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RESUMEN 

La beta exotoxina producida por Bacillus thuririgiensis 
se caracteriza por presentar un amplio espectro de toxicidad 
hacia insectos de diversos ordenes. Actualmente el interés -
en este compuesto radica en determinar su presencia en sobre 
nadantes de cultivos de Baci11us thurinqiensis de cepas nati_ 
vas y de importancia industrial.7con el propósito de probar t̂ e 
el método de precipitación con etanol es útil para detectar 
beta exotoxina en sobrenadantes de cultivos de Bacillus 
thurinqiensis y de aplicarlo a cepas nativas de este raicroor 
gani smo, se aplicó dicho método a cepas de colección interna 
cional reportadas como productoras (HD-59 y HD-41). Se c o m -
probó que ambas cepas producen beta exotoxina al presentar 
el espectro de absorción característico de este compuesto y 
similar al espectro de absorción del "patrón de referencia" 
ce beta exotoxina probado en este trabajo. La cepa HD-41, --
produjo una cantidad de beta exotoxina de 7.6 mg/1itro de me 
dio de cultivo, menor a la cantidad producida por la cepa --
HD-59 que fué de 28.4 mg/litro. El resultado de ésta última -
cepa se comprobó biológicamente en larvas de Mu sea doméstica 
de tercer estadio, obten iendose valores de dosis letal inedia 
DL-50 de 2.40 ul/g de dieta, comparado con 98.28 ul/g, obteni^' 
do con el "patrón de referencia" de beta exotoxina. De 10 
pas nativas analizadas, todas presentaron resulta dos negati-
vos para el método de precipitación con etanol, los cuales --
fueron corroborados con bioensayos, en donde valores menores 
al 10% de mortalidad fueron obtenidos. Por lo anterior c o n -
cluímos qu el método de precipitación con etanol es útil pa-
ra detectar la presencia de beta exotoxina a concentraciones 
mayores de 7.6 mg/litro en cultivos de Baci11us thurinq iens i s. 



INTRODUCCION 

Actualmente el uso indiscriminado de insecticidas quími_ 
eos para el control de insectos plaga, principalmente de i m — 
portancia agrícola y forestal, ha ocasionado diversos efectos 
nocivos en el medio ambi ente, tales como toxicidad selectiva, 
residualidad y resistencia adquirida en insectos. Las altera-
ciones de tipo ecológico provocadas por esto» efectos ha ori-
ginado la búsqueda de métodos alternativos de control, desta-
cándose el Control Biológico (32). 

El Control Biológico se basa, principalmente, en el uso 
de organismos entomopatógenos o sus productos. Las múltiples 
ventaj as que ofrece este tipo de control sobre los insectici-
das químicos,así como la demanda roundi al, "ha incrementado ca-
da día el interés en estudiar j. obtener nuevos productos de -
naturaleza biológica con propiedades bioinsecticidas que a m -
plíen las posibilidades del control de insectos plaga (32). 

Durante las tres últimas décadas se ha estudiado diver-
sos tipos de microorganismos entomopatógenos, destacándose --
dentro del grupo de las bacterias a "Bacillus thurinqiensis y 
sus subespecies sobre las cuales se siguen enfocando múlti --
pies estudios básicos y aplicados. Esta bacteria se caracteri_ 
za por producir diversas toxinas, considerándose entre las --
más importantes por sus propiedades entomopatógenas a las de-
nominadas delta endotoxina y beta exotoxina ( 20,22,51). 

A nivel mundial, la delta endotoxina es un producto de 
gran utilidad para el control de lepidópteros, dípteros y más 
recientemente coleópteros (51). La beta exotoxina,'un compues_ 
to de naturaleza nucleotídica con un peso molecular aproxima-
do de 700 Da, también conocí da como thuringiensin (43), p r e -
senta un espectro amplio de toxicidad sobre diversos ordenes 
de insectos ysu uso se encuentra limitado a paises como Ru--



sia principalmente (11)(Tabla N° 1). 

La beta exotoxina presenta un potenci al en subespecies 
de Bacillus thuringiensis para el control de plagas de impor 
tancia agrícola y del sector salud, logrando abrir diversos 
campos de estudio, sin embargo, es motivo de discución ya que 
algunos investigadores reportan un posible efecto mutagénico 
hacia organismos superiores (6,35)., lo cual ha limitado el 
interés en este compuesto enfocándose princip almente ha es-
tablecer la ausencia de ésta toxina en cepas nativas y de u-
so industrial de Baci1lus thuringiensis. 

Hoy en día se conocen diversos métodos de detección pa_ 
ra este compuesto, sin embargo la mayoría de éstos son labo-
riosos o requieren un mínimo de siete días, como en el caso 
de los bioensayos con larvas de Musca doméstica (8). Este -
hecho ha generado la necesidad de encontrar métodos senci --
líos de detección de esta toxina, lo cual sería de gran uti-
lidad en los programas de caracterización de cepas de 
Bacillus thuringiensis. 

Por lo anterior, se propone como objetivo principal del 
presente trabajo, probar un método de análisis químico senci_ 

r-* , 

lio para detección de la beta exotoxina en subespecies de --
Bacillus thurinqiensisis. 



H I P O T E S I S 

Suponemos que el método químico de precipita 
ción con etanol es útil para detectar "beta e 
xotoxina en cepas de Bacillus fhurinqiensis. 



ANTECEDENTES 

McConell y Richards, en 1959, descubren la beta e x o — 
toxina al inyectar el sobrenadante esterilizado de un culti_ 
vo de Baci1lus thurinqiensis en el hemocele del ultimo esta_ 
dio larvario de la palomilla Galleria mellonella (10). 

H. De Barjac y Dedonder, de 1965 a 1968, asilaron y -
caracterizaron la beta exotoxina a partir de la cepa de 
Bacillus thurinqiensis serotipo H-l (34). Posteriormente --
Farkas, en 1969, propone la estructuta química de esta toxji 
na como un análogo nucleotídico con un peso molecular apro-
ximadamente de 700 Da. (21). Recientes estudios de resonan 
cia magnética nuclear (RMN), corroboran el peso molécular -
de la toxina y su estructura química, definiéndola como un 
derivado nucleotídico de adeniria unido por una molécula de 
glucosa a un ácido fosfoalárico (12). Fig. 1 

En base a su estructura química, una característica -
de este compuesto, es su espectro de absorción en ultravio-
leta, el cual presenta una absorción máxima a 260 nm y una 
absorci ón mínima a 230 nm. Fig. 2 

Faust, .an 1973, reporta a esta toxina como un produc-
to extracelular, dializable, soluble en agua y termoestable 
a 120°C por 15 minutos (22), producido en algunas varieda— 
des de Bacillus thuringiensis durante la fase de crecimien-
to exponencial (26). 

De Bar j ac H. et a_l, en 1966, al comparar la produc— 
ción de la toxina por mutant es acristalíferas y asporógenas 
con una cepa nativa, encuentra que le. toxina no está asocia 
da con la formación de cristales y esporas, produciéndose -
aún en ausencia de d chas estructuras (20). 



Se han reportado otros aislados, además del serofcipo -
4-1 como productores de la toxina, entre estos se encuentran 
el 4 a c 5 , 7', 9, y el serotipo 10 (7,10,15,40). En 1973, De-
Barjac y Burgerjon, reportan a los serotipos 11 y 12 como --
productores de la toxina (41), sin embargo, su producción es 
considerada 500 veces menor que la del serotipo H-l (12)(Ta-
bla 2) . 

El efecto de la composición del medio de cultivo sobre 
la producción de la toxina ha sido poco estudiado. Conner y 
Hansen, en 1967, en un estudio sobre el efecto de la valina, 
leucina e isoluecina en el crecimiento de - - - - - - - - -
Bacillus thurinqiensis y la producción de la beta exotoxina, 
encuentran un máximo crecimiento y una mayor producción de -
la toxina en una solución a base de sales minerales con 1% -
de casaminoácidos (12,25). Posteriormente, en 1980, Mohd y -
Salleh, estudian el efecto de seis diferentes medios de cul-
tivo, incluyendo el de Conner y Hansen (1967), en la produc-
ción de la beta exotoxina, por tres variedades de - - - - -
Bacillus thurinqiensis, y encuentran que la actividad varia 
cuando se cultivan en los diferentes medios de cultivo, así 
como al utilizar el mismo medio en diferentes experimentos -
(37). 

Actualmente el medio de cultivo más usado para la recu 
peración de la beta exotoxina es el de Conner y Hansen, ya -
que evita complicaciones en los procedimientos para la obten 
ción de la toxina por ser un medio simple (43). Cuando la --
productividad es el objetivo principal, más que la fácil re-
cuperación de la toxina, algunos autores han adicionado i n — 
gredientes complej os al med io como almidón o líquido de remo 
jo de maíz (Barbashova y Vladimirova, 1976_)_, con la finali-
dad de hacer el medio más rico y económico y lograr así, un 
mayor crecimiento del microorganismo (43). 

Los métodos más comunes para separación de nucleótidos 

han sido utilizados para la purificación de la beta exotoxina. 



Así, De Barj ac y Dedonder en 1965, llevan a cabo la precipi-
tación con sales de mercurio (16,18,19), mientras que Bond -
et al, lo hacen con sales de bario. Posteriormente, Kim y --
Huang en 1970, hacen uso del carbón vegetal activado como mé 
todo de separación y recuperan la toxina por elución con una 
mezcla ce metanol, agua y amoníaco acuoso(44,46,55). 

A partir de 1970, los métodos se basan en la adsorción 
de la toxina sobre carbón activado, seguido de eluciones con 
diferentes mezclas de solventes orgánicos. La purificación -
final se realiza principalmente por métodos cromatográficos 
en columna útil izando Dowex como soporte (12). 

Benz, en 1966, describe un proceso de purificación en 
el que utiliza diferentes concentraciones de etanol para lo-
grar la precipitación de la fracción tóxica en el medio de -
cultivo libre de células. Dicha fracción es denominada "cul-
tivo prepurificado",el cual, posteriormente es purificado --
por cromatografía de intercambio iónico (2). Con éste método 
Carlberg, en 1973, determina en una curva de crecimiento de 
un cultivo de Bacillus thurinqiensis, el tiempo al cual se -
obtiene la máxima cantidad de toxina (48 a 72 h) (12). 

3onc j2t a_l, en 1971, realizan una revisión de los dif£ 
rentes procesos de purificación y determinan que ninguno de 
éstos puede considerarse como un método cuentitativo. Menci£ 
na que la concentración inicial de la toxina en el sobrena-
dante de un cultivo libre de células es de aproximadamente -
50 mg por litro de medio de cultivo, al eluir la toxina del 
carbón vegetal la recuperación que se logra es de un 57% y -
el rendimiento de la exotoxina purificada por cromatografía 
es de un 36% (3). 

Sebes ta, et a_l, en 1973, realizaron un ensayo de gran 
precisión, denominado de dilución isotópica, el cual utiliza 

3 2 • f la toxina pura marcada con P . Este método fué utilizado -

básicamente para medir el rendimiento al utilizar otros meto 



dos simples (carbón vegetal activado), como método de separa 
ción (47) sin embargo, es un método laborioso y de alto eos 
to para este fin. 

Una revisión más reciente sobre la producción, purifi-
cación, bioensayos y procedimientos de identificación es rea 
lizada por Varikova, en 1978. Los ensayos biológicos inclu-
yen un método en el cual se estima la inhibición de la bact¿ 
ría Sarcina flava por la beta exotoxina (Bosenberg et a_l, --
1970), posteriormente Carlberg, en 1973, menciona que este -
método es poco sensible y que requiere de concentraciones de 
exotoxina mayores de 0.5 mg por mi (12). Los ensayos con in-
sectos han sido usados para determinar la eficiencia relati-
va de varios procedimientos de producción y purificación de 
la toxina, probándose en los siguientes insectos: - - - - -
Mamestra brasicae, Pi eris bras i ese, Gal1er i a mellonella,- --
Drosophilla nelanoqaster, Helliothis zea, Aed e s aeqypti, — — 
y Musca doméstica. (33,36). 

El método biológico más comunmente útil izado para pro-
bar la presencia de beta exotoxina son los bioensayos con --
larvas de tercer estadio de Musca doméstica (mosca casera) -
(4), las cuales se desarrollan en adultos morfológicamente â  
normales al estar en contacto con la toxina (14). Sin embar-
go, los bioensayos presentan algunas 1 imitaciones como la po 

ca seguridad de las potencias estimadas y la poca reproduci-
bilidad de los mismos (28). Debido a que ningún método ha s_i 
do adopta do rutinariamente, el laborioso e inconsistente meto 
do de bioensayos con larvas de Musca doméstica ha permeneci-
oo como el método de selección para la detección de la p r o -
ducción de beta exotoxina por cepas de Baci1lus thurinqiensis 
(38,41). 

Oeheler, en 1981, propone el uso de Cromatografía Líqui 
da de Alta Resolución "HPLC", para determinar la producción -
de beta exotoxina en cepas de Bacillus thurinqiensis, sin em-
bargo, Johnson, en 1983, menciona las limitaciones que presen 



ta el uso de "HPLC" al encontrar que un compuesto^además de la 
toxina^ coelj-.e con ésta, haciendo la técnica poco confiable pa-
ra la detección y cuantificación de la beta exotoxina (28). 

Cabe mencionar que los rendimientos de producción repor-
tados varían de acuerdo al serotipo, e incluso, dentro de los 
aislados del mismo serotipo. Así, Bond et al_, en 1969, repor-
tan un rendimiento de 50 mg por litro de medio de cultivo, 
mientras que Sebesta et_ al, en 1973, al utilizar el método de 
dilución isotópica, reporta 120 mg por litro para la cepa de -
Bacillus thurinqiensis var. thuringiensis (47), mientras que -
De Barjac y Lecadet, en 1976, reportan valores de 250 a 300 — 
mg de toxina para esta misma cepa. 

Una característica de éste compuesto es su amplio espec-
tro de toxicidad, que abarca diversos ordenes de insectos como 
orthoptera, Coleóptera, Lepidóptera y Díptera principalmente -
(54) Dunn, en 1960, demostró la suceptibi1idad de larvas de --
Musca doméstica a la beta exotoxina en heces de bovino, hecho 

o .y 

que psteriormente origino se nombrara a este compuesto factor 
mosca (14) . 

S. S. Wasti, en 1973, estudió la actividad, larvicids de 
la toxina contra dos especies de dípteros, Phoemis regina y -
Otheli a caesarium y encuentran una correlación directa entre 
dosis y mortalidad (53). Ignoffo et a_l , en 1977, al probar 
loC- efectos de la beta exotoxina en lepidópteros, específica-
mente sobre la maduración de larvas , longevidad y fecundidad 
ce adultos y en la viabilidad de huevecillos , observaron que 
existe una inhibición del desarrollo de las partes bucales y 
que la fecundidad es afectada en adultos emergidos de larvas 
tratadas con la toxina (26). 

Herbert, en 1985, realizó bioensayos con larvas de dife 
rentes estadios larvarios de Heliothis zea, observando sucep-
tibilidad por parte de este insecto a la beta exotoxina. E n -
cuentra que la mortalidad se incrementa conforme la dosis es 

mayor, principalmente en los primeros estadios larvarios del 



insecto (24). 

Cntwell, en 1964, comprobó la suceptibilidad de - - -
Aedes aeqypti a la toxina. Un estudio más reciente fué reali_ 
zado por Lecadet, en 1984, para analizar el efecto de la be-
ta gxotoxina sobre culícidos, particularmenté en -
Aedes aeqypti, Anopheles stepheosi y Culex pipiens, donde ob 
serva que la suceptibilidad de los estadios larvarios a la -
toxina, es proporcional a la concentración '33). 

Variková y Lesková, en 1972, observan al inyectar beta 
exotoxina en el hemocele de la palomilla Gallería mellonella 
que el efecto menor de la toxina es por vía oral que párente 
ral y concluyen que la toxina es degradada rápidamente en el 
intestino por fosfatasas intestinales (48,52). 

Aunque las estructuras morfológicas afectadas por la -
toxina varian en los diferentes ordenes de insectos, estas -
usualmente siguen una secuencia, iniciando en las partes bu-
cales, antenas, tórax y alas en adultos; y deformaciones en 
las pupas (34). 

Sebesta et_ a_l, en 1959, reportan valores de dosis letal 
inedia (DL-50) por vía parenteral de 18 mcg/g de peso corpo-
ral en ratones (16). Un boletín emitido recientemente por los 
laboratorioa Abbot (1986) , «-eporVo. diferentes valores de 
DL-50 en animales de laboratorio a los cuales se administró 
beta exotoxina por diversas vías de inoculación, encontrando, 
se que la vía más tóxica es por inhalación con 3 g/g de pe-
so corporal (1). 

Sebesta y Horská, en 1963, investigan e'1 moco de acción 
de la toxina y encuentran que la toxina inhibe la ARN polime-
rasa dependiente de ADN ce Escherichia col i ' in vitro" y s u -
gieren que dicha inhibición es la causa de su toxicidad (17,-
29,45). A partir de 1969, en que se conoció la estructura guí 
roica de la beta exotoxina se sugiere el potencial mutagénico 



que esta molécula podría tener por su afinidad con el ADN. 

Meretoja y Carlberg, en 1971, prueban la mutagenicidad 
de la beta exotoxina en varios sistemas de mamíferos. Ellos 
concluyen que dicha toxina no presenta efecto mutagénico ya 
que no encuentran alteraciones roitóticas en las células.trat¿ 
das ( 30,35 ). 

Thelestam, en 1972, realizó un estudio con fibroblastos 
humanos y encuentra que la toxina prepurificada por el método 
de Benz, no causa ningún efecto citotóxico ( 12 ). 

Dash, en 1978, realizó estudios para observar el efecto 
citotóxico de la beta exotoxina en células de Rattus - - - --
norverqicus. El- utilizó colchicina C O Í R O control, y encuentra 
cierto efecto citotóxico a concentraciones menores que la co_l 
chicina, sin embargo menciona que la dinámica de la acción de 
la exotoxina en células en división no está bien entendida y 
establece la necesidad de mayor investigación al respecto - -
( 13 ). 

Lam y Webster, en 1972, sugieren que altas dosis de la 
toxina causan una inhibición de la síntesis de ARN de novo lo 
suficientemente grande como para causar la muerte y que la --
aparición de individuos morfológicamente anormales con concen 
traciones bajas de la toxina, podría ser el resultado de la -
inhibición de algún tipo de ARN, involucrado en la formación 
de tejidos específicos en pupas y adultos ( 12 ). 

Por otro lado, Panda en 1979, estudia los efectos clas-
togénicos, en algunos sistemas mitóticos de plantas, de la be 
ta exotoxina y la delta endotoxina de Bacillus thurinqiensis 
y encuentra que la beta exotoxina presenta efecto clastogéni-
co en todos los sistemas probados ( 42 ). 

Kahkonen, en 1979, prueba la mutagenicidad de sobrena-
dantes de cultivos de Bacillus thuringiensis, midiendo la fre 

cuencia de intercambio de cromátides hermanas en células de -



médula ósea de ratas tratadas con dichos sobrenadantes. Sus re 
sultados demuestran que la beta exotoxina de Bacíllus - - - — 
thurinqiensis no presenta actividad mutagénica ó clastogénica 
( 30 ). 

Cantwel1, en 1982, emplea la prueba microsomal conocida 
como prueba de Ames, la cual utiliza cepas de Salmonella - - -
thiphymurium, para probar la actividad mutagénica de la exo- -
toxina producida por una cepa de Bacillus thurinqiensi s subsp. 
morrisoni. Sus resultados indican que carece de actividad rauta 
génica y propone que sean utilizados como evidencia para el re 
gistro de este producto como bioinsecticida ( 9 ). 

El estudio más reciente sobre la mutagénicidad de la be-
ta exotoxina fué realizado por Maree et aj./ en 1989. Las toxi-
nas producidas por algunos serotipos de Bacillus thurinqiensis 
son sujetas a pruebas de mutación somática y recombinación en 
Brosophila melanogaster. Los resultados indican que este c o m -
puesto no presenta ninguna actividad genotóxica ( 36 ). Sin em 
bargo existe gran controversia en el uso de este producto como 
bioinsecticiaa, por su naturaleza química que lo .compromete --
con el material genético de las células. 

Algunos autores proponen el uso de la beta exotoxina co-
mo una sustancia útil para estudiar el ciclo celular, debido a 
la habilidad que presenta para inhibír la formación de la pla-
ca celular durante la citoquinesis, acción similar de la caf e_í 
na ( 50 ) . 

El uso de esta toxina no ha sido todavía aprobado para -
ser usado como bioinsecticida en E.U.A. por la EPA " Agencia -
de Protección Ambiental ", sin embargo los Laboratorios Abbot 
han desarrollado un producto a base de beta exotoxina denomina 
do Dibeta, el cual fué propuesto ante esta institución " EPA " 
para su registro. Este producto fué desarrollado principalmen-
te para el control de plagas, principalmente de algodón, papa 
y cultivos ornamentales ( 1 ). 



Aunque_en E.U.A., se carece de este producto como bioin 
secticida comercialmente, países como Rusia han utilizado una 
preparación comercial a base de beta exotoxina llamada Byto--
ksybacillin para controlar el escarabajo colorado de la papa, 
Leptinotarsa decemlineata, por mas de 10 años ( 11,27 ). 



MATERIAL Y METODOS 

a) Cepas utilizadas: 
Como control positivo se 

internacional reportadas como 
exotoxina: 

útil izaron cepas de colección 
buenas productoras de beta 

* HD-59 Bacillus thurinqiensis var. thurinqiensis 

* HD-41 Bacillus thurinqiensis var. thurinqiensis 

Como control negativo se utilizó: 

* HD-1 Bacillus thurinqiensis var. kurstaki 
* Estás cepas fueron proporcionadas gentiImente por el 

Dr. Howard T. Dulmage del Departamento de Agricultu-
ra de Weslaco, Texas en E.U.A. 

Por carecerse en el mercado de un estándar certificado 
de beta exotoxina o un producto comercial con una pureza — 
química validada, se obtuvo un producto de -exotoxina de -
pureza desconocida proporcionado por los laboratorios Abbot 
( Lote: 52-595-BD, 4 de Mayo de 1983 ), el cual fué denomi-
nado para este trabajo como " patrón de referencia ". 

Las cepas nativas de Bacillus thurinqiensis fueron pr£ 
porcionadas por el Departamento de Microbiología e Inmunol^ 
gía de la Facultad de Ciencias Biológicas de la U.A.N.L. --
( Tabla 3 ). 

b) Mantenimiento de las cepas: 
Las cepas fueron mantenidas mediante resiembras perió-

dicas cada tres meses en tubos de ensayo con agar nutritivo 
inclinado ( Merck ) pH 7 y refrigeración a 4°C. 

c) Cultivo de las cepas para la producción de\T-exotoxina. 



a) Preparación del Inoculo; 
Las cepas fueron activadas por resiembra en tubos con 

agar nutritivo inclinado e incubadas durante 24 h a 37°C. Se 
transfirió una asada a matraces Erlenmeyer de 250 mi con 50 
mi de caldo nutritivo a pH 7; estos matraces se incubaron -
en agitación rotatoria en un shaker ( Lab-Line ) a 150 rpm 
durante 18 h a 37°C. 

b) Medio de cultivo para la producción de f -exotoxina. 
Se tomaron 2 mi a partir del inoculo de cada una de las 

cepas ( control y nativas ), y se transfirieron a matraces -
1000 mi con 200 mi del medio de cultivo para la produc- -

ción de la toxina, el cual consiste en un medio a base de s¿ 
les minerales y casaminoácidos ( Tabla 4 ), a pH 1. Los m a — 
traces se incubaron en agitación rotatoria a 150 rpm durante 
48 h a 37 °C. El tiempo de incubación se determinó por obser-
vación directa al microscopio ( a las 48 h inicia la fase de 
esporulación de los cultivos )- El medio de cultivo fué cen-
trifugado a 10 000 rpm por 30 min. en una centrífuga refrige 
rada ( Beckman Mod. J2-21 ), para separar el sobrenadante — 
del paquete celular. El sobrenadante recuperado fué esterili 
zado a 120°C por 15 min. y filtrado a través de membranas — 
Millipore de 0.22 mieras de tamaño de poro. Las muestras ob-
tenidas se mantuvieron en congelación a 2°C hasta el momento 
de su uso ( Figura 3 ). 

c) Análisis del Sobrenadante. 
a) Precipitación con etanol: 
Los sobrenadantes obtenidos fueron descongelados a tem-

peratura ambiente, se tomaron 20 mi de cada uno de estos so-
brenadantes y se transfirieron a vasos de precipitado de 100 
mi, respect ivamente . Posteri ormente, se concentraron diez ve 
ees el volumen original en un baño metabolico a una tempera-
tura de 90°C por 20 min. 

Los concentrados se mezclaron con un volumen igual de -



etanol absoluto ( Merck ) y se mantuvieron a 4°C por 24 h 
para acelerar la precipitación. Después de este tiempo, el 
sobrenadante se decantó y se llevó a una concentración de 
alcohol del 60%, manteniéndose a 4°C por 24 h. Posteriormen 
te la concentraeión de etanol del sobrenadante decantado — 
fué llevada a 90%, concentración a la cual se reporta que -
precipita la toxina. El precipitado obtenido con esta c o n -
centración de alcohol es disuelto en agua destilada para su 
análisis espectrofotométrico. Este mismo procedimiento se -
realizó con 20 mi de medio de cultivo estéril, el cual fué 
utilizado como control ( Figura 4 ). 

b) Análisis espectrofotométrico: 
Tomando como base el espectro de absorción caracterís-

tico reportado para este compuesto, el cual por su estructu 
ra química presenta una absorción máxima a 260 nm y una mí-
nima a 230 nm, aproximadamente, se realizó un barrido del -
patrón de referencia de la beta exotoxina en un espectrofo-
tómetro Mod. DU-7, Marca Beckman, utilizando como blanco de 
ajuste agua destilada ( Figura 2 ). El espectro de absor- -
ción obtenido es usado como referencia para el análisis es-
pectrof otométr ico de los precipitados etanólicos obteni dos 
de los sobrenadantes. 

Se tomó 1 mi de cada precipitado, respectivamente, 11^ 
vándose a un volumen final de 25 mi con agua destilada para 
obtener una dilución de 0.04 mg/ml; posteriormente se reali_ 
zó el barrido de absorción en la región de 200 a 300 nm, — 
usando agua destilada como blanco de ajuste ( Figuras 6 y -
20 ) . 

c) Curva de calibración del patrón de referencia de la 
•h -exotoxina. 

A partir del patrón de referencia cuya concentración -
real es desconocida, se preparó una solución patrón de 1 mg/ 
mi; de esta solución se obtuvieron diluciones correspondí en 



tes a: 0.004, 0.012, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.10 mg/iril. 
Posteriormente se determinó la absorbancia de dichas s o l u -
ciones a su longitud de onda máxima de 260 nm, en un es- --
pectrofotómetro Marca Beckman Mod. DU-7, con agua destilada 
como blanco de ajuste ( Tabla 5 )-

En base al coeficiente de extinción molSr reportado p.a 
ra este compuesto se aplicó la siguiente fórmula a las lec-
turas de absorbancia obtenidas en cada una de las dilucio-
nes analizadas, con la finalidad de conocer la concentra- -
ción aproximada de cada una de ellas: 

C = A 
(e) (B) 

Donde: 

A = Absorbancia de la muestra 
e = Coeficiente de extinción molar ( 14,200 ) 
B = Espesor de la celda ( 1 cm ) 
C = Cocentración 

Finalmente se efectuó con los datos, un análisis de re 
gresión lineal por el método de mínimos cuadrados para obtes 
ner la linearidad de los valores de concentración obtenidos 
anteriormente. 

E) Bioensayos: 
Para corroborar los resultados obtenidos en el análi — 

sis espectrofotométrico, se procedió a realizar bioensayos 
con larvas del tercer estadio de Musca doméstica, por ser -
este el método comúnmente empleado. 

a) Cría de los insectos: 
Los adultos de Musca doméstica se criaron asécpticamen 



te en una dieta a base de azúcar y agua a una temperatura -
de 32®C y una humedad relativa de 80%. Los huevecillos c o -
lectados se transfirieron a una dieta a base de alfalfa y -
agua para el desarrollo de las larvas. Posteriormente se s^ 
1eccionaron las larvas del tercer estadio para usarse direc 
támente en el bioensayo. 

A partir de los sobrenadantes descongelados a tempera-
tura ambiente se prepararon diluciones con agua destilada -
para obtener las concentraciones a probar: 500 mcl/g de die 
ta ( como dosis única ), 40 mcl/g, 120 mcl/g, 280 mcl/g, --
360\jncl/g, 360 mcl/g y 480 mcl/g de dieta. 

La dieta utilizada en el bioensayo consiste en 22.5 g 
de alfalfa mol ida, 0.075 g de ácido sórbico, 0.150 g de áci_ 
do parametilbenzóico ( estos últimos como inhibidores de --
hongos ). Los componentes se mezclan con las diluciones ob-
tenidas de los sobrenadantes y se homogenizan con una bati-
dora de mano eléctrica ( Figura 5 ). 

Cada dosis fué probada por triplicado en cada uno de -
los sobrenadantes. Como controles negativos se usaron, el -
sobrenadante de la cepa HD-1 ( Bacillus thurinqiensis var.-
kurstaki ), el medio de cultivo estéril y agua destilada; -
como controles positivos se utilizaron el sobrenadante de -
la cepa HD-59 ( Bacillus thurinqiensis var. thuringiensis ) 
y el patrón de referencia de beta exotoxina. 

Se colocaron 25 larvas del tercer estadio de - - - - -
Musca doméstica en cada uno de los recipientes que contení-
an la dieta y se incubaron a 37°C y 80% de humedad relativa 
durante 7 días. Posteriormente se obtuvieron los datos como 
número de larvas muertas los cuales fueron analizados a tra 
vés del análisis Probit para obtener la Dosis Letal Media 
( DL-50 ). 



R E S U L T A D O S 

Cultivo de las cepas para la producción de beta exotoxina.-

Todas las cepas probadas (control y nativas), presenta-
ron un crecimiento favorable en el medio de Conner y Hansen. -
El tiempo de fermentación (48 h), se determinó por observación 
directa al microscopio del inicio ce la fase de esporulación -
reportado como el período al cual se produce la mayor cantidad 
de beta exotoxina (12). 

X 

Análisis Espectrofotométrico.-
Los resultados de los análisis espectrofotométricos de -

las muestras tratadas, indican que el patrón de referencia de 
beta exotoxina presentó una total similitud con el espectro 
de absorción característico reportado para este compuesto 
(Fig. 6), encontrándose un pico máximo de absorción a una lon-
gitud de onda de 260 nm. 

Al comparar los espectros de absorción de los precipita-
dos etanólicos de los sobrenadantes de las cepas HD-59 
(Bacillus thurinqiensis var. thurinqiens is) y HD-41 
(Bacillus thuringiensis var. thurinqiensis) con el espectro de 
absorción del patrón de referencia, observamos que en los tres 
casos se presenta una' absorbancia máxima a 260 nm, sin embargo, 
los valores de absorción a esta longitud de onda en las cepas 
HD-59 y HD-41 son menores a los obtenidos con el patrón de re-
ferencia, como se observa en las figuras 7 y 8. 

Por otro lado, la cepa HD-1 (Bacillus thurinqiensis var. 
kurstaki), utilizada como control nege tivo, no presenta absor-
ción a dicha longitud de onda, similar al medio de cultivo es-
téril (Fig. 9 y 10). 

En al caso de las cepas nativas, de un total de 10 sobre 
nadantes anal izados, todos presentaron resultados similares a 
los controles negativos con ausencia de absorción a la longi-
tud de onda carácterística de 260 nm (Fig. 11 - 20). 



Curva de Calibración.-
Se obtuvieron los valores de concentración real de las 

diluciones del patrón de referencia aplicando el coeficiente 
de extinción molar reportado para la toxina (14 200) y de --
las absorbancias obtenidas (Tabla 5). El análisis de regre-
sión lineal simple para los valores de concentración obteni-
dos anteriormente indican una linearidad de los datos de 
0.999. 

Las concentraciones aproximadas de beta exotoxina pro-
ducida por las cepas HD-59 y HD-41, se obtuvieron en base a 
la correlación entre las absorbancias de los precipitados e-
tanólic^s de dichas cepas y las concentraciones reales obte-
nidas en la curva de calibración. De ésta manera, para la ce 
pa HD-59, cuya absorbancia aproximada es de 0.400, su conceií 
tración aproximada es de 0.0284 mg/ml, mientras que para la 
cepa HD-41, con 0.100 de absorbancia aproximadamente, su con 
centración aproximada es de 0.0076 mg/ml. En el caso del pa-
trón de referencia, en donde se obtuvo una absorción de 
0.500 aproximadámente, la concentración que se obtiene es de 
0.0351 mg.mi (Tabla 6). 

Extrapolando los valores de concentración obtenidos en 
las cepas HD-59 y HD-41, la cantidad de beta exotoxina produ 
cida por ambas cepas es de 28.4 mg/1 y 7.6 mg/l, respectiva-
mente . 

Bioensayos.-
Los resultados obtenidos químicemente fueron corrobora, 

dos biológicamente con bioensayos en larvas del tercer esta-
'dío de Musca doméstica. Para la cepa HD-59 _ _ _ _ _ — 
(Baci1lus thurinqiensis var. thurinqÁensis) utilizado como ccnVul 
|)os it ivo, se obtuvieron va lores de 16.0% y 13.1% ce mortali-
dad en las dosis menor y mayor respectivamente. El análisis 
Probit de estos datos indican una DL-50 de 240 <k 1/g de dieta 
(Tabla 6). 

El patrón de referencia de beta exotoxina fué el que --
presentó los porcientos de mortalidad más altos (Tabla 7), -
con 30.60% y 80.0% para la dosis menor y mayor respectivamen 



te. Se obtuvo una DL-50 de 92.28 /j.l/g de dieta al analizar --
los datos estadísticamente. 

En el caso de la cepa HD-1 (Bacillus thurinqiensis var. 
kurstaki), los resultados"fueron negativos con valores m e n o -
res al 10% de mortalidad, excepto en la dosis de 360 /JJL/g de 
dieta en donde se obtuvo 12%. Resultados similares con por 
cientos de mortalidad menores al 10%, fueron obtenidos con -
el medio de cultivo estéril y el agua destilada, ambos contro 
les negativos. Estos resultados no fueron analizados estadís-
ticamente por presentar valores menores al 10% de mortalidad 
(Tabla 8). 



DISCUSIONES Y CONCLUSIONES 
El medio de Conner y Hansen resultó un medio favorable 

para el crecimiento de Bacillus fhuringiensis similar a lo 
reportado en la literatura. Sin embargo, por los resultados 
obtenidos no puede descartarse la posibilidad de que sea ne 
cesario un medio más complejo para obtener un mayor c r e c i -
miento y una mayor producción de beta exotoxina. 

La similitud entre los espectros de absorción para las 
cepas reportadas como productoras y el patrón de referencia 
de la beta exotoxina, indican que dichas cepas sí producen 
la toxina, sin embargo las diferencias de absorción s u g i e -
ren que la producción de la toxina por dichas cepas es baja 
en estos experimentos. Aún más, la cepa HD-41 produce menor 
cantidad que la cepa HD-59, ambas pertenecí entes a la varie^ 
dad thurinqiensis, reportada como buena productora de beta 
exotoxina. Esto apoya el trabajo de Mohd y Salleh ( 1980 ), 
donde se observa que la actividad tóxica de los aislados va 

ría aún cultivándose en el mismo medio, por lo que concluí-
mos que resulta difícil producir esta toxina con rendimien-
tos constantes. 

Se establece la utilidad del método de precipitación -
con etanol para detectar beta exotoxina, al analizar los es 
peetros de absorción de los controles negativos: medio de -
cultivo estéril y el sobrenadante de la cepa HD-1, reporta-
da como no productora de la toxina, en donde está ausente -
la curva típica de absorción de[beta exotoxina con-un-a—a-b— -
sorción de beta exotoxina o©b una absorbancia máxima a 260 
nm. 

Debido a que se desconoce la concentración real del p¿ 
trón de referencia de beta exotoxina utilizado en este tra-
ba jo se aplicó el coeficiente de extinción molar reportado 
para este compuesto por Sebesta y Horská, en 1972, con la -
finalidad de establecer un valor aproximado de la concentra 



ción de beta exotoxina producida por las cepas HD-59 y H D — 
41. De esta manera concluímos que para el caso de la cepa -
HD-1, ésta se encuentra produciendo menor cantidad de beta 
exotoxina con un valor de 7.6 mg/litro de medio de cultivo, 
mientras que la cepa HD-59, resultó mejor productora con --
28.4 mg/litro de medio de cultivo. 

Comparando los valores obtenidos con valores reporta— 
dos en la literatura, observamos que la cepa HD-41 se en- -
cuentra produciendo la octava parte, aproximadamente, del -
rendimiento más bajo reportado que es de 50 mg/litro, mien-
tras que la cepa HD-59, está produciendo la mitad, aproxima, 
damente, del mismo valor. 

Para el caso de las cepas nativas ( GM-S ), los espec-
tros de absorción de los precipitados etanólicos de estas -
cepas indican que no producen la toxina, al menos en canti-
dades detectables por este método, así, ya que la cepa H D — 
41 se encontró que produce 7.6 mg/litro y resultó detecta-
ble al aplicarle el método de precipitación con etanol, con 
cluímos que dicho método puede ser útil en cepas que se en-
cuentren produciendo arriba de esta concentración, sin e m -
bargo, consideramos que este valor va a ser variable según 
las condiciones en que se lleve a cabo el análisis y consi-
derando que siempre deberá correrse un control positivo du-
rante el mismo, el cual como se mencionó antes varía de - -
igual forma en cada experimento que se lleve a cabo. 

Por otro lado, observamos que los resultados obtenidos 
químicamente fueron corroborados con bioensayos en larvas -
del tercer estadio de Musca doméstica, en el caso de los — 
controles positivos, únicámente la cepa HD-59 fué probada, 
ya que en base a los resultados obtenidos fué la cepa con -
mayor producción de toxina. 



Dicha cepa, al igual que el patrón de referencia mostró 
porcientos de mortalidad relativamente altos en comparación 
con las cepas nativas las cuales corroboran los resultados 
negativos del análisis químico al obtener porcientos de mor-
talidad menores a 1 10%. En el caso de estas cepas, únicamen-
te 4 fueron probadas en los bioensayos, esto debido a las di_ 
ficultades técnicas presentadas en el cultivo y mantenimien-
to de las crías de Musca doméstica, las cuales originaron la 
pérdida total de las mismas. Sin embargo en base a los resul 
tados obtenidos con estas 4 cepas probadas GM-7, GM-10, GM--
48 y GM-78 es de esperarse un comportamiento similar de las 
6 cepas restantes, ya que los resultados químicos de las mi.s 
mas fueron negativos. 

Cabe mencionar, que la metodología empleada en los bio-
ensayos fué establecido^para este trabajo ya que aunque éste 
sea el método más comúnmente empleado para detectar beta exo 
toxina en cultivos de Bacillus thuringiensis, actualmente se 
carece de un método establecido para real izarlo, por lo tan-
to se propone la necesidad de establecer y estandarizar una 
metodología para los bioensayos con este insecto. 

Finalmente podemos concluir, que en comparación con el 
laboratorio e inconsistente método de bioensayo, el método -
de precipitación con etanol resulta ser un método práctico, 
sencillo y económico, el cual debe ser mas ampliamente estu-
diado. 



TABLA 1 .. 

FORMULACIONES COMERCIALES DE BETA EXOTOXINA Y 
DELTA ENDOTOXINA 

NOMBRE COMERCIAL C O M P A Ñ I A 

I.- BETA EXOTOXINA: 
BIOTOXKSYBACILLIN 

EKSOTOKSIN 
TOXOBAKTERIN 

All Un ion Inst. Agr. Micro 
biol. RUSIA 
Glavmikrobioprom. RUSIA 
Glavmikrobioprom. RUSIA 

II.- DELTA ENDOTOXINA: 
AGRITOL 
BAKTHANE 
BACTOSPEINE 
BATHURIN 

BIOSPOR 
BIOTROL BTB 
DENDROBACILLIN 
DIPEL 
ENTOBACTERIN 
INSERTIN 
PARASPORIN 
SPOREINE 
THURICIDE 

Merck & Co. E.U.A. 
Rohm & Hass. E.U.A. 
Roger Bellon. FRANCIA 
Chemapol-Biokyma. CHECOESLO 
VAQUIA. 
Farbwerke Hoechst. ALEMANIA, 
Nutrilite Prod. E.U.A. 
Glavmikrobioprom. RUSIA 
Abbot Labs. E.U.A. 
Glavmikrobioprom. RUSIA 
Glavmikrobioprom. RUSIA 
Grain Proc. Lab- E.U.A. 
LIBEC Laboratoire. FRANCIA 
Sandoz-Inc. E.U.A. 
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TABLA 3. 

CEPAS NATIVAS DE Bacillus thurinqiensis (GM'S) 

CLAVE* V A R I E D A D SEROTIPO 

GM-7 Bacillus thurinqiensis var. aizawi 7 
GM-10 Bacillus thurinqiensis var. aizawi 7 
GM-18 Bacillus thurinqiensis var. neolonensis 24 
GM-23 Bacillus thurinqiensis var. aizawi 7 
m-34 Bacillus thurinqiensis var. kurstaki 3 a b 
GM—38 Bacillus thurinqiensis var. tohokuensis 17 
GM-4 0 Bacillus thurinqiensis var. tohokuensis 17 
GH-47 Bacillus thurinqiensis var. tolworthi 9 
GM-48 Bacillus thurinqiensis var. tohokuensis 17 
GM-78 Bacillus thurinqiensis var. tohokuensis 17 

CLAVE* = Nomenclatura de la colección de cepas de 
Bacillus thurinqiensis de la FCB-UANL. 



TABLA 4. 

MEDIO PARA LA PRODUCCION DE LA BETA EXOTOXINA 

Cas aminoacidi os 10.0 g/lto. 
KH 2P0 4 5.0 g/lto. 
K 2HP0 4 5.0 g/lto. 
MgS04- 7 H 20 0 . 05g/l to . 
CaCl2- 7 H 20 0. 05g/lto. 
Na (NH4)HP04- 4 H 2 0 1.5 g/lto. 
Citrato de sodio 3.0 g/lto. 
pH 7 

(Conner y Hansen 1967). 
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Fig. ESTRUCTURA QUIMICA DE LA BETA EXOTOXINA 
A = Derivaco Nucleotídico de Acecina 
B = Glucosa 
C = Acido Fosfoalárico 
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Fig. 3 Propagación de cepas de Bacillus thuringiensis 
y obtención del sobrenadante. 



S O B R E N A D A N T E 

Anális Químico 
" Precipitación con Etanol " 

Análisis Biológico 
" Bioensayos con Musca doméstica " 

Fig. 4.- Análisis del Sobrenadante 
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