El control vectorial ha mejorado mucho por el uso de 

plaguicidas químicos y la manipulación del medio ambiente; no obstante, la OMS 

ha continuado buscando nuevos métodos de control, destacando el control 

biológico que utiliza directamente enemigos naturales. También existen otros 

métodos como el control genético y el manejo del medio ambiente, que requiere 

utilización de tecnologías sofisticadas y de mayor costo [26]. 

 

El control biológico puede definirse como el control de plagas por el uso directo o 

indirecto de enemigos naturales, depredadores y patógenos; es el uso de 

poblaciones de un organismo para controlar otro. Se ha demostrado que el uso de 

bacterias esporogenas es muy importante en el control de mosquitos vectores 

debido al alto grado de actividad letal que presentan; una de ellas es el Bacillus 

thuringiensis. Esta bacteria Gram positiva produce toxinas altamente especificas 
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contra insectos [13, 14]. Al esporular produce cristales paraesporales formados 

por la glicoproteína  δ-endotoxina y que causa parálisis del epitelio intestinal, 

ruptura de las microvellosidades, cambios en los organelos citoplasmáticos y 

finalmente la muerte de la larva [16]. Los productos que contienen B. thuringiensis 

(Bti) son notablemente seguros, hasta ahora no se han registrado efectos dañinos 

en ensayos de seguridad con abejas, vertebrados y humanos; Bti es un larvicida 

eficaz y muy seguro para los trabajadores de salud, así como para los moradores 

y animales domésticos [18,20]. Los costos de producción de este bioinsecticida 

usando técnicas convencionales es extremadamente alto, es necesario de 

personal entrenado para su aplicación, monitoreo y vigilancia; disminuyendo la 

posibilidad de ser utilizado por los países en vías de desarrollo como el nuestro. A 

fin de disminuir los costos en la producción masiva del Bti se han realizado 

trabajos con buenos resultados en el desarrollo de esporas y actividad toxica 

usando como medios de cultivo, infusión de espárrago, extracto de endospermo y 

te de yuca con resultados semejante a los medios de cultivo comerciales  [30, 32]. 

 

Decidimos producir Bti H-14 en un medio de cultivo optimo con la utilización de 

productos naturales como el coco intacto (Cocos nucifera), debido a que en la 

zona norte colombiana este fruto constituye uno de los cultivos mas importantes y 

de bajo costo. Su exportación es muy elevada, dado que a nivel mundial es 

considerado un gran alimento nutritivo rico en carbohidratos, lípidos, proteínas y 

fibra, conteniendo cantidades significativas de vitamina A, riboflavina y vitamina C, 

necesarias para el crecimiento bacteriano. 

 

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar un medio de cultivo utilizando coco 

intacto para la producción de Bacillus thuringiensis H-14 variedad Israelensis y 

determinar el efecto sobre formas larvarias de Aedes aegypti en condiciones 

controladas de laboratorio y así poder ofrecer a la población más afectada una 

técnica doméstica para el cultivo del Bti y la producción de la toxina con el fin de 

disminuir  la proliferación del vector del dengue.  
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1. OBJETIVOS 

 

 

1.1. OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar la eficiencia del Bacillus thuringiensis H-14 var. Israelensis cultivado en 

agua de coco intacto para el control de larvas del mosquito Aedes aegypti. 

 

 

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

� Determinar el ciclo de vida de Aedes aegypti en condiciones controladas de 

temperatura, humedad y fotoperíodo. 

 

� Evaluar el agua de coco intacto como medio de cultivo para el Bacillus 

thuringiensis H-14 variedad Israelensis. 

 

� Establecer colonias de Aedes aegypti en condiciones controladas de 

laboratorio. 

 

� Determinar la dosis letal media (DL50) de Bacillus thuringiensis H-14 var. 

Israelensis cultivado en agua de coco intacto para controlar las larvas del 

mosquito Aedes aegypti. 
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2. ESTADO DEL ARTE 

 

 

2.1. DENGUE 

 

Es una grave enfermedad viral transmitida por la picadura del mosquito Aedes 

aegypti, se presenta de dos formas clínicas: fiebre de dengue, enfermedad de tipo 

gripal que afecta a los niños mayores y a los adultos, pero rara vez causa la 

muerte y la fiebre hemorrágica de dengue (FHD) es otra forma mas grave, en la 

que puede sobrevenir hemorragia y a veces un estado de choque, que lleva a la 

muerte. En los niños es sumamente peligrosa. La fiebre hemorrágica de dengue 

es una enfermedad mortífera para las personas y el diagnóstico temprano seguido 

del oportuno tratamiento puede prevenir la muerte. Los síntomas  varían según la 

edad y el estado general de salud  del paciente. Los lactantes y los niños 

pequeños pueden presentar una tabla de fiebre y erupción “sarampionoide” difícil 

de distinguir de la gripe, el sarampión, el paludismo, la hepatitis infecciosa y otras 

enfermedades febriles.  

 

2.2. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE Aedes aegypti  

 

Aedes aegypti es un mosquito originario de África e introducido en América a 

través del tráfico de esclavos. Es esencialmente doméstico, aunque también 

existen formas silvestres. Como todos los mosquitos, durante su ciclo biológico 

pasa por los estados de huevo, larva, pupa y adulto (fig. 1). 

 

2.2.1. Huevo.  Debido a su relación con el hombre, los sitios de cría consisten en 

recipientes artificiales ubicados cerca de las viviendas o dentro de las 

mismas, siendo muy amplia la gama de posibles criaderos tales como 
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aljibes, tanques, barriles, depósitos, envases de lata, botellas, canaletas de 

techos, floreros, fondo de botes, bodegas de barcos, cubiertas de autos en 

desuso, depósitos de agua en heladeras, bandejas de acondicionadores de 

aire, etc. Las hembras seleccionarían los sitios para oviponer detectando 

diferencias químicas en el agua de los criaderos; ello sería posible mediante 

receptores ubicados en las antenas o espinas quimiorreceptores en las 

patas. 

  

Figura 1.  Ciclo biológico del mosquito Aedes aegypti. 

 

                                                  http://www.cenave.gob.mx/dengue/default.asp?id=24 

 

Las hembras evitan poner los huevos en piletas o colecciones de agua en el suelo, 

donde los bordes son de barro o tierra, prefieren oviponer en lugares 

resguardados, especialmente donde los huevos pueden adherirse a alguna pared. 

Las cubiertas de vehículos son importantes sitios de cría para esta especie, 
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seguidos por recipientes de formas cilíndricas y abiertas, prefiriendo las formas 

grandes a medianas, descartándose aquellos de boca angosta. 

 

También pueden encontrarse en depósitos naturales como cavidades de árboles, 

en bambúes, bromeliáceas y en huecos en rocas. Aedes aegypti  nunca coloca los 

huevos sobre una superficie seca y prefiere hacerlo sobre una superficie húmeda 

a ponerlos directamente en el agua, los huevos son generalmente colocados en 

las paredes de los recipientes, justo por sobre el nivel del agua. Cuando un gran 

número de hembras ovipone en un mismo sitio, los huevos pueden formar una 

franja continua de hasta un centímetro de ancho en la pared interna del recipiente.  

 

El desarrollo embrionario, en óptimas condiciones de temperatura y humedad, 

ocurre en un lapso de dos a tres días. Con posterioridad a ese período los mismos 

serían capaces de resistir desecación y temperaturas extremas, manteniéndose 

viables de siete a doce meses. La mayor parte de cada postura es de eclosión 

rápida, mientras un porcentaje reducido constituye los llamados huevos 

resistentes, inactivos o residuales, capaces de largas sobrevidas. 

 

2.2.2. Larva.  Las larvas se mueven activamente (movimiento serpentiforme muy 

marcado) en el ambiente acuático para buscar alimento (microorganismos y 

desechos orgánicos animales y vegetales) que atraen hacia la boca con los 

cepillos bucales. Son fotofóbicas, es decir, prefieren lugares sombreados. 

Se desarrollan preferentemente en ambientes con agua limpia. 

 

2.2.2.1. Clave ilustrada para larvas de cuarto estadio de Aedes                     

Aegypti. (Rabinobicth 1989). 
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Figura 2.  Brocha ventral de Aedes formada por un mínimo de cuatro pares 
de cerdas 

 

 

 

Figura 3.  Extremo del abdomen de Aedes.  Sifón con un par de cerdas 
simples o múltiples 
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Figura 4. Extremo del abdomen de Aedes. Silla de montar del segmento X 

incompleta 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.  Brocha ventral con cinco o más pares de cerdas que nacen de una 
grilla 
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Figura 6.  Tórax con espinas laterales muy evidentes; dientes del peine y 
segmento VIII con espinas laterales visibles; cerda 7 de la cabeza simple 

(figs. a, b, c) 

(b) Diente del peine.  Extremo del 
abdomen  
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Figura 7.  Dientes del peine del segmento VIII dispuestos en una fila, con 
espina central larga; brocha ventral formada 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.3. Pupa.  En la pupa se operan profundas transformaciones que llevan a la 

formación del adulto. Si bien la pupa se mueve, la tendencia es permanecer 

inmóvil en contacto con la superficie del agua. Al igual que las larvas, 

también son fotofóbicas. En condiciones favorables, la duración de este 

estado es de alrededor de dos días. 

 

Figura 8. Morfología de la pupa de Aedes aegypti 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 31

2.2.4. Adulto: Luego de la emergencia, al igual que otros mosquitos, procuran 

lugares húmedos y sin corrientes de aire donde puedan reposar. 

Transcurridas 24-48 h, y una vez maduros, los machos también vuelan 

cerca del hombre mientras buscan a las hembras para aparearse.  

 

Como se trata de mosquitos esencialmente domésticos y antropofílicos, las 

hembras obtienen la sangre que necesitan fundamentalmente del hombre. Se trata 

de insectos diurnos (el período de actividad es durante el día) a diferencia del 

mosquito común de las habitaciones -Culex pipiens quinquefasciatus- que es 

nocturno. La dispersión espontánea o activa de las hembras alcanza los 100 m, 

por lo que durante su vida visitan pocas residencias, tendiendo a permanecer 

próximas al lugar donde se desarrollaron hasta adultos. Sin embargo, la 

disponibilidad de recipientes de cría condiciona la dispersión, de modo que cuando 

éstos resultan escasos el rango de dispersión puede extenderse hasta los 800 m. 

Por otro lado, la dispersión a través de distintos medios de transporte, como 

automóviles, trenes, camiones, ómnibus, barcos e incluso los aviones, es uno de 

los factores más importantes de diseminación de estos mosquitos y de los virus 

dengue de una región a otra. 

 

El ciclo completo de Aedes aegypti, de huevo a adulto, en óptimas condiciones de 

temperatura y alimentación ocurre en aproximadamente diez días. Sin embargo, 

es sabido que estos insectos presentan diferencias en cuanto a su 

comportamiento y hábitos según el ámbito geográfico en el que se desarrollan. 

 

La distribución estacional de Aedes aegypti en las regiones tropicales tiende a 

seguir los patrones que establecen las lluvias. Cuando aumentan las 

precipitaciones aumenta el número de criaderos y por lo tanto el tamaño de la 

población de adultos. En las regiones templadas, la temperatura, como así la 

duración y severidad del invierno, y las precipitaciones son los factores que 

regulan el tamaño poblacional. 
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En la figura 9 se ilustran las características morfológicas de una hembra de Aedes 

aegypti. Es un insecto pequeño de color oscuro (castaño oscuro o negro) con 

rayas blanco-plateadas en el dorso y patas. Este patrón de coloración es igual 

tanto para el macho como para la hembra. El tórax presenta un diseño en forma 

de lira y las patas son anilladas. Mide aproximadamente 5 mm. 

 

Figura 9.  Morfología del adulto hembra de Aedes aegypti 

 

 

 

 

2.3. BACILLUS THURINGIENSIS  

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

morfológicamente relacionada con Bacillus cereus y Bacillus anthracis [29]. Estas 

tres especies bacterianas, durante su ciclo de vida, presentan dos fases 

principales, la fase de crecimiento vegetativo en donde las bacterias se duplican 

por bipartición cada 30-90 min. dependiendo del medio de cultivo y la fase de 

esporulación, la cual es un programa de diferenciación de bacteria a espora. El 

programa de diferenciación consta de siete estadios, se dispara cuando la bacteria 

se encuentra en limitación de nutrientes [3]. La espora es una forma de vida 
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latente que puede permanecer en el ambiente por periodos de tiempo muy largos 

(años) en ausencia de humedad y nutrientes. Cuando la espora se encuentra de 

nuevo en un medio rico que contenga los nutrientes necesarios puede germinar 

para comenzar de nuevo el crecimiento vegetativo.  

Figura 10. Cristales y esporas de Bacillus thuringiensis 

 

Bt es considerada una bacteria ubicua ya que se ha aislado de todas partes del 

mundo y de muy diversos sistemas como suelo, agua, hojas de plantas, insectos 

muertos, telarañas, etc. A Bt se le diferencia de B. cereus y B. anthracis por 

contener un cuerpo paraesporal conocido como cristal, el cual es de naturaleza 

proteica y tiene propiedades insecticidas. Esta constituido por proteínas 

denominadas δ-endotoxinas también conocidas como proteínas Cry y Cyt. Se han 

encontrado δ-endotoxinas activas contra insectos lepidópteros (mariposas), 

coleópteros (escarabajos), dípteros (mosquitos), himenópteros (hormigas), ácaros 

y también contra otros invertebrados como nemátodos, gusanos planos y 

protozoarios [15]. La primera bacteria fue aislada del gusano de seda en 1902 [8]. 

Durante muchos años se pensó que Bt era un patógeno de lepidópteros porque 

solo se aislaron cepas activas contra este tipo de insectos. En 1978, se encontró 

una bacteria Bt subsp Israelensis capaz de matar mosquitos y en 1983 una Bt 

subsp tenebrionis activa contra insectos coleópteros. Fue a partir de entonces que 

un gran numero de investigadores en todo el mundo se dedicó a buscar más de 

estas bacterias y se ha encontrado una gran diversidad de éstas, las cuales se 
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han caracterizado por su serotipo H-flagelar, o sea, por las proteínas presentes en 

el flagelo en más de 45 serotipos y 58 serovariedades diferentes. 

Poco se sabe sobre el hábitat natural de Bt, sin embargo, dado su requerimiento 

vitamínico y de algunos aminoácidos como glutámico, así como a su actividad 

bioinsecticida, se piensa que la forma de vida vegetativa solo se presenta en el 

interior de insectos que infecta hasta que esporula y es liberada al medio ambiente 

donde permanece en forma de esporas, lo que explica su amplia distribución.  

 

En especies de Bacillus, la endospora se desarrolla en un esporangio que consiste 

de dos compartimentos celulares conocidos como la célula madre y la espora. Las 

proteínas insecticidas se acumulan en la célula madre durante el proceso de 

esporulación. En el estadío I se inducen los genes que iniciarán la esporulación. 

Este punto puede ser reversible si se adicionan nutrientes. Sin embargo, a partir 

del estadio II de esporulación, el proceso es irreversible y continúa hasta finalizar 

con la formación de la espora. En el estadio II, la bacteria forma un septo de 

división asimétrico. En el estadio III, se inicia la síntesis del cristal insecticida, la 

cual continuará hasta el final de la esporulación. La síntesis del cristal insecticida 

se da a partir de dos promotores que funcionan secuencialmente (Bt1 y Bt2). El 

primero es activado por sigma E durante los estadios III y IV y el segundo por 

sigma K durante los estadios V y VI. Durante estos pasos se lleva conjuntamente 

la formación de la espora. Finalmente en el estadio VII se sintetizan enzimas 

líticas que liberan a las esporas y los cristales insecticidas [3]. 

 

2.3.1. Factores de virulencia producidos por Bacillus thuringiensis var. 

Israelensis.  Además de las δ-endotoxinas, B. thuringiensis var. Israelensis 

ha desarrollado una serie de factores de virulencia que le permiten infectar 

a sus blancos con mayor eficiencia. Entre estos factores de virulencia se 
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encuentran: fosfolipasas, proteasas, quitinasas, α-exotoxinas o exotoxinas 

termolábiles, las β-exotoxinas, las cuales son toxinas que funcionan como 

análogos de ATP y las proteínas VIP, que son proteínas insecticidas que se 

producen en la fase vegetativa del crecimiento [12]. Las proteínas VIP se 

han cristalizado y contienen un dominio semejante al sitio activo de 

proteínas con actividad de ribosilación de ADP (figura 11). Se propone que 

estos factores ayudan a la bacteria en la infección del insecto. Se ha 

reportado que en algunos casos la mezcla esporas/cristales mata mucho 

más eficiente que los cristales solos. 

Figura. 11. Estructura tridimensional de proteínas insecticidas producidas 
por Bacillus thuringiensis. A. Toxina Cry1Aa.  B. Toxina Cry3A.  C. Toxina 

CytB. D. Toxina Vip2 

 

 

2.3.2. Clasificación de las δ-endotoxinas de Bacillus thuringiensis. Como se 

mencionó, existen dos tipos de δ-endotoxinas: las proteínas Cry y las 

proteínas Cyt (figura 11). A la fecha se han clonado y secuenciado 166 
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diferentes genes cry y 16 diferentes genes cyt. La primera clasificación de 

las δ-endotoxinas se basó en la especificidad de la actividad insecticida. En 

esta clasificación las toxinas CryI eran las que presentaban actividad contra 

insectos lepidópteros, las toxinas CryII eran proteínas más pequeñas de 70 

kDa, actividad contra lepidópteros y dípteros, las toxinas CryIII eran 

proteínas activas contra insectos coleópteros; las toxinas CryIV activas 

contra insectos dípteros y las CryV y CryVI activas hacia nemátodos, en 

donde el CryVI era un grupo que no tenía homología con el grupo CryV [3]. 

Sin embargo, muy rápidamente se dieron cuenta que esta clasificación no 

era adecuada ya que empezaron a encontrar proteínas Cry que eran muy 

semejantes, pero con especificidad diferente ó toxinas Cry con actividad 

dual hacia lepidópteros y coleópteros, las cuales también las llamaron CryV, 

creando una gran confusión en la nomenclatura. Esto propició que se creara 

una nueva nomenclatura de las δ-endotoxinas basadas exclusivamente en 

la similitud de la secuencia primaria [9]. En esta nueva nomenclatura los 

números romanos se cambiaron por números arábigos. La definición de 

proteínas Cry es cualquier proteína paraesporal de Bti que muestre un 

efecto tóxico hacia algún organismo, verificable por medio de bioensayos ó 

cualquier proteína que muestre similitud con las proteínas Cry. Actualmente 

se han encontrado toxinas Cry en otras especies de bacterias como 

Clostridium bifermentans (clasificadas como Cry17A, Cry18A, y Cry19A con 

actividad hacia mosquitos) [2]. Las proteínas Cyt denotan a las proteínas 

paraesporales de Bti que muestren actividad hemolítica ó tengan similitud 

con la secuencia de las toxinas Cyt. 

A la fecha las proteínas Cry están agrupadas en 28 grupos y varios subgrupos y 

las proteínas Cyt en dos grandes grupos y varios subgrupos. Cada grupo muestra 

una especificidad muy grande hacia ciertos tipos de insectos.  
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2.3.3. Mecanismo de acción de las proteínas Cry. Los síntomas que se 

observan a partir de que las larvas de insectos susceptibles ingieren los 

cristales y esporas de Bt son: cese de la ingesta, parálisis del intestino, 

vómito, diarrea, parálisis total y finalmente la muerte (Fig. 12). La figura 13 

muestra una foto de una larva infectada por Bti, como se puede observar la 

larva presenta un color negro característico de las infecciones por Bti. 

 

Figura 12.  Modo de acción de la toxina de Bacillus thuringiensis var. 

Israelensis 

  

Figura 13.  Larva infectada con Bti 
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Los estudios histopatológicos han mostrado que las células columnares del 

intestino medio son las estructuras afectadas inicialmente y en particular, la 

microvellosidad apical, la cual se destruye en su totalidad. Los efectos en el otro 

tipo de células de las que está constituido el intestino medio de los lepidópteros, 

las células caliciformes, son más lentos, pero en este caso también se ha 

observado citólisis [5].  

El mecanismo de acción de las proteínas Cry es un proceso de varios pasos: 

solubilización del cristal, procesamiento de las protoxinas, unión al receptor, 

inserción a la membrana, agregación, formación de poro y citólisis. 

 Solubilización y procesamiento de las protoxinas Cry: Los cristales 

producidos por Bti se solubilizan a pH alcalino liberando a la "protoxina”, 

también se requiere un medio ambiente reductor para romper los enlaces 

disulfuro que son abundantes en la mitad C-terminal de las proteínas Cry de 

130 kDa.  El intestino medio de la mayor parte de las larvas de insectos 

susceptibles (lepidópteros, dípteros y algunos grupos de coleópteros) se 

caracteriza por su alto pH y condiciones reductoras.  

La mayor parte de las proteínas Cry se producen como protoxinas, que para 

ser activas deben ser procesadas por las proteasas del intestino medio de los 

insectos liberando el fragmento tóxico. Puede generalizarse que el 

procesamiento típico de las toxinas Cry1 se da por el corte de los primeros 

veintiocho residuos del extremo N-terminal en un sitio conservado y de los 

últimos 500 residuos del extremo C-terminal, quedando de esta forma un 

fragmento resistente a proteasas de entre 55 y 65 kDa que se le denomina 

"toxina". La posición del sitio de procesamiento en el extremo C-terminal no es 

constante sino que se localiza en la región 609 a 630 [9].  
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La estructura tridimensional determinada por difracción de rayos X de la 

porción tóxica de las proteínas Cry3A y Cry1Aa, ha revelado que estas 

moléculas están organizadas en tres dominios. El dominio I está constituido por 

un ramillete de siete α-hélices anfipáticas donde seis de ellas rodean a la α-

hélice 5. El dominio II está formado por tres láminas β-antiparalelas que 

terminan en asas en el vértice de la molécula formando un prisma. El dominio 

III está compuesto de dos hojas β-plegadas arregladas en forma de 

emparedado una sobre otra. 

Todas las toxinas Cry presentan cinco bloques conservados en su secuencia 

de aminoácidos que se localizan en las regiones centrales y de contacto entre 

los dominios. La localización estratégica de estas regiones permite inferir que 

los miembros de la familia Cry que las contengan podrían tener un plegamiento 

similar y por lo tanto un mecanismo de acción semejante. 

 Unión al receptor: Se ha demostrado que después de ser activadas, las 

proteínas Cry se unen a sitios específicos localizados en la microvellosidad de 

las células columnares del intestino medio de las larvas de insectos 

susceptibles: lepidópteros, coleópteros y dípteros [5].  

La unión a estos sitios es muy específica, como la de una llave con su 

cerradura, es una etapa determinante en la toxicidad por lo que diversos 

grupos de investigación han dedicado un gran esfuerzo a entender cómo 

ocurre este proceso. La mayor parte de los análisis se han hecho con larvas de 

lepidópteros y toxinas de tipo Cry1, y algunos estudios con la toxina Cry3A y el 

coleóptero Tenebrio monitor [5]. 

De los resultados obtenidos en los estudios de competencia se puede 

generalizar que la constante de disociación (Kd) entre las toxinas y sus sitios de 

unión para el caso de los lepidópteros es del orden de 0.2 a 50 nM, y que la 

concentración de sitios de unión (Bmax) va de 0.4 a 62 pmoles/mg de proteína 
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de vesículas. Para el caso de la toxina Cry3A y las VMMA de T. molitor se 

determinó que la Kd y Bmax es de 17.5 nM y 304 pmoles/mg de proteína de 

vesículas, respectivamente. Los estudios de competencia homóloga han 

mostrado que la cinética de unión de las toxinas Cry a las VMMA de los 

insectos susceptibles es bifásica, compuesto de un paso reversible y otro 

irreversible. 

 Inserción en la membrana y formación de poro:  La fase irreversible de la 

unión de las proteínas Cry a la membrana se considera como una evidencia de 

que las proteínas Cry se insertan en la membrana, para luego causar la 

destrucción del tejido intestinal de las larvas de insectos susceptibles. 

Se han aislado algunas mutantes en el dominio I afectadas en la unión 

irreversible y se propone que estas mutantes son incapaces de insertarse en la 

membrana, ya que estas mutantes involucran la introducción de una carga 

negativa (A92D) o bien la eliminación de una carga positiva (R93). Ambas 

mutantes se localizan en la cara inferior del dominio I que está expuesto hacia 

la membrana y se propone que estos cambios evitarían la interacción con la 

membrana, quien tiene carga negativa [1]. 

Se ha demostrado que a dosis µM (1000 veces más que la dosis letal media) 

las proteínas Cry son capaces de interactuar con membranas lipídicas 

artificiales e insertarse en las mismas, formando canales permeables 

principalmente a cationes pero también a aniones y solutos neutros. Se 

comprobó que la capacidad de la toxina Cry1C para interactuar con una 

membrana modelo, aumenta de forma sustantiva al disminuir el pH (pH < 5), y 

que esto está correlacionado con el aumento en la hidrofobicidad de la 

superficie de la molécula. Estos datos sugieren que en estas condiciones in 

vitro, la proteína sufre un cambio conformacional que la lleva a un estado 

competente para la inserción. Es posible que in vivo se logre una transición a 

un estado conformacional similar, por ejemplo, por la unión al receptor. Es 
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importante señalar que a concentraciones fisiológicamente relevantes (pM-nM), 

las proteínas Cry no se insertan de manera espontánea en las membranas 

biológicas que carecen de los receptores específicos. 

Con base en el conocimiento que se tiene acerca de la inserción de otras 

toxinas bacterianas formadoras de poro se han propuesto dos modelos 

posibles de la inserción de toxinas Cry en la membrana. Un primer modelo 

(modelo del abrecartas), propone que las α-hélices 5 y 6 se insertan en la 

membrana como consecuencia de un cambio conformacional disparado por el 

receptor, sin mayor participación de las hélices y dominios restantes. El otro 

modelo (modelo de paraguas) plantea también que después de la unión con el 

receptor, se inserta la región α4-α5, mientras que el resto de las hélices se 

aplanan sobre la superficie de la bicapa lipídica exponiendo hacia ella su cara 

hidrofóbica quedando de esta manera la molécula en forma parecida a un 

paraguas.  

 Citólisis: Se ha propuesto que las proteínas Cry causan la muerte de las 

células epiteliales al inactivar el sistema que mantiene el gradiente de pH y por 

citólisis osmótica. Las toxinas Cry aumentan la permeabilidad de la 

microvellosidad apical a cationes, aniones, agua y moléculas de mayor 

tamaño. Esto causa a su vez que se colapse la diferencia de potencial y por 

tanto se pierda la fuerza motriz que dirige la entrada de aminoácidos al interior 

celular, así como la redistribución de los cationes entre el lumen y el 

citoplasma. Se considera que el efecto más devastador de este proceso es la 

alcalinización del citoplasma, ya que esto interfiere con el metabolismo celular 

normal, que tiene como consecuencia final la destrucción del epitelio intestinal. 

Una vez que las células columnares y caliciformes se destruyen, las esporas 

de Bti tienen acceso al hemolinfa, medio en el que proliferan. La consecuencia 

final de la destrucción del intestino medio y la proliferación de bacterias en la 

hemolinfa es la muerte de las larvas por inanición y septicemia. 



 42

2.3.4. Aspectos relacionados con la producción de Bti.  La selección de un 

aislado silvestre de Bti y su capacidad efectiva para producir cristales 

tóxicos y posible manipulación genética para mejorarla, al igual que sus 

requerimientos nutricionales, son aspectos fundamentales en la producción 

del bioinsecticida a base de esta bacteria; una etapa clave en el proceso de 

escalonamiento masivo para la producción de la δ-endotoxina, y su posterior 

formulación y aplicación a nivel de campo (Reicheldelfer, 1981). Por lo que 

es necesario un diseño adecuado de un medio de cultivo (o de 

fermentación) apto para el crecimiento, esporulación y formación de los 

cristales de Bti, pues de ello depende la calidad tóxica del cristal; en ese 

sentido el medio de fermentación debe contener una fuente de carbono, de 

nitrógeno orgánico y sales minerales que en balance estimulen el 

crecimiento, la esporulación y la producción de cristales altamente tóxicos 

(Galán, et al., 1996). En términos del tipo de constituyentes, la fuente de 

carbono (C) orgánica más empleadas son: la glucosa, el almidón y 

sacarosa, reconocidas como esenciales para la síntesis de cristales, aunque 

Couch y Ross en 1980, al utilizar como fuente de C materias primas 

baratas, como productos de maíz hidrolizado (almidón y dextrinas), al igual 

que Murga en 1983 jugo de agave y melaza de caña (fructosa), excelentes 

resultados sobre la esporulación y calidad tóxica del cristal. Cabe mencionar 

que la melaza de caña se considera una materia prima adecuada como 

fuente de C, de bajo costo con efectos positivos sobre la toxicidad de la δ-

endotoxina (Aronson, et al.,1971) Chilcott y Pillai (1985) encontraron buenos 

resultados en el desarrollo y su actividad toxica utilizando como medio de 

cultivo extractos de endospermos y el agua de coco, Ventosilla y col. (1992), 

usaron coco entero, yuca para la producción de Bti con resultados similares 

a los que obtuvo Chilcott con el medio estándar, en Colombia Cruz D.C. 

empleo agua de coco esterilizada para el cultivo de Bacillus thuringiensi 

para la variedad Kurtasi obteniendo buenos resultados.. Es claro que la 
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ausencia de una fuente adecuada de C para Bti, causa una disminución en 

la producción de esporas y en la formación y calidad de la δ-endotoxina. 

En el caso de fuentes de Nitrógeno (N) : Se ha reportado que Bti requiere de 

aminoácidos esenciales y otras formas orgánicas de nitrógeno durante su fase de 

crecimiento y durante la esporulación (Galán, et al., 1996), en general en los 

medios de cultivo comerciales se han empleado proteínas de semilla y/o agua de 

cocimiento de maíz, otras alternativas más baratas han sido obtenidas de fuentes 

naturales como la harina de pescado, de la semilla de algodón, o de leguminosas 

como la soya, el garbanzo, la haba, el cacahuate y las lentejas, o bien de líquido 

de remojo de maíz; de residuos de levadura, de sangre de res, del suero de queso 

y productos secundarios de la industria láctea, esta clase de materia prima 

estimula la biosíntesis de la δ-endotoxina con alta actividad insecticida (Couch y 

Ross, 1980; Salama, et al., 1983). Para los minerales se ha señalado al Mn+2, K+1, 

Ca+2 y Zn+2 como elementos componentes necesarios en el medio de 

fermentación para la producción de la δ-endotoxina (Galán, et al., 1996). Dulmage 

(1970), reportó el aislamiento de un Bti que en un medio que contiene dextrosa, 

extracto de levadura K2HPO4 y KH2PO4 presentó los mejores niveles en la 

producción de la delta-endotoxina y recomendo el uso de substratos baratos como 

harina de semilla de algodón y harina de soya; Goldberg (1980) describió un 

medio de fermentación con glucosa, peptona de soya, extracto de levadura y 

líquido de remojo de maíz y sales minerales del tipo: KCl, (NH4)2SO4 , HPO4 , 

MgSO4, CuCl2 , FeSO4, ZnSO4 y MnSO4 , con el que logró un alto rendimiento en 

la esporulación y cristales tóxicos de excelente calidad. Por lo anterior, los medios 

de cultivo para Bti deben contener sales minerales para la síntesis de energía, 

estimular el crecimiento y la esporulación, y factores de crecimiento como: extracto 

de levadura (como una fuente de vitaminas del complejo B), pues su omisión 

retarda la esporulación y reduce la formación de cristales y en consecuencia la 

toxicidad del complejo espora/cristal (Dulmage, 1981). Goldberg, en 1980, observó 

un claro incremento en la producción de esporas al adicionar extracto de levadura 
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a un medio de cultivo enriquecido (mencionado anteriormente). Para Bti , la 

combinación de factores nutricionales orgánicos e inorgánicos es esencial en la 

síntesis de la δ-endotoxina de alta toxicidad, así que el uso de materiales de bajo 

costo como componentes del medio de cultivo, es básico en la optimización del 

proceso de producción de bioinsecticidas a base de Bti. En consecuencia para el 

diseño de medios de cultivo o fermentación sugiere: 

• Que sus componentes sean fácil de manejar o que no requieran 

pretratamiento;  

•  Que permitan optimizar el crecimiento de la bacteria sin afectar negativamente 

la calidad de la delta-endotoxina;  

• Que sean baratos y abundantes (Dharmsthini, et al., 1985)  

•  y sean de fácil adquisición en la localidad (Dulmage H.T., 1990). 

 

Es importante señalar que una formula basada en la combinación de nutrientes 

para una variedad de Bti, no necesariamente es adecuada para otra variedad, por 

lo que la calidad de la δ-endotoxina depende tanto del medio de cultivo como del 

aislado de Bti utilizado [17]. Aunque obviamente, el diseño del medio y la bacteria 

no son los únicos aspectos involucrados en la producción del bioinsecticida, 

existen otras variables que deben considerarse en el proceso de la fermentación 

como: la temperatura óptima de crecimiento de Bti oscila entre los 28 y 32ºC; la 

cantidad de oxígeno suministrado a la bacteria, la velocidad de agitación para 

asegurar un suministro de oxigeno adecuado en el medio de cultivo y evitar la 

acumulación del calor y evitar la inhibición o reducción de la calidad tóxica de los 

cristales; así como el pH inicial óptimo de entre 6.8-7.2 [31], ya que al oxidar los 

carbohidratos produce ácidos orgánicos, lo que se soluciona con neutralización 

con álcali [35].  
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En síntesis en la tabla 1 se presentan algunos de los substratos o materias 

baratas que se pueden utilizar en la formulación de medios de cultivo adecuados 

para la producción de la δ-endotoxina a base de Bti.  

 

 

Tabla 1.  Substratos naturales recomendados en el diseño de medios de 
cultivo para la producción de Bacillus thuringiensis 

LIQUIDOS  VEGETALES  ANIMALES  

Agua de coco* Habas* Harina de pescado* 

Suero de leche* Frijoles* Sangre* 

Melazas*  Semilla de algodón*  Residuo de rastro  

Líquido de remojo de maíz* Papa   

 Camote  

 Cascaras de cítricos   

 Zanahorias   

Modificada de Dulmage 1990. * Probados con excelentes resultados. El resto no lo han sido o sin resultados 
aceptables, pero pueden ser útiles en combinación con otros substratos. 

 

La biotecnología para la producción de bioinsecticida es una área nueva en 

nuestro país, y es lógico esperar que por los problemas agrícolas y de salud 

pública que nos afectan, además del uso irracional de insecticidas químicos, 

promueven en el futuro el uso de estos productos biológicos, pues Bti tiene 

ventajas sobre los pesticidas químicos por su especificidad para actuar sólo sobre 

especies de insectos plaga, por su eficacia para eliminar aquellos insectos que ha 

desarrollado resistencia a los insecticidas químicos, y porque es ambientalmente 

seguro y de un costo de producción relativamente bajo; siempre y cuando se 
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integren técnicas de escalamiento que aseguren una excelente cantidad y calidad 

de la δ-endotoxina producida. 

 

2.4. COCO (www.infoagro.com 2005) 

 

2.4.1. Botánica 

 Taxonomía. Perteneciente a la familia Arecaceae, cuyo nombre científico es 

Cocos nucifera y conocido comúnmente como palma de coco. 

 Origen. Probablemente sea nativa de las Islas del Pacífico, y hoy en día 

cultivada en todos los trópicos. 

 

 Tronco. Es una palmera monoica de tronco único, con frecuencia inclinado, de 

10-20 metros de altura y de 50 centímetros de grosor en la base y 

estrechándose hacia la parte superior. En el ápice presenta un grupo de hojas 

que protegen el único punto de crecimiento o yema terminal que posee la 

planta. Al no poseer el tronco tejido meristemático no engruesa, sin embargo 

las variaciones en la disponibilidad de agua inducen cambios en el diámetro del 

tronco. El crecimiento en altura depende de las condiciones ecológicas, de la 

edad de la planta y del tipo de cocotero. 

 Hojas. Son pinnadas, de 1.5-4 metros de longitud, con foliolos coriáceos de 

50-70 centímetros de longitud, de color verde amarillento. 

En condiciones ambientales favorables una planta adulta de crecimiento 

gigante emite entre 12 a 14 hojas por año, en cambio el enano puede emitir 

hasta 18 hojas en el mismo periodo. La copa no es muy amplia y se compone 

de hasta 30 hojas arqueadas. 

 

 Flores. Posee inflorescencias paniculadas que nacen en las axilas de las hojas 

inferiores, protegidas por una bráctea llamada espata de hasta 70 centímetros 
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de longitud y se desarrolla en 3 o 4 meses. La época de floración es de 

noviembre a marzo y los frutos tardan en madurar hasta 13 meses. 

 

 Polinización. Puede ser anemófila o entomófila. En los cocoteros gigantes las 

flores masculinas se abren antes que las femeninas estén receptivas, lo cual 

contribuye a la polinización cruzada. En el caso de los cocoteros enanos es 

simultánea, por tanto hay un porcentaje alto de autofecundación. 

 

 Fruto. Es una drupa, cubierto de fibras, de 20-30 centímetros de longitud con 

forma ovoidal, pudiendo llegar a pesar hasta 2.5 kilogramos. 

Está formado por una cáscara externa amarillenta, correosa y fibrosa 

(exocarpo) de 4 o 5 centímetros de espesor con forma de pelos fuertemente 

adheridos a la nuez; una capa intermedia fina (mesocarpo) y otra más dura 

(endocarpo) que dispone de tres orificios próximos en disposición triangular, 

situados en el ápice, dos cerrados y el otro frente a la raicilla del embrión, es 

vulnerable a una pequeña presión y por donde puede derramarse el agua 

antes de romper la cáscara del fruto, y es donde se encuentra la semilla.  

La pulpa blanca es comestible conteniendo en su cavidad central un líquido 

azucarado conocido como agua de coco y que en cantidad aproximada de 300 

gramos se encuentra encerrada en el interior del fruto. 

 Raíces. El sistema radicular es fasciculado. Las raíces primarias son las 

encargadas de la fijación de la planta y de la absorción de agua. 

Las raíces terciarias derivan de las secundarias, y son las verdaderas 

extractoras de nutrientes.  Las raíces activas se localizan en un radio de dos 

metros del tronco, a una profundidad de entre 0.2 a 0.8 metros, dependiendo 

de la profundidad efectiva. 

 

2.4.2. Importancia económica y distribución geográfica: Es la palmera más 

cultivada e importante del mundo, ya que actualmente es la principal 

especie productora de grasa vegetal; es una de las plantas que proporciona 
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una mayor diversidad de productos del mundo, siendo una fuente primaria 

de alimento, bebida y de abrigo.  La distribución de la palma de coco se 

extiende por la mayoría de las islas y de las costas tropicales y en algunos 

lugares fuera de la zona tropical.  Su cultivo se localiza en Indonesia, India, 

Filipinas, Malasia, Centroamérica y África tropical.  El principal producto 

exportado es la copra sin procesar seguido del coco desecado.  La 

diversidad y potencialidad del coco contribuye de manera considerable al 

sector económico de los países productores.  

 

El mercado más interesante del coco es el agua envasada tanto en Asia como en 

Europa y Norteamérica ya que se trata de una bebida con mucha aceptación y el 

mercado consume cantidades mayores cada año.  En ciertos países europeos, 

encuentra su mejor salida en fresco y donde su demanda es verdaderamente 

importante al ser protagonista indiscutible en ferias y verbenas. 

 

2.4.3. Tipos de cocoteros: Los tipos de cocoteros se clasifican en función de su 

altura en gigantes, enanos e híbridos y dentro de cada grupo existen un 

gran número de variedades de acuerdo con su localidad de origen. 

   

 Cocoteros gigantes. Son empleados para la 

producción de aceite y para consumo como 

fruta fresca, aunque su contenido de agua es 

elevado, el sabor es poco dulce. La polinización 

es cruzada, por ello existen una gran diversidad 

de variedades. Tiene una longevidad de 40-90 

años, son robustos y prosperan en todo tipo de 

suelos y condiciones climáticas. 

Comienzan a florecer a los 8 – 10   años de ser plantados, siendo la producción 

media de frutos por planta al año es de 50-80 en variedades gigantes. 

Entre sus ventajas destacan el tamaño del fruto, la robustez de la planta y el 
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contenido elevado de copra. Sin embargo, posee varios inconvenientes como: 

tolerante a la enfermedad conocida como Amarillamiento letal del cocotero, la 

fructificación tardía, la dificultad para realizar labores de cultivo por su elevado 

porte y la baja producción de frutos por planta.  Las variedades más cultivadas 

son: Gigante de Malasia (GML), Gigante de Renell (GRL) de Tahití, Gigante del 

Oeste Africano (GOA) de Costa de Marfil, Alto de Jamaica, Alto de Panamá, Indio 

de Ceilán, Java Alta, Laguna, Alto de Sudán, etc. 

 

 Cocoteros enanos. A diferencia de los tipos gigantes en los cocoteros enanos 

la autofecundación es mayor del 94%, lo cual disminuye la diferenciación entre 

padres e hijos. Tienen una longevidad de 30-35 años. Prosperan en suelos 

fértiles y florecen al cuarto año de ser plantados. Las variedades más 

cultivadas son: Amarillo de Malasia (AAM), Verde de Brasil (AVEB) de Río 

Grande del Norte, Naranja Enana de la India. En variedades enanas la 

producción media es de 150-240 frutos por planta al año. 

 

Debido al sabor del agua, su principal uso es la producción de agua para 

consumo en bebidas envasadas, por el pequeño tamaño del fruto es poco 

atractivo para consumo como fruta fresca.  Algunas de sus ventajas son: la 

resistencia al Amarillamiento letal del cocotero, la precocidad de producción, el 

elevado número de frutos por planta y el crecimiento lento. Entre sus 

inconvenientes destacan: el pequeño tamaño del fruto, la mala calidad de la 

copra y su susceptibilidad a periodos cortos de sequía. 

 

 Híbridos. Son el producto del cruce entre plantas del grupo de los gigantes y 

los enanos.  Los usos de los híbridos son múltiples ya que adquieren las 

mejores cualidades de los padres dando como resultado frutos de tamaño de 

mediano a grande, buen sabor, buen rendimiento de copra, crecimiento lento, 

producción alta de frutos y también hereda la resistencia al amarillamiento letal 

del enano y mejorando la tolerancia del alto a otras enfermedades.  
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El híbrido más cultivado es: MAPAN VIC 14, que es un cruce entre Enano 

Malasino y Alto de Panamá 

 

2.4.4. Valor nutricional: El cocotero proporciona varios productos del fruto que 

son nutritivos para el hombre. 

 

2.4.4.1. Coco:   En la tabla siguiente  se presenta el contenido nutricional del coco 

en 100 gramos de producto. 

 

Tabla 2. Contenido nutricional del coco en 100 gramos de producto. 

NUTRIENTES COCO 

Energía (kcal)  3.51 

Proteína (g) 3.20 

Grasa (g) 36 

Carbohidratos (g) 3.7 

Ácidos grasos saturados (g) 27.84 

Ácidos grasos monoinsaturados (g) 2.14 

Ácidos grasos poliinsaturados (g) 0.55 

Fibra (g) 13.60 

Calcio (mg) 13 

Hierro (mg) 2.10 

Potasio (mg) 440 

Fósforo (mg) 94 

Magnesio (mg) 52 

Sodio (mg) 17 

Vitamina B6 (mg) 0.04 

Vitamina E (mg) 0.70 

Vitamina C (mg) 2.00 

Vitamina B1 (Tiamina) (mg) 0.003 

Vitamina B2 (Riboflavina) (mg) 0.02 
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2.4.4.2. Agua de coco:   Es el líquido que se halla en 

el interior de la pulpa; cuanto menos maduro 

esté el fruto más abundante será y también 

más rico en nutrientes. 

 

Se considera una bebida isotónica natural, siendo muy 

apreciada en los países tropicales donde se toma 

extrayéndolo directamente del fruto. 

 

A continuación se muestra el contenido nutricional del agua de coco para 100 ml.  

    

Tabla 3. Contenido nutricional del agua de coco en 100 ml 

COMPONENTE CONTENIDO 

Energía (kcal) 20 

Proteínas (g) 0.1 

Carbohidratos (g) 5.5 

Lípidos (gr) 0.05 

Sodio (mg) 25 

Potasio (mg) 160 

Cloro (mg) 20 

Calcio (g) 5 

Fósforo (mg) 0.4 

Magnesio (mg) 0.45 

 

 

2.4.4.3. Copra: Es el aceite que se obtiene de la parte sólida del endospermo del 

fruto, seco y reducido a trozos. Por saponificación e hidrogenación se 

obtiene mantequilla y aceite de coco. La grasa de copra contiene un 65% 

de aceite, el cual contiene ácido grasos saturados.  El aceite de coco 

forma parte de la clasificación de grasas saturadas, las cuales deben ser 
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evitadas siempre que sea posible ya que favorecen la aparición de 

colesterol. 

 

A continuación se muestra el contenido nutricional de la copra tierna y madura 

para 100 gramos de producto.   

 

Tabla 4. Contenido nutricional de la copra tierna y madura para 100 gramos 
de producto 

COMPOSICIÓN TIERNA MADURA 

Agua (g) 80.6 51.9 

Lípidos (g) 5.5 26.1 

Carbohidratos (g) 11 15.1 

Cenizas (g) 0.6 0.9 

Fibra (g) 0.9 2.1 

Calcio (mg) 10 32 

Fósforo (mg) 54 96 

Hierro (mg) 0.7 1.5 

Tiamina (mg) 0.07 0.04 

Riboflavina (mg) 0.04 0.03 

Niacina (mg) 0.9 0.4 

Vitamina C (mg) 4 3 

Energía (kcal) 96 293 

 

 

2.5. BIOENSAYOS 

En términos generales un bioensayo puede ser definido como cualquier prueba 

que involucra organismos vivos, a su vez se puede señalar como cualquier 
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método por medio del cual alguna propiedad de una sustancia o material es 

medida en términos de la respuesta biológica que produce(16). Los datos 

obtenidos de un bioensayo no pueden ser analizados con la metodología 

estadística tradicional que se usan en los ensayos de campo si no que se deben 

utilizar lo que se llama estadística cuantal la cual se caracteriza por la respuesta a 

un estimulo de unidades experimentales, donde r unidades responden y n-r no lo 

hacen. El  principal objetivo de este tipo de análisis es evaluar el nivel de estimulo 

que es necesario para obtener una respuesta en un grupo de individuos de la 

población. El nivel de estimulo que causa una respuesta en el 50% de los 

individuos de una población bajo estudio es un importante parámetro de 

caracterización denotado como DL50 por dosis letal media. El periodo de tiempo 

durante el cual se expone el estimulo debe ser especificado por ejemplo 72 horas 

que fue el periodo de tiempo empleado en el presente estudio esto con el fin de 

comparar y estimar la potencia relativa de estimulo (15). Para determinar la DL50 

se requiere transformar los valores de respuestas obtenidos en unidades Anglit, 

logia o Probit. El método Probit consiste en la aplicación de correlaciones para 

estimar las consecuencias desfavorables sobre la población u otros elementos 

vulnerables a los fenómenos físicos peligrosos consecuencia de accidentes 

[15,16] 
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3. METODOLOGIA 

 

 

3.1. UNIVERSO O LOCALIZACION DEL PROYECTO                                   

El proyecto se desarrollo en dos etapas: una etapa en la cual se llevo a cabo los 

trabajos entomológicos: recolección de huevos, identificación taxonómica de 

Aedes aegypti, establecimiento y mantenimiento de la cría masal del mosquito 

Aedes aegypti y la determinación del ciclo de vida de Aedes aegypti en sus 

estados inmaduros. En la segunda etapa se realizó la estandarización del medio 

de cultivo (coco intacto), de igual forma los ensayos microbiológicos con la 

bacteria Bacillus thuringiensi H-14 var. Israeliensis y la determinación de la dosis 

letal media de Bacillus thuringiensi H-14 var. Israeliensis sobre larvas del mosquito 

Aedes aegypti. Toda la metodología se llevo a cabo en el municipio de Sincelejo el 

cual se encuentra ubicado al noreste del país a 9 grados 18 segundos, latitud 

norte, 75 grados 23 segundos  latitud oeste del meridiano de Greenwich, con una 

extensión total de 28.134 has. Con una altura sobre el nivel del mar de 213 metros 

y limites al sur con el municipio de Sampués  y con el departamento de Córdoba; 

por el oeste con los municipios de Palmito y Tolú, por el norte con los municipios 

de Tolú y Tolúviejo y por el este con los municipios de Corozal y Morroa. 

 

 

3.2. OVITRAMPAS 

 

3.2.1. Confección de las ovitrampas [16]: Se procedió a pintar en el exterior con 

pintura negra brillante 100 envases de aluminio con diámetros de 7 cm. en 

la abertura superior, 10 cm. de alto y 2 mm. de espesor. Los envases 

fueron rotulados con etiquetas adhesivas que identificaron la casa, sitio de
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colocación y la fecha en la cual se instalo la ovitrampa, se lleno una tercera parte 

de los envases de aluminio con suspensión de alimento concentrado para aves a 

0.1 g/ml., luego se colocaron dentro de cada envase como sustrato de oviposición 

6 paletas de madera de 8 cm. de longitud y 2 mm. de espesor, se formaron yuntas 

en cuartetos con los envases de aluminios mediante la unión con dos ligas, las 

cuales se colocan una a la mitad y la otra hacia el extremo superior.        

 

3.2.2. Instalación de las ovitrampas: se instalaron ovitrampas durante las tres 

primeras semanas del tiempo en que se desarrollo el proyecto en los barrios 

20 de Enero, Las Delicias, El Cortijo y Barlovento, se escogieron 6 casas al 

azar por cada uno de los barrios. En las casas escogidas se instalaron 4 

ovitrampas (Foto 1) próximas a los contenedores de agua, teniendo en 

cuenta características como, accesibilidad a los sitios, presencia de 

vegetación, sombra durante la mayor parte del día, altura menor de 30 cm. 

 

 

Foto 1. Instalaciones de ovitrampas en los barrios 20 de Enero, Las Delicias, 
el Cortijo y Barlovento 

 

3.2.3. Recolección de los huevos: las ovitrampas se dejaron operando por 5 

días a partir del momento de su instalación, al quinto día se retiraron las 

paletas, las cuales fueron introducidas en bolsas plásticas de manera 
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individual y se colocaron nuevas paletas en las ovitrampas. Las paletas 

recogidas fueron transportadas inmediatamente al laboratorio de 

microbiología donde se observo con una lupa si habían huevos, en caso de 

ser positiva la oviposición,  se recolectaron los huevos mediante lavado de 

las paletas sobre papel filtro humedecido con agua destilada separando los 

huevos por nidales y mantenidos a temperatura de laboratorio durante 48 

horas, posteriormente el papel filtro fue colocado en 5 ml. de agua 

declorinada en cajas de petri de 60x15 mm. e incubados a 25±2 grados 

centígrados durante 3 días. 

 

3.3. IDENTIFICACIÓN DE LARVAS DE AEDES AEGYPTI 

Tres días después de haber huevos, se escogieron al azar de cada una de las 

crías 10 larvas mediante el uso del estereoscopio binocular de 3x y goteros de 5 

ml. para la respectiva identificación de las larvas de Aedes aegypti para lo cual se 

emplearon las claves de identificación morfológica propuesta por Rabinovitch 

1989. 

 

3.4. ESTABLECIMIENTO DE LA CRÍA MASAL DE AEDES AEGYPTI   

 

3.4.1. Crianza masal de larvas: las larvas eclosionadas, plenamente 

identificadas como Aedes aegypti se dividieron en bandejas con dos litros 

de agua declorada, las larvas fueron alimentadas con alimento para peces 

(esquema 1). Cada dos días se renovaba el agua y el alimento. 
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3.4.2. Crianza de adultos: se transfirieron las crisálidas en grupos de 40, a 

envases plásticos de 300 ml. que contenían agua declorada, los envases se 

introdujeron en jaulas con marcos de madera de 50cm x 50 cm x 50 cm. 

cubiertas con tela velo suizo humedecido (Foto 2). Se esperaron 2 días para 

que la crisálidas se transformaran directamente en adultos dentro de las 

jaulas. Durante los dos primeros días de su vida como adultos, los 

mosquitos no fueron alimentados, pero a partir del tercer día se le 

suministraron en motas de algodón solución de miel al 10%. Las hembras 

para el mantenimiento de la cría se alimentaron con sangre de ratón albino 

de la especie Wistar (Foto 3) dos veces por semanas, para lo cual los 

ratones eran introducidos en pequeñas jaulas inmovilizados y luego 

expuestos en las jaulas de cría a la picadura de los adultos durante 2 horas.       

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Foto 2. Jaula de mantenimiento de la cría masal de Aedes aegypti 
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Foto 3. Ratones empleados para la alimentación de las crías hembras de 
Aedes aegypti 

 

 

3.4.3. Oviposición: se colocaron 3 cajas de petri con papel filtro humedecido y 5 

ml. de agua declorada (Foto 4.) en las esquinas de las jaulas de cría, las 

cuales sirvieron como puntos de oviposición. Para inducir la copula de los 

adultos se daban periódicamente leves golpes en la malla. 

 

 

Foto 4. Puntos de oviposición 
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3.5. DETERMINACION DEL CICLO DE VIDA DE AEDES AEGYPTI EN 

CONDICIONES CONTROLADAS DE LABORATORIO 

 

3.5.1. Huevos 

3.5.1.1. Determinación del tiempo de eclosión de los huevos: se tomaron 30 

huevos recién ovipositados de las jaulas de cría con pinceles estériles de 

15 cm de longitud y se colocaron de forma individual en recipientes 

plásticos de 30 ml de capacidad con 20 ml de agua declorada (Foto 5), se 

calculo el tiempo en que eclosionaron cada una de las larvas para lo cual 

se observaban los recipientes cada 6 horas y se estableció el promedio 

de la duración del estado del huevo. 

 

 

Foto 5. Ensayo para la determinación de los diferentes tiempos de duración 
de los estados inmaduros de Aedes aegypti 

 

 

3.5.1.2. Medición de huevos: 30 huevos fueron tomados de las jaulas de cría 

con pinceles estériles de 15 cm de longitud y colocados de manera 

individual en porta objetos para su respectiva medición (largo-ancho), 
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haciendo uso de un microscopio óptico con un objetivo de 10x, ocular de 

10x y micrómetro previamente calibrado. 

 

3.5.2. Larvas 

3.5.2.1. Estadios I, II, III, IV: para la determinación del tiempo promedio de cada 

uno de los 4 estadios larvarios se tomaron 120 huevos recién 

ovipositados de las jaulas de crías  y se dividieron de manera individual 

en recipientes plásticos de 30 ml de capacidad con 20 ml de agua 

declorada (Foto 5) enumerados del 1 al 120 luego se separaron en grupos 

de 30. 

 

Los grupos Nº 1, Nº 2, Nº 3 y Nº 4 fueron designados para determinar la longitud 

de cada uno de los estadios larvales I, II, III, IV mediante la observación 

permanente de cada una de las larvas. 

 

Conforme transcurría el ciclo biológico de cada  uno de los grupos de larvas y 

éstas llegaban al estadio a colectar, eran colectadas 1 hora después de la ecdisis 

y muertas en agua caliente y conservadas en alcohol etílico 70% posteriormente 

eran medidas haciendo uso de un microscopio estéreo dotado con micrómetro 

ocular.    

 

3.5.2.2. Estado pupal: 30 larvas recién eclosionadas fueron tomadas de la cría 

masal y mantenidas de manera individual en recipientes plásticos de 50 

ml en condiciones controladas de temperatura y HR mantenidas con 

alimento para peces (figura 1), cambiando periódicamente el agua que las 

contenía hasta el momento en que alcanzaban el estado pupal donde 

eran sacrificadas en agua caliente y mantenidas en alcohol etílico 70%  

para su posterior medición de largo y ancho de la cabeza y longitud de la 

cola empleando para ello un estereoscopio dotado de micrómetro. 
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3.5.2.3. Estado adulto: Para establecer el tiempo en el cual Aedes aegypti 

alcanza su estado adulto se procedió de igual forma que en la 

determinación del estado pupal. Las crisálidas obtenidas eran transferidas 

a recipientes plásticos oscuros de 100 ml. Los cuales disponían de 

pequeñas mangueras transparentes de 30 cm. de longitud en la parte 

superior de los recipientes por medio de los cuales eran recolectados los 

mosquitos emergidos. 

 

Los datos de tiempos de duración de los diferentes estados  eran tabulados en 

formatos como los presentados en  el anexo A.  

 

3.6. ESTANDARIZACION DE LOS COCOS 

 

3.6.1. Estandarización del tamaño, peso y volumen de agua de los cocos: 30 

cocos de la variedad océano provenientes de la misma cosecha, con 

tamaños y pesos similares fueron empleados para la estandarización del 

medio de cultivo para Bacillus thuringiensi H-14 var. Israelensi, para lo cual 

a cada uno de los cocos se les determino el tamaño mediante el empleo de 

una cinta métrica plástica (Foto 6), se tomaron medidas de ancho, largo y 

circunferencia de igual forma los cocos fueron pesados en una balanza y 

posteriormente se les retiro la concha y se les extrajo el agua de coco, la 

cual se midió en una probeta de 500 ml. las medidas de tamaño, peso y el 

volumen de agua fueron expuestas a análisis estadístico del programa 

Excel (estadística descriptiva) para obtener el promedio de las variables 

estandarizadas mas o menos dos desviaciones estándar. 
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Foto 6. Medición de los parámetros  de ancho, largo y circunferencia de los 
cocos 

 

3.6.2. Caracterización química del agua de coco: 

3.6.2.1. Cuantificación de proteínas verdaderas: para la evaluación del agua de 

coco como medio de cultivo para Bacillus thuringiensis var. Israelensi se 

realizo inicialmente la cuantificación de proteínas verdaderas mediante el 

método de LOWRY (Cruz D.C. 2002). Descrito a continuación: 
 

Reactivos: 

� Reactivo A:   Na2CO3 al 2%, NaOH 0,1 M 

� Reactivo B1:  CuSO4 ⋅ 5H2O al 1% 

� Reactivo B2:  tartrato sódico-potásico al 2% 

� Reactivo C: Se prepara en el momento de iniciar el ensayo, mezclando A, B1 y  

B2 en proporciones 50:0,5:0,5 (en volumen) 

� Reactivo Folin-Ciocalteau: reactivo comercial diluido a ¼ 

� Solución patrón de albúmina de suero bovino (2 mg/ml) 

� Muestra problema (agua de coco). 

 

Realización de la curva de calibrado: Para poder determinar la concentración de 

proteínas en la muestra problema (agua de coco) hay que contar con una curva 
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patrón o de calibrado que relacione la concentración de albúmina presente en cada 

tubo con la absorbancia determinada en el espectrofotómetro. Para realizar la curva 

patrón se tomaron diferentes volúmenes de la solución patrón de BSA (2 mg/ml) tal y 

como se detalla en la tabla 5. Tubos del 0 al 4. El tubo 0, que no contenía proteína y 

sí los reactivos, sirvió de blanco para el ajuste del espectrofotómetro a cero de 

absorbancia. 

 

Se llevaron a cabo los siguientes pasos: 

� Numerar los tubos de plástico de 10 ml,  del 0 al 6, 

� Pipetear las cantidades de agua, solución patrón de albúmina y solución 

problema de proteínas (muestras de agua de coco). 

� Se preparo el reactivo C, a partir de A, B1 y B2 

� A todos los tubos se le adiciono el reactivo C. se mezclaron el contenido de cada 

tubo y dejaron reposar 15 minutos en oscuridad. 

 

Tabla 5. Escala estándar de solución de albúmina (2 mg/ml) para la 
determinación de proteínas verdaderas del agua de coco 

 

Tubos 

 

Agua 

 

Patrón 

(2mg/ml) 

Problema 

(agua de 

coco) 

 

Reactivo C 

 

Folin diluido 

 

Abs.  

0 1,0 ml -- -- 5 ml 0,5 ml  

1 0,9 ml 0,1 ml -- 5 ml 0,5 ml  

2 0,8 ml 0,2 ml -- 5 ml 0,5 ml  

3 0,7 ml 0,3 ml -- 5 ml 0,5 ml  

4 0,6 ml 0,4 ml -- 5 ml 0,5 ml  

5 0,7 ml -- 0,3 ml 5 ml 0,5 ml  

6 0,5 ml -- 0,5 ml 5 ml 0,5 ml  
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� A continuación se adiciono el reactivo de Folin (diluido 1/4) a todos los tubos, 

mezclando bien. Se dejo reposar 30 minutos en oscuridad para que se desarrolle 

completamente la reacción coloreada. 

 

� Las lecturas de absorbancia fueron tomadas en el espectrofotómetro a nm. 

Previamente en el aparato se ajusto la absorbancia a cero con el blanco (tubo nº 

0); de esa forma sólo se determina la absorbancia producida por las proteínas 

modificadas, puesto que se resta la absorbancia debida a los  reactivos. 

 

3.6.2.2. Cuantificación de azucares: la determinación de azucares se llevo a 

cabo mediante el método del DNS (Cruz D.C. 2002) (Foto 7). Descrito a 

continuación.  

 

 

Foto 7.  Método de DNS para la determinación de concentraciones de 
azucares del agua de coco 

 

 

Se estableció una escala estándar de 0 a 1000 ppm dentro de una serie de tubos 

de ensayo, previamente lavados y sumergidos en solución de acido sulfúrico al 5% 

durante una noche, fueron introducidos 0; 0.2; 0.4; 0.6; 0.8 y 1 ml de solución 
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estándar (glucosa0.1%), completando a 1ml con agua destilada. Para el registro 

de los datos se elaboró la siguiente tabla: 

 

 

Tabla. 6. Escala estándar de glucosa anhidra 0.1% para la determinación de 
azucares del agua de coco 

 

Tubo 

 

ml de sol/n estandar. 

 

ml de agua destilada. 

Concentración 

final (ppm). 

Absorbancia 

(650 nm) 

1 0.0 1.0 0 - 

2 0.2 0.8 200 - 

3 0.4 0.6 400 - 

4 0.6 0.4 600 - 

5 0.8 0.2 800 - 

6 1.0 0.0 1000 - 

 

La determinación de azucares se efectuó sobre 1 ml de la muestra. 

Convenientemente diluida de cada uno de los 30 cocos evaluados. La curva 

estándar y las muestras  sufrieron las siguientes operaciones: 

 

� Fueron adicionados 1 ml del reactivo DNS. 

� Se agito fuertemente en un vortex. 

� Las muestras fueron sometidas a ebullición durante 5 minutos. 

� Se enfrió rápidamente (baño de hielo) 

� Posteriormente 8 ml de agua destilada fueron adicionados dentro de cada tubo. 

� Se agito fuertemente en un vortex. 

� Por ultimo se tomaron las lecturas de absorbancia a 650 nm. 

 

3.7. CULTIVO DEL BACILLUS THURINGIENSIS VAR. ISRAELENSIS EN 

AGUA DE COCO INTACTO 
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3.7.1. Preparación de suspensión de la bacteria a partir del material 

comercial (VectoBac G): se procedió a pesar 25 gramos del material 

comercial (VectoBac G) y se vertieron en un beaker de 200 ml. a los cuales 

se le adicionaron 100 ml de agua destilada, se coloco en agitación durante 

30 min. Luego se filtró y se recogió la suspensión en un beaker de 100 ml. 

se llevó a cabo la determinación de la concentración de la bacteria por 

centímetro cúbico en las suspensiones mediante la técnica de conteo en 

placa.   

 

3.7.2. Incubación del Bacillus thuringiensi var. israelensi en agua de coco 

intacto (cultivo 1) (Ventosilla, P. y Zneider, M. 1992): en la cámara de flujo 

laminar se llevo acabo la inoculación de 0.5 ml de solución de Bti H-14 a 

diferentes concentraciones, para lo cual en primera medida se le retiro la 

parte superior de la concha de los cocos hasta quedar expuestos los puntos 

de germinación, a través de los cuales se les inyecto la solución de Bti con 

la ayuda de una aguja hipodérmica estéril de 1 ml. posteriormente fueron 

sellados los puntos de germinación con cera derretida (Foto 8) e incubados 

durante 48 horas tiempo en el cual se esperaba que el Bti alcanzara su fase 

estacionaria. 

 

Las concentraciones de Bacillus thuringiensi H-14 var. Israelensi (Bti H-14) fueron 

1.69 x 107  ufc/ml,1.69 x 106  ufc/ml, 1.69 x 105 ufc/ml, 1.69 x 104 ufc/ml, 1.69 x 103 

ufc/ml, 1.69 x 102  ufc/ml. 

 

Se realizaron cuatro réplicas para cada concentración de suspensión de Bti H-14 

incubado y un control sin suspensión de Bti H-14. 
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Foto 8. Incubación del Bti  en el agua de coco intacto 

 

3.7.3. Evaluación del crecimiento: para llevar a cabo la evaluación del 

crecimiento de la bacteria en agua de coco intacto, se realizaron mediciones 

de densidad óptica a 495 nm en el espectrofotómetro cada 2 horas durante 

48 horas a partir de la incubación del Bti en el agua de coco (Foto 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Foto 9. Evaluación del crecimiento de Bacillus thuringiensi H-14 var. 
Israeliensis en agua de coco intacto. Toma de muestras 
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3.8. BIOENSAYOS DE LABORATORIO 

 

3.8.1. Determinación de las dosis letales media (DL50) de  Bacillus 

thuringiensi var. israelensi cultivado en agua de coco intacto (OMS 

1992): se realizó un bioensayo de laboratorio para el cultivo realizado 

previamente en el laboratorio. 

Las concentraciones que se evaluaron de Bacillus thuringiensis var. Israelensi 

cultivado en agua de coco intacto fueron las siguientes:  

 
CONCENTRACIONES Ufc/ml 

C1 267.000 
C2 667.500 
C3 1.682.100 
C4 4.218.600 
C5 10.626.600 
C6 16.020.000 
C7 22.695.000 
C8 26.700.000 

           C9 (comercial) 7.320.000 
C10 0 

 

Se realizaron tres réplicas por cada concentración a evaluar y dos controles. En 

vasos plásticos de 200 ml. se agregó 100 ml. de agua declorinada a pH = 7.2 y la 

dosis de Bti cultivado en agua de coco a evaluar, se agitó la solución 

posteriormente un total de 30 larvas del III estadio provenientes del mismo nidal 

contenidas en 40 ml de agua en iguales condiciones se vertieron en los vasos 

plásticos con un volumen final de solución de 140 ml. por cada replica (foto 10). 

Los controles se prepararon en iguales condiciones uno sin el biolarvicida y otro 

con la dosis de biolarvicida comercial (VectoBac G) sugerida por el distribuidor. La 

mortalidad fue observada a las 12, 24, 48 y 72 horas de exposición, corregida por 

la formula Abbot si esta excedía el 5% en el control. Los porcentajes de mortalidad 

(%M) obtenidos fueron sometidos a análisis estadísticos utilizando el modelo 

Probit del programa estadístico SPSS. 
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Foto 10. Bioensayos de laboratorio. Determinación de las concentraciones 
letales media (DL50) de  Bacillus thuringiensi var. israelensi cultivado en 

agua de coco intacto 
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4. RESULTADOS Y ANÁLISIS 

 

4.1. OVITRAMPAS 

4.1.1. Recolección de los huevos: Los siguientes datos muestran las diferentes 

especies de mosquitos identificados en los barrios 20 de Enero, las Delicias, 

Cortijo y Barlovento. 

 

Tabla 7. Especies de mosquitos identificados en los barrios 20 de Enero, Las 
Delicias, Cortijo, Barlovento 

BARRIOS MUESTREADOS ESPECIE DE MOSQUITOS 
 

 

20 de Enero 

� Aedes aegypti 

� Culex nigripalpus 

� Culex coronatur 

� Culex quinquefasciatus 

 

 

Las Delicias 

� Aedes aegypti 

� Culex coronatur 

� Culex quinquefasciatus 

� Toxorhy 

 

 

Cortijo 

� Aedes aegypti 

� Culex nigripalpus 

� Culex coronatur 

� Culex quinquefasciatus 

 

 

Barlovento 

� Aedes aegypti 

� Culex nigripalpus 

� Culex coronatur 

� Culex quinquefasciatus 

�  Toxorhynchites sp. 
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Concordando con los resultados obtenidos por el Departamento Administrativo de 

Seguridad Social en Salud (DASSSALUD) en su reporte “especies de mosquitos 

presentes en el municipio de Sincelejo” del año 2005, en el cual se reportó la 

presencia de Aedes aegypti, Culex nigripalpus, Culex coronatur, Culex 

quinquefasciatus, Toxorhynchites sp., de igual forma destacan la presencia de 

Anopheles sp. Género de mosquito que no se logró identificar en el presente 

estudio debido a que las especies de este género se caracterizan por ovipositar en 

una gran diversidad de hábitat acuáticos naturales (Faran 1980), la calidad del 

agua va desde clara a moderadamente turbia, puede ser salobre o fresca, 

relativamente limpia o con moderada polución, lo que disminuyó 

considerablemente la posibilidad de que ovipositaran en recipientes artificiales 

como las ovitrampas empleadas es este estudio para la recolección de huevos, 

por su parte las especies presentes en el Tabla 5 se caracterizan por colocar sus 

huevos en recipientes artificiales (ovitrampas). 

 

4.1.2. Identificación de larvas de Aedes aegypti: La identificación se llevó a 

cabo, mediante el uso de claves taxonómicas propuestas por Rabinobitch. 

 

La columna derecha representan las claves taxonómicas propuestas por 

Rabinobitch 1989, por su parte la columna izquierda corresponden a las fotos de 

las características morfológicas identificadas en el laboratorio que comprueban 

que en el presente estudio realmente se trabajó con la especie Aedes aegypti en 

el establecimiento de la colonia y los bioensayos de laboratorio.      
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Foto 11. Sifón con un par de cerdas simples o múltiples. 

 

 

 

 

 

 

Foto 12. Extremo del abdomen de Aedes. Silla de montar del segmento X 
incompleta 
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Foto 13. Brocha ventral con cinco o más pares de cerdas que nacen de una 
grilla 

 

 

 

 

 

Foto 14. Dientes del peine del segmento VIII dispuestos en una fila, con 
espina central larga 
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Foto 15. Tórax con espinas laterales muy evidentes 

 

 

 

 

 

Foto 16. Dientes del peine del segmento VIII con espinas laterales visibles 
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Foto 17. Cerda 7 de la cabeza simple 

 

4.1.3. Determinación del ciclo de vida de Aedes aegypti en condiciones 

controladas de laboratorio: El ciclo de vida de Aedes aegypti de huevo a 

pupa en condiciones controladas de laboratorio a temperatura (29.5-31.2 
oC) y HR (53.6-58.6%) se completó en 11.02 días, los tiempos de duración 

en días de cada estado y estadio se encuentran en la Tabla 8. 

 

Tabla 8. Duración en días de los estados inmaduros de Aedes aegypti 
bajo condiciones de laboratorio (Tº C 29.5 -  31.2, HR  53.6 -  58.6%) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESTADOS MEDIA ( X ) 
 (días) 

DESVIACION 
ESTANDAR (S) 

 

X ± 2S 

NIVEL DE 
CONFIANZA 

(95.0%) 

HUEVO 2,60 0,7239 1.16 – 4.04 0,2703 

 

 

LARVAL 

I 1.00 0 1 – 1 0 

II 1,03 0,1825 0.67 – 1.39 0,0681 

III 1,20 0,4068 0.39 – 2.01 0,1519 

IV 3,46 0,6288 2.21 – 4.71 0,2348 

PUPA 1,73 0,5208 0.69 – 2.77 0,1944 

TOTAL 11.02  
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Grafico 1. Duración en días de los estados inmaduros de Aedes aegypti bajo 
condiciones de laboratorio (T oC 29.5 -  31.2   , HR  53.6 -  58.6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 77

Tabla 9. Comparación de los tiempos de duración en días de los diferentes estados inmaduros de Aedes 
aegypti obtenidos con algunos datos reportados 

 

 

 

Estado  

Ensayos 
To     29.5–31.2 oC 
HR   53.6–58.6% 

Jaramillo K., (2005)1  
To  28 – 30 oC, 
HR 96 – 98% 

Manrique-Saide 
(1998)2 

To 21.1– 33.7 oC, 
HR 90–  96 % 

Xoliot, 
Hernández. Ruth3 
To 28 – 32 oC, 
HR 94– 96% 

Club Rotario4 
To  26– 30 oC, 
HR 84 –  90 % 

Huevo 2.60 2 2 2.5 2 

 

 

Larva  

I 1 2 1 1 1 

II 1.03 2 2 2 1 

III 1.20 2 1.1 1 2 

IV 3.46 3 4 3 2.5 

Pupa 1.73 3 3.05 2 2 

Total  11.02 14 13.15 11.5 10.5 

                                                 
1 Lucero J, Jaramillo k. http://redalyc.uaemex.mx/redalyc/pdf/363/36309905.pdf 
2 Manrique-Saide (1998).   Rev Biomed 1998; 9:84.   México.   
3 Xoliot, Hernández. Ruth. Departamento de Vectores Publicado en el “Boletín epidemiológico” de los Servicios de Salud de Veracruz 
Semana 32. 
4 Club Rotario de San Juan, Puerto Rico. http://www.salud.gov.pr/vDengue/Docs/Escuela%20Secundaria.pdf            
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Los resultados de los tiempos de duración obtenidos en el presente trabajo se 

encuentran muy cercanos a los obtenidos por varios autores; tal es el caso de lo 

reportado por Jaramillo (2005), donde se determinó que el ciclo de vida de los 

estados inmaduros de Aedes aegypti se lleva a cabo en 14 días, 2.98 días mas 

que lo determinado en el presente estudio. De igual forma  Manrique-Saide (1998) 

reporta un tiempo de duración de 13.15 días, por su parte Xoliot (2005), y Club 

Rotario de San Juan (2004), reportan un tiempo de duración de 11.5 y 10.5 días 

respectivamente. Las diferencias existentes entre los distintos trabajos puede ser 

consecuencia de las diferentes condiciones controladas a las cuales fueron 

sometidas los especimenes de Aedes aegypti para su cría, tal es el caso de la 

temperatura la cual varia en los tres trabajos, así como la HR que de una u otra 

manera afectaron el desarrollo de los diferentes estados inmaduros permitiendo 

una variación en la longevidad de cada uno de los estados. De igual forma la 

cantidad y calidad del alimento empleado para mantener las larvas y el periodo 

con que eran alimentadas es un factor influyente en los resultados. Pero cabe 

mencionar que los resultados se ajustan a lo reportado comprobando que los 

especimenes empleados para llevar a cabo el presente estudio se encuentran 

dentro de los rangos normales. 
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Tabla 10. Medidas en milímetros de cada uno de los diferentes estados 
inmaduros del mosquito Aedes aegytpi criado en condiciones controladas 

de laboratorio 
 

 

ESTADO 

 

MEDIA( X ) 
(mm) 

 
DESVIACION 
ESTANDAR (S) 

 

X  ± 2S 
 

NIVEL DE 
CONFIANZA 

(95.0%) 

 

HUEVO 

Largo 0,645 0,0382 0.569 – 0.721 0,0142 

Ancho 0,187 0,0192 0.149 – 0.225 0,0072 

 

LARVA 

(Longitud 

total) 

I 2,937 0,2693 2.399 – 3.475 0,1005 

II 4,164 0,1208 3.923 – 4.405 0,0451 

III 5,965 0,3448 5.276 – 6.654 0,1287 

IV 7,436 0,6061 6.224 – 8.648 0,2263 

 

PUPA 

Cabeza Largo 1,729 0.1549 1.420 – 2.038 0,0578 

Ancho 1,322 0.12019907 1.082 – 1.562 0,04488307 

Cola  3,517 0,27350765 2.970 – 4.064 0,10212943 

X= Promedio; S= desviación estándar  
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Grafico 2. Medidas en milímetros de cada uno de los diferentes estados 
inmaduros del mosquito Aedes aegypti criado en condiciones controladas 

de laboratorio (ToC 29.5 - 31.2, HR  53.6 - 58.6) 
 

 

 

Al llevar a cabo la medición de los parámetros, largo y ancho de los diferentes 

estados inmaduros del mosquito Aedes aegypti se encontró que los huevos 

presentaron un promedio de 0,645 mm y 0.187 mm de ancho. En su estado larval 

presento una longitud total inicial de 2.937 mm en el I estadío para alcanzar luego 

de 3 mudas una longitud final de 7.436 mm en el IV estadío; por otra parte la pupa 

de Aedes aegypti presentó en la cabeza un largo promedio de 1.729 mm y ancho 

de 1.322 mm, la cola de la pupa alcanza un largo de 3.517 mm. 
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4.2. ESTANDARIZACIÓN DE LOS COCOS 

 

4.2.1. Estandarización del tamaño, peso, volumen de agua de coco, 

concentración de proteínas verdaderas y azucares: Los siguientes 

resultados muestran los valores promedio de tamaño, peso, volumen de 

agua de coco, concentración de proteínas verdaderas y azucares de los 30 

cocos intactos empleados para el cultivo de Bacillus thuringiensis H-14 var. 

Israelensi. 

 

 
Tabla 11. Valores promedio de tamaño, peso, volumen de agua de coco, 

concentración de proteínas y azucares 
 

VARIABLES PROMEDIO 

 
Tamaño (cm) 

Largo 23,80 
 
Ancho 

 
16,48 

 
Circunferencia 

 
50,69 

Peso (g) 102   1028.14 
Volumen de agua de coco (ml)  108,33 

Proteínas verdaderas (ppm)  898 
Azúcares (ppm)  494.3 

 
 

 

Tabla 12. Caracterización química del agua de coco 

Componente Agua de coco 

Literatura* Ensayos 

Proteína verdadera (ppm) 1000           898 

Azúcares (ppm) 55000           494.3                       

*Valores reportados en www.infoagro.com.  Se empleó el método de DNS y Lowry para la 

clasificación de azúcares y proteínas.    
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El agua de coco analizada mediante los métodos de LOWRY y DNS, presentó los 

valores de la columna “Laboratorio” de la Tabla 12. Comparado con los valores 

reportados en la literatura (www.infoAgro.com El cultivo del coco, 2002) afirmamos 

que el contenido de proteína del agua de coco está alrededor de 1000 ppm, 

siendo consistente con lo reportado por la literatura.  

 

Sin embargo no podemos decir lo mismo con el contenido de azúcar, ya que el 

valor determinado por el método del DNS no se acerca al valor reportado en la 

literatura. Si se tiene en cuenta que los resultados obtenidos mediante el método 

del DNS están expresados en términos del contenido de glucosa libre (en este 

caso el stock utilizado fue de glucosa), mientras que el valor reportado fue el de 

contenido de carbohidratos totales, por lo tanto, los valores no son comparables.   

 

Hecha esta advertencia, el método del DNS fue utilizado no para determinar 

contenido de azúcares, sino como un parámetro de estandarización para 

cuantificar concentración de carbohidratos. 

 

 

4.3. CULTIVO DEL Bacillus thuringiensis H-14 var. Israelensi EN AGUA DE 

COCO INTACTO 

 

4.3.1. Preparación de suspensiones de la bacteria a partir del material 

comercial: La suspensión preparada a partir del material comercial 

(VectoBac G) presentó una concentración de 1.69*10 8  UFC/ml (ver 

metodología 3.7.1) 
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4.3.2. Incubación del Bacillus thuringiensis H-14 var. Israelensis en agua de 

coco intacto:   

 

Grafico 3. Curvas de crecimiento de Bti H-14 en las diferentes 
concentraciones evaluadas 
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Al caer sobre los cuerpos una radiación y dependiendo de sus características 

superficiales, absorben una parte de ésta e inciden el resto, el cociente entre la 

radiación absorbida y la radiación incidente se conoce como absorbancia. Uno de 

los métodos para determinar el crecimiento bacteriano (Grafico 3) es la 

determinación de la densidad óptica a 495 nm, donde la cantidad de células 

presentes en el cultivo darán una lectura proporcional de absorbancia dentro de 

ciertos limites (www.solarpedia.es). 
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Grafico 4. Regresión lineal de las diferentes concentraciones incubadas de 
Bacillus thuringiensi H-14 var. Israeliensis en agua de coco intacto 

 

 

En la concentración # 1 (16.900.000 ufc/ml) el microorganismo tenia un numero 

inicial de crecimiento superior a los demás ensayados lo que le permitió alcanzar 

una población microbiana de mayores dimensiones partiendo del hecho de la 

homogeneidad en las condiciones. 

En el ensayo el microorganismo en la concentración #1 tuvo un buen 

comportamiento de crecimiento con una fase de adaptación a las condiciones del 

cultivo, relativamente corta de aproximadamente 8-10 horas con respecto a las 

demás concentraciones que se adaptaron en periodos superiores a las 12 horas 

presentando una fase logarítmica estable hasta las 24 horas (ver gráfico 3) en 

donde se pudo ver afectado por diversos factores ambientales y nutricionales 

como una variación en la temperatura, acumulación de ácidos orgánicos 

producidos durante su metabolismo, acumulación de CO2, cambio de utilización 

del sustrato por agotamiento del mismo (glucosa × sacarosa), (carbohidratos × 
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lípidos), (lípidos × proteínas) tardando pocas horas en restablecer o reactivar un 

adecuado crecimiento, demostrando la capacidad de adaptación a los 

componentes naturales del medio de cultivo (agua de coco). 

 

La concentración #2 (1.690.000 ufc/ml) a pesar de tener un numero inicial de 

microorganismos inferior a la concentración #1  presento un comportamiento de 

crecimiento muy parecido a la C1 alcanzando valores de D.O cercanos (Gráficos 3 

y 4). Lo que nos permite sugerir el empleo de la concentración 2 para llevar cabo 

cultivos de producción masiva del Bti en agua de coco disminuyendo los costos de 

producción. 

. 

Comparando los requerimientos nutricionales del Bti, Galán,  (1996), con la 

composición nutricional del coco reportado en www.infoagro.com El cultivo del 

coco 2002 (Tabla 3), se puede afirmar que existen de manera general una fuente 

de nutrientes amplia que favorece el crecimiento de la bacteria, existe gran 

cantidad de agua, un pH óptimo (5.7), factores de crecimiento (vitaminas) y 

minerales esenciales. Todas esas condiciones fueron las especificas para 

estimular el crecimiento del Bti, sumado a esto tenemos que el volumen inicial del 

inoculo permitieron un mejor desarrollo del Bacillus thuringiensi en el sustrato en 

estudio. 

 

Independientemente del tamaño del inoculo inicial sembrado en los cocos en 

iguales condiciones de tratamiento (tamaño de los cocos, volumen del agua, 

estado fisiológico de los cocos, etc.) se puede afirmar que los diferentes cultivos 

tuvieron un buen desarrollo en este sustrato (Gráfico 4) debido a que en ningún 

tratamiento las bacterias se inhibieron y mucho menos se eliminaron. Todas 

mostraron un desarrollo completo (ver curva de crecimiento gráfico 3). 

 

Ventosilla y col. (1992) demostraron buenos resultados en el cultivo y acción 

toxica del Bti utilizando agua de coco e infusión de espárragos, de igual forma en 

Colombia Cruz D.C, (2000) reportaron excelentes resultados en el crecimiento del 
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Bacillus thuringiensi var. kurtasi empleando agua de coco estéril obteniendo 

resultados similares a los de Barjac considerado un medio estándar.  

 

 

4.4. BIOENSAYOS DE LABORATORIO 

 

4.4.1. Determinación de la mortalidad de las larvas del mosquito de Aedes 

aegypti en presencia del Bti cultivado en agua de coco intacto 

 

Tabla 13. Porcentajes de mortalidad de larvas del estadio III de Aedes aegypti 
en el bioensayo utilizando Bacillus thuringiensis H-14 var. Israelensis, 

cultivado en agua de coco intacto 
 

PORCENTAJE DE MORTALIDAD 

Concentración 4h 8h 12h 24h 48h 72h 

267000 0 0 7 14 24 37 

667500 0 0 10 16 26 39 

1682100 0 0 17 21 57 73 

4218600 0 3 17 34 87 100 

10626600 0 6 20 49 92 100 

16020000 0 11 33 81 100 100 

22695000 0 18 57 94 100 100 

26700000 0 32 63 100 100 100 

Control (VectoBac G )  
7320000 

52 100 100 100 100 100 

Control H2O  
0 

0 0 0 0 0 0 

  

Los resultados de la tabla anterior muestran que el coco intacto es un medio de 

cultivo optimo para el desarrollo y producción masiva de Bacillus thuringiensis H-

14 var. Israelensis, en donde su acción toxica sobre las larvas de Aedes aegypti y 

su efecto larvicida es similar al bioinsecticida comercial, aunque menos eficiente. 
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Indicando que el agua de coco presenta los requerimientos nutricionales y sales 

minerales necesarios para el desarrollo de esta bacteria. 

 

Durante muchos años el Temephos (organofosforado) demostró ser un excelente 

larvicida, de bajo costo y con acción rápida para controlar la enfermedad del 

dengue. La aparición de casos de resistencia, la contaminación del ambiente, la 

muerte de algunos insectos benéficos para la agricultura y la potencial toxicidad en 

los seres humanos, obligo a buscar otros productos. El presente estudio sugiere 

que el Bti cultivado en agua de coco intacto constituye una alternativa segura, 

efectiva y de bajo costo para el control del dengue, que puede remplazar el uso de 

organofosforados o disminuir su uso, al combinar ambos métodos.    

 

Para recomendar este protocolo experimental como un procedimiento efectivo 

para el control del mosquito de Aedes aegypti es necesario realizar los cálculos de 

la Dosis Letal (DL50) utilizando la prueba estadística PROBIT reportada por  M.C. 

Díaz Baez y colaboradores (2004)5.  

 

4.4.2. Determinación de la Dosis Letal (DL50) aplicando el Método 

Estadístico Probit6 

 

Uno de los aspectos importantes en toxicología y ecotoxicología es la relación 

entre la concentración de un compuesto químico a la cual se expone un organismo 

y el consecuente efecto nocivo que le produce. Esta relación, conocida como la 

relación dosis-respuesta, constituye la base para la evaluación del peligro y el 

riesgo generado por las sustancias químicas en el medio ambiente. 

 

                                                 
5 ENSAYOS TOXICOLÓGICOS Y MÉTODOS DE EVALUACIÓN DE CALIDAD DE AGUAS 
Estandarización, intercalibración, resultados y aplicaciones Editado por Gabriela Castilo  IDRC/IMTA 2004 
6 DÍAZ BAEZ, María Consuelo; BULUS ROSSINI, Gustavo Daniel y PICA GRANADOS, Yolanda. Capítulo 5. Métodos 
Estadísticos para el Análisis de Resultados de Toxicidad 
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Existen muchas formas de determinar la toxicidad, y aunque los efectos 

bioquímicos, fisiológicos, reproductivos y de comportamiento son de gran utilidad, 

el indicador comúnmente más utilizado es la muerte del organismo de prueba. La 

mayoría de las pruebas de toxicidad suministran una estimación de la dosis (o 

concentración en el alimento, aire o agua) que produce una respuesta tóxica a un 

nivel del 50%. Por ejemplo, la dosis letal media es la dosis o concentración que 

mata al 50% de la población (DL50). 

 

Desde el punto de vista estadístico, el tipo de variable generada por la respuesta 

influencia en gran medida el tipo de análisis a aplicar sobre los datos. En este 

sentido, se pueden encontrar variables cualitativas (muerto-vivo, ausente-

presente), cuantitativas discretas (núm. de muertos, % de muertos) y cuantitativas 

continuas (reducción del crecimiento en longitud o peso). En el caso de las 

variables cualitativas, debido a sus características, es muy difícil establecer 

relaciones cuantitativas con la dosis y, en general, se diseñan los experimentos de 

manera tal para evaluar respuestas cuantitativas. En nuestro caso se trabajó con 

variables cualitativas muerto-vivo  y se estimaron en porcentaje tal como se 

muestra en la tabla 13, para la aplicación del Bti a varias concentraciones y a 

varios tiempos de exposición de la larva a la bacteria. 

 

Para el análisis de las relaciones cuantitativas entre la dosis y la respuesta, es 

necesario recurrir a modelos matemáticos que describan dicha relación. Para fla 

estimación de la Dosis Letal (DL50) se utilizó un método probabilística encontrado 

dentro de los métodos que utiliza el paquete estadístico SPSS como lo es el 

Método Probit. Para ello se calcularon los valores del Probit empírico que se 

consignan en la tabla 14. 
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Tabla 14. Cálculo del Probit Empírico, utilizado para la estimación de 
la Dosis Letal (DL50) 

Concentración del Bti 
(ufc/ml) 

Log10 [C] 
Nº de 

Larvas 
Probit Empírico 

( C ) (X) (N) (PE) 
8h 12h 24h 48h 72h 

267000 5,43 30 - 3,52 3,92 4,29 4,67 

667500 5,82 30 - 3,72 4,01 4,36 4,72 

1682100 6,23 30 - 4,05 4,05 5,15 5,61 

4218600 6,63 30 3,12 4,05 4,05 6,13 9,09 

10626600 7,03 30 3,45 4,16 4,16 6,41 9,09 

16020000 7,20 30 3,77 4,56 4,56 9,09 9,09 

22695000 7,36 30 4,08 5,18 5,18 9,09 9,09 

26700000 7,43 30 4,53 5,33 5,33 9,09 9,09 

7320000 6,86 30 5,05 9,09 9,09 9,09 9,09 

0 - 30 - - - 2,67 2,67 

 

Con los resultados del Probit Empírico para cada una de las concentraciones utilizadas y 

para cada uno de lo tiempos de exposición de las larvas a la bacteria, se construyeron los 

gráficos de regresión lineal que se muestran en el gráfico 5. 
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Gráfico 5. Regresión Lineal de las relaciones Probit Empírico Vs Log (X) 
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Tabla 14. Resumen de los datos estadísticos extraídos de las gráficas de regresión 
lineal 

TIEMPO m R^2 S 
8h 7,4300 0,8600 1,7600 
12h 7,2750 0,9301 0,9050 
24h 7,2750 0,8215 0,7050 
48h 6,0250 0,8644 2,6990 

72h 5,7117 0,7639 3,6870 

 

En la tabla 14 se muestran  la pendiente (S), el índice de regresión lineal (R^2) y el valor del 

logaritmo de la concentración de X para un Probit de 5 (m).  Este valor de m es utilizado 

para el cálculo de la Dosis Letal (DL50) según el método que estamos utilizando. 

 

Según la tabla 14, la gráfica de la regresión lineal que tiene el mejor índice de correlación es 

la que corresponde a 12h de exposición, que alcanza un valor de 93%. 
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Para obtener una mejor resolución de los resultados obtenidos para el bioensayo a 12 horas 

de exposición se dibujó una nueva gráfica, que se muestra en el Gráfico 6. 

 

Gráfico 6. Regresión Lineal para 12h de exposición de las Larvas a varias 
concentraciones del Bti 
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A continuación se muestran los datos estadísticos de la gráfica anterior y se consignan en la 

tabla 16. Aquí se muestra que para este tiempo de exposición de las larvas del mosquito de 

Aedes aegypti, presenta una Dosis Letal (DL50) de 29512092 ufc/ml de Bti para un tiempo 

de exposición de 12h con un índice de correlación del 99.47%.  

 

Para validar estos resultados, fue necesario realizar una prueba Chi cuadrado que nos 

arrojó el resultado esperado, o sea, que la gráfica de regresión lineal que tiene el mejor 

ajuste lineal es aquella que corresponde al tiempo de exposición de 12h, con un valor 

experimental para el Chi cuadrado de 6.62 siendo muy menor, comparado con el valor 

teórico de 12.6. Ver anexos. 
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Tabla 16. Datos para dibujar la gráfica 6 de regresión lineal para 12h de exposición de 
las larvas con Bti 

Concentración del 
Bti (ufc/ml) 

Log10 [C] 
Probit 

Empírico 
Probit 

Calculado 

( C ) (X) 
(PE) (Y) 

8h 

267000 5,43 - - 
667500 5,82 - - 
1682100 6,23 - - 
4218600 6,63 3,12 4,52 
10626600 7,03 3,45 4,75 
16020000 7,20 3,77 4,85 
22695000 7,36 4,08 4,94 
26700000 7,43 4,53 4,98 
7320000 6,86     

0 -     

     

m DL50 R^2 S 

7,47 29512092 0,9947 1,7395 

 

 

Para mejorar la presentación de la Dosis Letal determinada experimentalmente según los 

gráficos y tablas inmediatamente anteriores, es necesario hacer el cálculo del intervalo de 

confianza para el cual se cumple dicha dosis. Los resultados arrojaron un valor de 

±6013134 ufc/ml de Bti. Por lo tanto el valor obtenido y reportado para la Dosis Letal (DL50) 

del Bti para las larvas del mosquito de Aedes aeqypti es de 29512092 ± 6013134 ufc/ml. 
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5.  CONCLUSIONES 

 

� Al considerar la tendencia del crecimiento del Bacillus thuringiensi H-14 var. 

Israeliensis en el agua de coco intacto y actividad toxica frente a larvas del 

mosquito de Aedes aegypti, se puede concluir que el agua de coco intacto 

es un medio competente para el cultivo de Bti H-14. 

 

� Identificar un ingrediente no convencional como medio de cultivo para una 

bacteria con usos tan significativos como esta, es una alternativa para 

disminuir costos de producción y para ofrecer a la población mas afectada 

una técnica domestica para el cultivo de Bti H-147 y la producción de la 

toxina con el fin de disminuir la proliferación del vector del dengue. 

 

� El ciclo de vida de los estados inmaduros de Aedes aegypti en condiciones 

controladas de laboratorio (T y HR) presenta una duración de 11.02 días, 

presentando 5 mudas a lo largo del proceso con 4 estadios larvales con una 

duración promedio de 6.69 días y un estado pupal con una duración 

promedio de  1.73 días. 

 

� El mosquito Aedes aegypti criado en condiciones controladas de laboratorio 

en sus estado inmaduros presenta las siguientes medidas: huevo con un 

ancho de   0,187 mm  y largo  0,645 mm, en su estado larval el primer 

estadio presenta una longitud promedio de 2,937 mm el segundo estadio                 

4,164 mm, el tercer y cuarto estadio  5,965 mm y 7,436 mm            

respectivamente, por su parte el estado pupal presenta una caja toraxica 

con una longitud promedio de 1,729 mm  y con un ancho de   1,322     mm, 

la cola de la pupa presento una medida de 3,517 mm. 
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La Dosis Letal (DL50) obtenida experimentalmente para un tiempo de exposición 

de 12h de las larvas del mosquito de Aedes aegypti  a la presencia del Bti 

cultivado en agua de coco intacta fue de 29512092 ± 6013134 ufc/ml. 
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6.  RECOMENDACIONES 

 

� Para posteriores evaluaciones del agua de coco intacto como medio de 

cultivo, se recomienda realizar ensayos con otras variedades de Bacillus 

thuringiensis. 

 

� Identificar métodos de cuantificación de carbohidratos para poderlos 

comparar con lo reportado. 

 

� Realizar una curva de crecimiento más amplia y a menos intervalo de 

tiempo para comparar con exactitud el comportamiento de la bacteria en el 

agua de coco intacto con un medio estándar. 

 

� Llevar a cabo los ensayos de toxicidad del Bti H-14 sobre larvas de Aedes 

aegypti en campo controlado y campo abierto. 

 

� Realizar Bioensayos de laboratorio para determinar la toxicidad de Bacillus 

thuringiensis H-14 var. Israelensis cultivado en agua de coco intacto sobre 

otras especies transmisoras de enfermedades. 

 

� Realizar de la mano de las entidades encargadas de la salud pública en el 

Departamento de Sucre la socialización de la técnica de producción de 

Bacillus thuringiensis H-14 var. Israelensis en agua de coco en los barrios 

mas afectados  por el dengue, implementar programas de educación 

teórico-práctico de dicha metodología. 

 

� Identificar y evaluar otros ingredientes no convencionales como medio de 

cultivo para Bacillus thuringiensis H-14 var. Israelensis que hagan parte de 

los cultivos más importante y de bajo costo del Departamento de Sucre. 
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Anexo A.  Estadio I  

 

ESTADIO I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LARVAS DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 

1 H = I II.   
2 H = I II.   
3 H = I II.   
4 H = I II.   
5 H = I II.   
6 H = = I II.  
7 H = = I II.  
8 H = = I II.  
9 H = = I II.  
10 H = = I II.  
11 H = = I II.  
12 H = = I II.  
13 H = = I II.  
14 H = = I II.  
15 H = = I II.  
16 H = = = I II. 
17 H = = = I II. 
18 H = = = I II. 
19 H = = = I II. 
20 H = I II.   
21 H = I II.   
22 H = I II.   
23 H = I II.   
24 H = I II.   
25 H = I II.   
26 H = I II.   
27 H = I II.   
28 H = I II.   
29 H = I II.   
30 H = I II.   
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ESTADIO II 

 

LARVAS DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7 

1 H H I II III.   
2  H I II III.   
3 H H I II III.   
4 H H I II III.   
5 H H H I II III.  
6 H H H I II III.  
7 H H H I II III.  
8 H H H I II III.  
9 H H H I II III.  
10 H H H I II III.  
11 H H H I II III.  
12 H H H I II III.  
13 H H H I II II III. 
14 H H H I II III.  
15 H H H I II III.  
16 H H H I II III.  
17 H H H I II III.  
18 H H H I II III.  
19 H H H I I II III. 
20 H H H I II    III.   
21 H H H I II III.  
22 H H H I II III.  
23 H H H I II    III. III.  
24 H H H I II III.  
25 H H H I II III.  
26 H H H I II III.  
27 H H H I II III.  
28 H H H I II III.  
29 H H H I II III.  
30 H H H I II III.  
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ESTADIO III 

 

 
LARVAS DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7 DIA 8 

1 H = = I II III IV.  
2 H = = I II III IV.  
3 H = = I II III IV.  
4 H = = = I II III IV. 
5 H = = = I II III IV. 
6 H = = = I    II III IV.  
7 H = = = I    II III III IV. 
8 H = = = I II III IV. 
9 H = = = I II III IV. 
10 H = = = I II III IV. 
11 H = = = I II   III IV.  
12 H = = I II III IV.  
13 H = = I II III III IV. 

14 H = = I II III III IV. 
15 H = = I II III IV.  
16 H = = I II III IV.  
17 H = = I II III III IV. 
18 H = = I II III IV.  
19 H = = I II III III IV. 
20 H = = I II III IV.  
21 H = = I II III IV.  
22 H = = I II III IV.  
23 H = = I II II III IV. 
24 H = = I II II III IV. 
25 H = = I II II III IV. 
26 H = = I II III III IV. 
27 H = = I II II III IV. 
28 H = = I II II III IV. 
29 H = = I II III III IV. 
30 H = = I II II III IV. 
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ESTADIO IV 
 
 

LARVAS DIA  
1 

DIA 
2 

DIA   
3 

DIA   
4 

DIA   
5 

DIA 
6 

DIA   
7 

DIA  
8 

DIA  
9 

DIA   
10 

DIA  
11 

1 H = = I II II III IV.    
2 H = = I II III III IV.    
3 H = = I II II III IV.    

4 H = = I II III III IV.    
5 H = = I II II III III IV.   
6 H = = I II II III IV.    

7 H = = I /       
8 H = = I II III III IV.    
9 H = = I II II III IV.    

10 H = = I II II III IV.    
11 H = = I II II III IV.    
12 H = = I II III III IV.    

13 H = = I II III IV.     
14 H = = = I II III II III IV.    
15 H = = = I II III III III III IV. 
16 H = = = I II III III IV.   
17 H = = = I II III IV.    
18 H = = = I II III IV.    

19 H = = = I II III III IV.   
20 H = = = I I II III IV.   
21 H = = = I II III IV.    

22 H = = = I I II III IV.   
23 H = = = I II III IV.    
24 H = I II III IV.      
25 H = = = I II III IV.    

26 H = = = I II III IV.    
27 H = = = I II III III IV.   
28 H = = = I II III IV.    
29 H = = = I II III III IV.   
30 H = = = I II III III IV.   
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PUPA 

 

 

 

 

 

 

LARVAS DIA 
1 

DIA 
2 

DIA 
3 

DIA 
4 

DIA 
5 

DIA 
6 

DIA 
7 

DIA 
8 

DIA 
9 

DIA 
10 

DIA 
11 

DIA 
12 

DIA 
13 

DIA 
14 

1 H = = I II II III = IV = = = P  
2 H = = I II III III = IV = = = P  
3 H = = I II II III = IV = = P   
4 H = = I II III III = IV = = = P  
5 H = = I II II III = IV = = = = P 
6 H = = I II II III IV = = P    
7 H = = I II II III IV = = = P   
8 H = = I II II III = IV = = = P  
9 H = = I II II III = IV = = = P  
10 H = = I II II III IV = = = P   
11 H = = I II II III IV = = = = P  
12 H = = I II II III = IV = = = P  
13 H = = I II II III IV = = P    
14 H = = I II II III IV = = = P   
15 H = = I II II III = IV = = = P  
16 H = = I II III III IV = = P    
17 H = = I II II III IV = = P    
18 H = = I II II III IV = = P    
19 H = = I II III III IV = = P    
20 H = = I II II III IV = = P    
21 H = = I II II III IV = = P    
22 H = = I II II III IV = = P    
23 H = = I II II II III IV = = P   
24 H = = I II II III IV = = P    
25 H = = I II II III IV = = P    
26 H = = I II II III IV = = P    
27 H = = I II II III = IV = = P   
28 H = = I II II III IV = = P    
29 H = = I II III III IV = = P    
30 H = = I II II III = IV = = P   
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Anexo B.  Medidas de las larvas de Aedes aegypti mantenidas en 

condiciones controladas de laboratorio 

 

A) MEDICIONES DE HUEVOS 

 

 
 

HUEVO 
MEDICION 

LARGO (mm) ANCHO (mm) 
1 0.64 A: 0.20 
2 0.68 A: 0.22 
3 0.64 A: 0.16 
4 0.68 A: 0.20 
5 0.64 A: 0.20 
6 0.60 A: 0.16 
7 0.60 A: 0.18 
8 0.68 A: 0.20 
9 0.68 A: 0.20 
10 0.64 A: 0.16 
11 0.60 A: 0.20 
12 0.56 A: 0.16 
13 0.56 A: 0.16 
14 0.68 A: 0.16 
15 0.70 A: 0.18 
16 0.66 A: 0.20 
17 0.64 A: 0.18 
18 0.60 A: 0.20 
19 0.68 A: 0.18 
20 0.64 A: 0.20 
21 0.64 A: 0.20 
22 0.64 A: 0.18 
23 0.68 A: 0.20 
24 0.70 A: 0.22 
25 0.68 A: 0.20 
26 0.66 A: 0.20 
27 0.64 A: 0.18 
28 0.60 A: 0.16 
29 0.68 A: 0.20 
30 0.64 A: 0.20 

PROMEDIO 0.65 0.19 
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B) ESTADO LARVAL 

 

Longitud total 

 

LARVAS ESTADIO I 
(mm) 

ESTADIO II 
(mm) 

ESTADIO III 
(mm) 

ESTADIO IV 
(mm) 

1 2.88 4.32 6.80 7.31 
2 3.08 4.28 5.88 8.02 
3 2.72 4.16 6.48 6.82 
4 2.84 4.12 5.76 7.84 
5 2.72 3.92 5.84 6.78 
6 2.80 4.04 5.36 7.62 
7 2.88 4.16 5.60 6.75 
8 2.72 4.20 5.92 8.02 
9 2.88 4.36 5.80 7.40 
10 2.72 4.28 6.44 8.24 
11 2.68 4.32 5.72 6.26 
12 2.72 4.24 5.92 7.50 
13 3.40 4.12 5.68 6.44 
14 3.28 4.20 6.16 6.75 
15 3.52 4.08 5.72 7.87 
16 2.80 4.16 5.88 7.59 
17 2.56 3.88 5.92 7.19 
18 2.96 3.96 6.52 7.13 
19 2.80 4.00 6.44 8.12 
20 2.92 4.08 5.96 8.02 
21 2.68 4.12 5.72 8.46 
22 3.28 4.20 5.68 6.75 
23 3.36 4.16 5.52 7.87 
24 3.40 4.24 5.96 7.03 
25 2.68 4.16 5.92 8.49 
26 2.80 4.32 6.40 6.66 
27 2.88 4.20 6.48 7.34 
28 3.32 4.16 5.80 7.25 
29 3.12 4.32 5.72 7.59 
30 2.72 4.16 5.96 7.84 

PROMEDIO 2.94 4.16 5.97 7.43 
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C) ESTADO PUPAL 

 

 
PUPA 

MEDICION (mm) 

CABEZA: 
Largo 

CABEZA: 
Ancho 

COLA 

1 1.60 1.28 3.24 
2 1.92 1.40 3.92 
3 1.64 1.36 3.88 
4 1.72 1.40 3.40 
5 1.52 1.20 3.24 
6 1.72 1.32 3.72 
7 1.48 1.16 3.20 
8 1.88 1.40 3.92 
9 1.76 1.32 3.64 
10 1.48 1.24 3.36 
11 1.52 1.08 3.40 
12 1.84 1.40 4.28 
13 1.64 1.32 3.64 
14 1.84 1.32 3.40 
15 2.00 1.64 3.64 
16 1.84 1.40 3.44 
17 2.00 1.48 3.60 
18 1.56 1.16 3.52 
19 1.68 1.32 3.04 
20 1.68 1.28 3.24 
21 1.96 1.52 3.40 
22 1.92 1.28 3.36 
23 1.64 1.32 3.28 
24 1.68 1.36 3.36 
25 1.56 1.12 3.44 
26 1.72 1.32 3.72 
27 1.76 1.44 3.44 
28 1.92 1.36 3.88 
29 1.64 1.32 3.68 
30 1.76 1.16 3.24 

PROMEDIO 1.73 1.32 3.52 
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Anexo C.   Valores de tamaño, peso y volumen de agua de los cocos 

empleados para la estandarización del  medio de cultivo para Bacillus 

thuringiensis H-14 var. Israelensis 

 

 

 
COCOS 

TAMAÑO PESO  
(gr) 

VOLUMEN 
DE AGUA 

(ml) 
largo Ancho Circunferencia 

1 23.9 17.8 53.8 1105.631 119.00 
2 22.1 14.8 45.0 680.3887 148.00 
3 24.6 16.6 50.1 992.233 103.00 
4 24.9 18.4 57.7 1285.728 65.00 
5 24.0 15.6 48.1 1077.281 100.55 
6 23.6 16.3 52.0 878.835 88.50 
7 24.0 15.4 47.3 936.884 72.00 
8 25.1 17.6 56.0 1190.680 113.00 
9 25.5 15.9 51.9 1162.330 144.50 
10 24.7 16.4 51.2 1162.330 107.00 
11 25.2 18.4 57.2 1332.427 135.00 
12 24.3 17.2 54.9 1247.379 120.00 
13 23.8 16.4 48.4 935.5343 234.50 
14 23.4 16.2 50.7 1133.981 104.00 
15 23.8 15.7 50.4 878.8352 104.50 
16 23.1 16.2 50.7 963.8838 81.00 
17 23.7 15.7 47.8 992.2333 75.00 
18 19.6 16.1 46.6 708.7381 39.00 
19 22.0 16.6 51.8 1133.981 209.00 
20 20.7 16.0 49.0 1077.281 125.00 
21 22.9 15.4 46.8 907.185 57.00 
22 25.7 16.7 51.3 878.835 114.00 
23 25.2 17.9 55.9 1133.981 73.00 
24 22.7 15.4 47.4 907.185 48.00 
25 24.5 17.6 51.7 907.1845 110.00 
26 24.5 15.8 46.5 935.534 49.50 
27 21.6 15.6 49.7 1077.281 78.00 
28 24.7 16.6 49.2 1077.281 133.00 
29 24.2 17.3 50.2 992.233 148.00 
30 24.2 16.8 51.6 1219.029 152.00 

PROMEDIO 23.8 16.4 50.6 1028.142 108.34 
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Anexo D.   Tabla de estandarización para la determinación de la 

concentración de proteínas verdaderas del agua de coco mediante el método 

de Lowry 

 

 
CONCENTRACION ABSORBANCIA 

0 0 

0.2 0,420 

0.4 0,634 

0.6 0,667 

0.8 0,865 

 

B) Regresión lineal para los valores estándares de concentración 

regresion lineal de los valores estandares

y = 1,1915x
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Anexo E.  Tabla de estandarización para la determinación de las 

concentraciones de azucares del agua de coco mediante el método de DNS 

 

A)  
CONCENTRACIÓN PPM ABSORBANCIA 650 nm 

0 0 

200 0,091 

400 0,221 

600 0,341 

800 0,423 

1000 0,504 

 

 

B) Regresión lineal para los valores estándares de concentración 

 Curva de regresión lineal ajustada

y = 0,0005x
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Anexo F.  Valores de absorbancia de los siete grupos con concentraciones 

diferentes de Bti cultivado en agua de coco intacto 

 

 

Tiempo G 1 G 2 G 3 G 4 G 5 G 6 Control 
2 0.0247 0.0310 0.033 0.0325 0.033 0.019 0,0087 
4 0.0270 0.0085 0.046 0.0382 0.042 0.023 0,0125 
6 0.0240 0.0290 0.035 0.0430 0.036 0.018 0,0017 
8 0.0340 0.0350 0.053 0.0557 0.052 0.018 0,0040 
10 0.0640 0.0540 0.065 0.0630 0.059 0.029 0,0087 
12 0.0930 0.0610 0.095 0.1040 0.090 0.035 0,0150 
14 0.1740 0.1050 0.171 0.1430 0.121 0.036 0,0050 
16 0.2260 0.1730 0.211 0.2090 0.166 0.066 0,0280 
18 0.2370 0.2090 0.225 0.2090 0.209 0.094 0,0290 
20 0.2530 0.2430 0.221 0.2420 0.242 0.112 0,0425 
22 0.2880 0.2830 0.268 0.2490 0.266 0.135 0,0470 
24 0.3075 0.2510 0.242 0.2390 0.251 0.169 0,0240 
26 0.3077 0.2620 0.252 0.2470 0.258 0.181 0,0250 
28 0.3060 0.2770 0.260 0.2530 0.269 0.197 0,0302 
30 0.3127 0.2910 0.270 0.2620 0.280 0.215 0,0390 
32 0.2910 0.3240 0.305 0.2680 0.292 0.234 0,0650 
34 0.3380 0.3290 0.314 0.2880 0.317 0.257 0,0590 
36 0.3360 0.3570 0.328 0.2770 0.331 0.271 0,0320 
38 0.3052 0.3590 0.327 0.2770 0.346 0.279 0,0500 
40 0.3195 0.3030 0.333 0.2580 0.322 0.253 0,0460 
42 0.4080 0.3250 0.304 0.2650 0.342 0.267 0,0250 
44 0.4190 0.4130 0.379 0.3060 0.381 0.293 0,0470 
46 0.4280 0.4240 0.384 0.3140 0.396 0.313 0,0460 
48 0.4337 0.4470 0.390 0.3630 0.401 0.332 0,0434 

 

Concentración del G 1:16.900.000 ufc/ml 

Concentración del G 2: 1.690.000  ufc/ml 

Concentración del G 3: 169.000 ufc/ml 

Concentración del G 4: 16.900 ufc/ml 

Concentración del G 5: 1690 ufc/ml 

Concentración del G 6: 169  ufc/ml 

 

 


