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RESUMEN

La beta exotoxina producida por Bacillus thuringiensis

se caracteriza por presentar un amplio espectro de toxicidad
hacia insectos de diversos ordenes. Actualmente el interés -
en este compuestso radica en determinar su presencia en sobre

nadantes de cultivos de Bacillus thuringiensis de cepas nati

vas y de importancia industrial.7Con el propdsite c¢e probar gue
f

el método de precipitacidn con etanol es 0til para cetectar

beta exotoxina en sobrenadantes de cultivos de Bacillus -—

thuringiensis y de aplicarlo a cepas nativas de este microor

ganismo, se aplicd cicho método a cepas de coleccidn interna
cional reportadas como productoras (HD-59 y HD-41). Se com--
probd gque ambas cepas producen beta exotoxina al presentar
el espectro de absorcidn caracteristico de este compuesto ¥
similar @al espectro Jde absorcidn del "patrdn de referencia'
é¢e beta exotoxina probado en este trabajo. La cepa ©D-41, --
produjo una cantidad de beta exotoxina de 7.6 mg/litro de me
dio de cultivo, menor a la cantidad producida por la cepa --
ED-5% gue fué de 28.4 mg/iitro. ElL resultado de ésta Qltima -

cepa se comprobd bioldgicamente en larvas de Musca coméstica

de tercer estadio, obteniendose valores €e dosis letal media
DL-50 de 240 ni/g de dieta, comparado con 98.28 ul/g, obteni’
do con el "patrén de referencia" de beta exotoxina. De 10 ce
pas nativas analizadas, todas presentaron resultados negati-
vos para el método de precipitacibén con etanocl, los cuales --
fuerén corroborados con bioensayos, en donde valores menores
al 10% de mortalidad fuer;n obtenidos. Por lo anterior can--
cluimos gu el método de precipttacidn con etanol es Util pa-
ra cetectar la presencia c¢e beta exotoxina 2 concentraciones

mayores de 7.6 mg/litro en cultivos de Bacillus thuringiensis.




INTRODUCCION

Actualmente el uso indiscriminado de insecticidas quimi
cos para el control de insectos plaga, principalmente de im--
portancia agricola y forestal, ha ocasionado diversos efectos
nocivos en el medio ambiente, tales como toxicidad selectiva,
residualicdad y resistencia adquirida en insectos. Las altera-
ciones de tipo ecolbgico provocadas por estos efectos ha ori-
ginado la blsqueda de métodos alternativos de control, desta-

candose el Control Bioldgico (32).

El Control Biolbgico se basa, principalmente, en el uso
de organismos entomopatdgencs o sus productos. Las miltiples
ventajas que ofrece este tipo de control sobre los insectici-
das quimicos,asi como la demanda mundial, ha incrementado ca-
da dia el interés en estudiar 3y obtener nuevos productos de -
naturaleza bioldgica con propiedades bioinsecticidas gue am--

plien las posibjlidades del centrol de insectos plaga (32).

purante las tres Gltimas décadas se ha estudiado diver-
sos tipos de microorganismos entomopatégenos, destacandose —-—

dentro del grupo de las bacterias a Bacillus thuringiensis y

sus subespecies sobre las cuales se siguen enfocando multi —-
ples estudios bésicos y aplicados. Esta bacteria se caracteri
za por producir diversas toxinas, considerandose entre las —-
mas importantes por sus propiedades entomopatdgenas 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 lepidbépteros, dipteros y mas
recientemente colecoptercos (51). La beta exotoxinafsun compues
to de naturaleza nucleotidica con un peso molécular aproxXima-
do de 700 Da, también conocida como thuringiensin (43), pre--
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 potencial en subespecies

de Bacillus thuringiensis para el control de plagas de impor

tancia agricola y del sector salud, logrando abrir diversos
campos de estudio, sin embargo, es motivo de discucidn ya gue
algunos investigadores reportan un posible efecto mutagénico
hacia organismos superiores (6,35)., 1o cual ha limitado el
interés en este compuesto enfocéndose princip aimente ha es-
tablecer la ausencia de ésta toxina en cepas nativas y de u-

so industrial de Bacillus thuringiensis.

Hoy en dia se conocen diversos métodos de deteccidn pa
ra este compuesto, sin embargo la mayoria de éstos son labo-
riosos o reguieren un minimo de siete dias, como en el caso

de los bioensayos con larvas de Musca doméstica (8). Este -

hecho ha generado la necesidad de encontrar métodos senci —-
llos de deteccidn de esta toxina, lo cual seria de gran uti-
lidad en los programas de caracterizacién de cepas de -----

Bacillus thuringiensis.

Por lo anterior, se propone como objetivo principal del
presente trabajo, probar un método de andlisis guimico senci
by vz . .
llo para deteccion de la beta exotoxina en subespecies de --

Bacillus thuringiensisis.




HI POTESTIS

Suponemos que el método quimico de precipita-
cién con etanol es itil para detectar beta e-

xotoxina en cepas de Bacillus thuringiensis-




ANTECEDENTES

McConell y Richards, en 1959, descubren la beta exo--
toxina al inyectar el sobrenadante esterilizado de un culti

vo de Bacillus thuringiensis en el hemocele del Gltimo esta

dio larvario de la palomilia Galleria mellonella (10).

H. De Barjac y Dedonder, de 1965 a 1968, asilaron y -
caracterizaron la beta exotoxina a partir de la cepa de --

Bacilius thuringiensis serotipo BE-1 (34). Posteriormente --

Farkas, en 1969, propone la estructuta quimica de esta toxi
na como un analogo nucleotidico con un peso molécular apro-
ximadamente de 700 Da. (21). Recientes estudios de resonan
cia magnética nuclear (RMN), corroboran el peso molécular -
de la toxina y su estructura guimica, definiendcla como un
derivado nucleotidico de adenina unido por una molécula de

glucosa a un acido fosfoalarico (12). Fig. 1

En base a su estructura guimica, una caracteristica -
de este compuesto, es su espectro de absorcion en ultravio-
leta, el cual presenta una absorcién maxima a 260 nm y una

absorcidén minima a 230 nm. Fig. 2

raust, en 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 Barjac H. et 2al, en 1966, al comparar la produc—-
cién de la toxina por mutantes acristaliferas y aspordgenas
con una cepa nativa, encuentra gue lz toxina no esta asocia

da con la formacidn de cristales y esporas, prodiciendose -

ain en ausencia de d chas estructuras (20).
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Se han reportado otros aislados, ademids del serotipo -
1-1 como productores de la toxina, entre estos se encuentran
el 4ac,~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 produccidn es
considerada 500 veces menor gue la del serotipo H-1 (12)(Ta-
bla 2).

El efecto de la composicidn cel medio de cultivo sobre
la produccidén de la toxina ha sido poco estucdiado. Conner y
Hansen, en 1967, en un estudio sobre el efecto de la valina,
leucina e isoluecina en el crecimiento de - - - - - - - - -

Bacillus thuringiensis y la produccién de la beta exotoxina,

encuentran un maximo crecimiento y una mayor produccién de -
la toxina en una solucidn a hase de sales minerales con 1% -
de casaminodcidos (12,25). Posteriormente, en 1980, Mohd Yy -
Salleh, estudian el efecto de seis diferentes medios de cul-
tivo, incluyvendo el de Conner y Hansen (1967), en la produc-
cibébn de la beta exotoxina, por tres variedades de - - - - =

Bacillus thuringiensis., y encuentran que la actividad varia

cuando se cultivan en los cdiferentes medios de cultivo, asi
como al utilizar el mismo medio en diferentes experimentos -
(37).

Actualmente el medio Jde cultivo mds usado para la recu
peracidén 6e la beta exotoxina es el de Conner y Hansen, ya -
gue evita complicaciones en los procedimientos para la obten
cién e la toxina por ser un medio simple (43). Cuando la --
productividad es el objetivo principal, méds gue la facil re-
cuperacidn de la toxina, algunos autores han adicionado in--
gredientes complejos al medio como almiddédn o liquido de remo
jo de maiz (Barbashova y Viadimirova, 1976), con la finali--
dad de hacer el medio més rico y econbmico y lograr asi, un

mayor crecimiento del microorganismo (43).

Los métodos mads comunes para separacion de nucledtidos

han sido utilizados para la purificecidén de la beta exotoxina.



Asi, De Barjac y Dedonder en 1965, llevan a cabo la precipi-
tacién cor sales de mercurio (16,18,19), mientras gue Bond -
et al, 1o hacen con sales de bario. Posteriormente, Kim y --
Huang en 1970, hacen uso del carbdn vegetal activado como mé
todo de separacibn y recuperan la toxina por elucidn con una

mezcla de metanol, agua y amoniaco acuoso(44,46,55).

A partir de 1970, los métodos se basan en la adsorcidn
de la toxina sobre carbon activado, seguido de eluciones con
diferentes mezclas de sclventes organicos. La purificacidn -
final se realizaz principazimente por métodos cromatograficos

en columna utilizando Dowex como soporte (12).

Benz, en 1966, describe un proceso de purificacidén en
el gue utiiiza diferentes concentraciones de etanol para lo-
grar la precipitacidn de la fraccidn téxica en el medio de -
cultivo libre de células. Dicha fraccidédn es denominaca "cul-
tivo prepurificacdo",el cual, posteriormente es purificado --
por cromatografia de intercambio idnico (2). Con éste método
Carlberg, en 1973, determina en una curva ¢e crecimiento de

un cultivo de Bacillus thuringiensis, el tiempoc al cual se -

obtiene la médxima cantidad de toxina (48 a 72 h) (12).

Boné et al, en 1971, realizan una revision ¢e los c¢ife
rentes procesos de purificacidn y determinan gue ninguno de
éstos puede considerarse como un método cuentitativo. Mencio
na gue la concentracidn 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
carbon vegetal la recuperacidén que se logra es ¢e un 57% y -
el rendimiento de la exotoxina purificacda por cromatografia

es de un 36% (3).

Sebesta, et al, en 1973, realizardn un ensayo de gran
precisién, denominado de dilucién isotdpica, el cual utiliza

: 32 - , ;5 3
la toxina pura marcada con P . Este método fue utilizacdo -

pdsicamente para medir el rendimiento al utilizar otros métpo



dos sinmples (carbdén vegetal activado), como método de separa
cidén (47), sin embargo, es un método lahborioso y de alto cos

to para este fin.

Una rewvisidn mas reciente sobre la produccidn, purifi-
cacidn, bioensayos y procedimientos de identificacidn es rea
lizada por Varikova, en 1978. Los ensayos biolbégicos inclu--
yen un método en el cual se estima la inhibicién de la bacte

ria Sarcina flava por la beta exotoxina (Rosenberg et a2l, --

1970), posteriormente Carlberg, en 19732, menciona que este -
método es poco sensible y gue requiere de concentraciones de
exotoxina mayores de 0.5 mg por ml (12). Los ensayos con in-
sectos han sido usados para determinar la eficiencia relati-
va de varios procedimientos de produccidn y purificzcidn de

la toxina, provandose en los siguientes insectos: - - - - -

Mamestra brasicae, Pileris brasicae, Galleria mellonella,- --

Drosophilla melanogaster, Helliothis zea, Aedes aegypti, - =

y Musca doméstica. (33,36).

El método bioldgico més comunmente utilizado para pro-
bar lz presencia de beta exotoxina son los bioensayos con --

larvas de tercer estadio de Musca doméstica (mosca casera) -

(4), las cuales se desarrollan en adultos morfolégicamente a
normales al estar en contacto con la toxina (14)}. Sin embar-
go, los bioensayos presentan algunas limitaciones como la po
ca seguricasd de las potencias estimacdas y la poca reproguci-
bilicacd de los mismos (2B). Debido 2 cue ningln métocdo ha si
do adoptacdo rutinariamente, el laborioso e inconsistente méto

do ¢e bioensayos con larvas de Musca doméstica ha permeneci-

6o como el método de seleccidn para la deteccidn de la pro--
duccidon de beta exotoxina por cepas ce RBacillus thuringiensis
(38,41 )

Oesheler, en 1981, propone el uso de Cromatografia Ligui
da de Alta Resolucidédn "HPLC", para determinar la produccidén -

de beta exotoxina en cepas 6e Bacillus thuringiensis, sin em-

bargo, Johnson, en 1983, menciona las limitaciones que presen
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ta el uso de "HPLC" al encontrar gue un compuesto,ademés de la
toxina, coel4je con ésta, haciendo la técnica poco confiable pa-

ra la deteccidn y cuantificacidn de la beta exotoxina (28).

Cabe mencionar gue los rendimientos de produccidn repor-
tados varian cde acuerdo al serotipo, e incluso, dentro de leos
aisladecs del mismo serotipo, Asi{, Bond et al, en 1969, repor--
tan un rendimiento de 50 mg por litro de medio ¢e cultivo, ---
mientras que Sebesta et al, en 1973, al utilizar el método de
¢ilucidén isotdpica, reporta 120 mg por litro para la cepa de -

Bacillus thuringiensis var. thuringiensis (47). mientras gque -

De Barjac y Lecadet, en 1976, reportan valores de 250 a 300 --

mg de toxina para esta misma cepa.

Una caracteristica de éste compuesto es su amplio espec-
tro cde toxicidad. que abarca diversos ordenes de insectos como
Orthoptera, Coleoptera, Lepiddptera y Diptera principaimente -
(54) Dunn, en 1960, demostrd la suceptibilidad de larvas de --

Musca doméstica a la beta exotoxina en heces ¢e bovino, hecho

1) . 1 /i )
que psteriormente origlino se nornbrara a este compuesto factor

mosca (14}.

S. S. Wasti, en 1973, estudidé la actividad larvicida de

la toxina contra dos especies de dipteros, Phoemis reqina y -

Othelia caesarium y encuentran una correlacidn €irecta entre

dbsis y mortalidaé (53). Ignoffo et al , en 1977, al probar
10% efectos de la beta exotoxina en lepiddpteros, especifica-
mente sobre la maduracién de larvas ; longevicdad y fecundicacd
§e acultos y en la viabilidad de huevecillos , observaron.gue
existe una inhibicidén del Jdesarrollo de las partes bucales y
gue lz fecundidad es afectada en acdultos emergidos de larvas

tratadas con la toxina (26).

Herbert, en 1985, realizd bioensayos con larvas de dife
rentes estadios larvarios de Heliothis zea, observando sucep-
tibilidad por parte de este insecto a la beta exotoxina. En--

cuentra que la mortalidad se incrementa conforme 1a édsis es

mayor, principalmente en los primeros estacdios larvarios del
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insecto (24).

Chtwell, en 1964, comprobd la suceptibilidad de - - -

hedes aegypti a 1a toxina. Un estudioc mds reciente fué reali

zado por Lecadet, en 1984, para analizar el cefecto de la be-
ta exotoxina sobre culicidos, particularmente en - - - - - -

Aedes aegypti, Anopheles stepheosi y Culex pipiens, donde ob

serva que la suceptibilidad de los estadios larvarics a la -

toxina, es proporcional a la concentracidn '33).

Varikova y Leskovd, en 1972, observan al inyectar beta

exotoxina en el hemocele de la palomilla Galleria mellonella

que el efecto menor de la toxina es por via oral que parente
ral y concluyen cue la toxina es degradada rapidamente en el

intestino por fosfatasas intestinales (48,52).

Aungue las estructuras morfoldgicas afectadas por la -
toxina varian en los diferentes ordenes de insectos, estas -~
usualmente siguen una secuencia, iniciando en las partes bu-
cales, antenas, térax y alas en adultos; y cdeformaciones en

las pupas (34).

Sebesta et al, en 1969, reportan valores de ¢dsis letal
media (DL-50) por via parenteral de 18 mcg/g de peso ¢corpo-
ral en ratones (16). Un boletin emitido recientemente por los
laboratorioa Abbot (1986), 'epof¥& ¢iferentes valores de —--—-
DL-50 en animales c¢e laboratorio a2 los cuales se administrd
beta exotoxina por cdiversas vias de inoculacibdn. encontrando

-

se que la vis mé&s tdOxica es por inhalacién con 3 ug/g de pe-

so corporal (1).

Sebesta y Horskd, en 1968, investigan €1 modo de accidn

de la toxina y encuentran gue la toxina inhi%e la ARN polime-

rasa dependiente de ADN ¢e Escherichia coli "in vitro" y su--

gieren gque dicha inhibicidn es la causa de su toxicidad (17,-
29,45). A partir de 1969, en gue se conocid la estructura gui

mica de la beta exotoxina se sugiere el potencial mutagénico
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que esta mo;écula podria tener por su afinidad con el ADN.

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

Thelestam, en 1972, realizb un estudio con fibroblastos
humanos y encuentra que la toxina prepurificada por el método

de Benz, no causa ningln efecto citotdxico ( 12 ).

Dash, en 1978, realizd estudios para observar el efecto
citotéxico de la beta exotoxina en células de Rattus - - - -=-

norvergicus. El utiliz6 colchicina como control, y encuentra

cierto efecto citotdxico a concentraciones menores que la col
chicina, sin embérgo menciona gue la dinédmica de la accidn de
la exotoxina en células en divisidén no estid bien entendida y
establece la necesidad de mayor investigacidn al respecto - -
( 13 V¢

Lam y Webster, en 1972, sugieren que altas dbsis de 1a
toxina causan una inhibicion de 1a sintesis de ARN de novo lo
suficientemente grande como para causar la muerte y gue la —-
aparicidén de individuos morfoldgicamente anormales con concen
traciones bajés de la toxina, podria ser el resultado de la -
inhibicidén de algOn tipo de ARN, involucrado en 1a formacidn

de tejidos especificos en pupas y adultos ( 12 ).

Por otro lado, Panda en 1979, estudia los efectos clas-
togénicos, en algunos sistemas mitbéticos de plantas, de 1la be

ta exotoxina y la delta endotoxina de Bacillus thuringiensis

y encuentra que 1la beta exotdxina 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 cromatides hermanas en células de -
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médula Osea de ratas tratadas con dichos sobrenadantes. Sus re
sultados demuestran que la beta exotoxina de Bacillus - — + ——

thuringiensis no presenta actividad mutagénica & clastogénica
( 30 ).

Cantwell, 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 thuringiensis subsp.

morrisoni. Sus resultados indican que carece de actividad muta
génica y propone que sean utilizados como evidencia para el re

gistro de este producto como bioinsecticida ( 9 ).

El estudio mas reciente sobre la mutagénicidad de 1a be-
ta exotoxina fué realizado por Marec et al, en 1989. Las toxi-

nas producidas por algunos serotipos de Bacillus thuringiensis

son sujetas a pruebas de mutacibén somdtica y recombinaciédn en

Brosophila melanogaster. Los resultados indican que este com--

puesto no presenta ninguna actividad genotéoxica ( 36 ). Sin em
bargo existe gran controversia en el uso de este producto como
bioinsecticida, por su naturaleza guimica gue lo compromete --—

con el material genético de las células.

Algunos autores proponen el uso de la beta exotoxina co-
mo una sustancia Gtil para estudiar el ciclo celular, debido a
la habilidad que presenta para inhibir la formacidén de la pla-
ca celular durante la citoguinesis, accidn similar de la cafei

na { 50 ).

El uso de esta toxina no ha sido todavia aprobado para -
ser usado como bioinsecticida en E.U.A. por la EPA " Agencia -
de Proteccidn Ambiental ", sin embargo los Laberatorios Abbot
han desarrollado un producto a base de beta exotoxina denomina
do Dibeta, el cual fué propuesto ante esta institucidn " EPA "
para su registro. Este producto fué desarrollado principalmen-
te para el control de plagas, principalmente de algoddn, papa

Yy cultivos ornamentales ( 1 ).
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Aunque.en E.U.A., se carece de este producto como bioipn
secticida comercialmente, paises como Rusia han utilizado una
preparacién comercial a base de beta exotoxina llamada Byto--
ksybacillin para controlar el escarabajo colorado de la papa,

Leptinotarsa decemlineata, por mas de 10 afios { 11,27 ).
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MATERIAL Y METODOS

a) Cepas utilizadas:
Como control positivo se utilizaron cepas de coleccidn
internacional reportadas como buenas productoras de beta =~

exotoxina:

* HD-59 Bacillus thuringiensis var. thuringiensis

* HD-41 Bacillus thuringiensis var. thuringiensis

Como control negativo se utilizo:

* HD-1 Bacillus thuringiensis wvar. kurstaki

* Estas cepas fueron proporcionadas gentilmente 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 esténdar certificado
de beta exotoxina o un producto comercial cOn una pureza -~-
guimica 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 " patron de referencia .

Las cepas nativas de Bacillus thuringiensis fueron pro

porcionadas por el Departamento de Microbiologia e Inmunolo
gia de la Facultad de Ciencias Biolbgicas de la U.A.N.L. --
{ Tabla 3 ).

b) Mantenimiento de las cepas:
Las cepas fueron mantenidas mediante resiembras perio-
dicas cada tres meses en tubos de ensayo con agar nutritivo

inclinado ( Merck ) pH 7 y refrigeracidn a 4°C.

¢) Cultivo de las cepas para la produccidén de. -exotoxina-
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a) Preparacidn del Inbculo:

Las cepas fueron activadas por resiembra en tubos con
agar nutritivo inclinado e incubadas durante 24 h a 37°C. Se
transfiridé una asada a matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50
ml de caldo nutritivo a pH 7; estos matraces se incubaron -
en agitacién rotatoria en un shaker ( Lab-Line ) a 150 rpm
durante 18 h a 37°C.

b) Medio de cultivo para la produccidn de/ -exotoxina.

Se tomaron 2 ml a partir del indcuio de cada una de las
cepas ( control y nativas )}, y se transfirieron a matraces -
dé 1000 ml con 200 ml del medio de cultivo para la produc- -
cién de la toxina, el cual consiste en un medic a base de sa
les minerales y casaminodcidos ( Tabla 4 ), a pH 7. Los ma-—
traces se incubaron en agitacion rotatoria a 150 rpm durante
48 h a 37°C. El tiempo de incubacidén se determind por obser-
vacién directa al microscopio ( a las 48 h inicia la fase de
esporulacidén de los cultivos ). E1 medio de cultivo fué cen-~
trifugado a 10 000 rpm por 30 min. en una centrifuga refrige
rada ( Beckman Mod. J2-21 ), para separar el sobrenadante —-
del paquete celular. El1 sobrenadante recuperado fué esterili
zado a 120°C por 15 min. y filtrado a través de membranas --
Millipore de 0.22 micras de tamafio de poro. Las muestras ob-
tenidas se mantuvieron en congelacidén a 2°C hasta el momento

de su uso ( Figura 3 }.

c) 2nalisis del Sobrenadante.

a) Precipitacidén con etanol:

Los sobrenadantes obtenidos fueron descongelados a tem-
peratura ambiente, se tomaron 20 ml de cada uno de estos so-
brenadantes y se transfirieron a vasos de pfecipitado de 100
ml, respectivamente. Posteriormente, se concentraron diez ve
ces el volumen original en un bafio metabdlico a una tempera-

tura de 90°C por 20 min.

Los concentrados se mezclaron con un volumen igual de -
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etanol absoluto ( Merck ) y se mantuvieron a 4°C por 24 h
para acelerar la precipitacidén. Después de este tiempo, el
sobrenadante se decantd y se 1llevd a una concentracidn de
alcohol del 60%, manteniéndose a 4°C por 24 h. Posteriormen
te la concentracidén de etanol del sobrenadante decantado --
fué llevada a 90%, concentracién a la cual se reporta que -
precipita la toxina. El precipitado obtenido con esta con--
centracidon de alcohol es disuelto en agua destilada para su
andlisis espectrofotométrico. Este mismo procedimiento se -
realizé con 20 ml de medio de cultivo estéril, el cual fué

utilizado como control ( Figura 4 ).

b) Andlisis espectrofotométrico:

Tomando como base el espectro de absorcidn caracteris-
tico reportado para este compuesto, el cual por su estructu
ra gquimica presenta una absorcidén maxima a 260 nm y una mi-
nima a 230 nm, aproximadamente, se realizd un barrido del -
patrdon de referencia de la beta exotoxina en un espectrofo—'
tometro Mod. DU-7, Marca Beckman, utilizando como blanco de
ajuste agua destilada ( Figura 2 ). El1 espectro de absor- -
cibén obtenido es usado como referencia para el andlisis es-
pectrofotométrico de los precipitados etandlicos obtenidos

de los sobrenadantes.

Se tomdé 1 ml de cada precipitado; reépectivamente, lie
vandose a un volGmen final de 25 ml con agua destilada para
obtener una dilucidn de 0.04 mg/ml; posteriormente se reali
26 el barrido de absorcidn en la regidn de 200 a 300 nm, -~
usando agua destilada como blanco de ajuste ( Figuras 6 y -
20 ).

¢) Curva de calibracidn del patrdn de referencia de la
{* —exotoxina. »
A partir del patrdn de referencia cuya concentracidn -
real es desconocida, se prepard una solucidén patrbén de 1 mg/

ml; de esta solucidn se obtuvieron diluciones correspondien
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tes a: 0.004, 0.012, 0.02, 0.04, ©.06, 0.08 y 0.10 mg/ml.

Posteriormente se determind la absorbancia de dichas solu--
ciones a su longitud de onda méxima de 260 nm, en un es- —-
pectrofotémetro Marca Beckman Mod. DU-7, con agua destilada

como blanco de ajuste ( Tabla 5 ).

En base al coeficiente de extincidn molar reportado pa
ra este compuesto se aplicd la siquiente férmula a las lec-
turas de absorbancia obtenidas en cada una de las dilucio--
nes analizadas, con la finalidad de conocer la concentra- -

cidn aproximada de cada una de ellas:

Donde:

I

Absorbancia de la muestra
= Coeficiente de extincidn molar ( 14,200 )

Espesor de la celda ( 1 cm )

Q & o -
I

Cocentracidn

Finalmente se efectud con los datos, un andlisis de re
gresién lineal por el método de minimos cuadrados para obte
ner ia linearidad de los valores de concentracidn obtenidos

anteriormente.

E) Bioensayos:
Para corroborar los resultados obtenidos en el andli--
sis espectrofotométrico, se procedid a realizar bioensayos

con larvas del tercer estadio de Musca doméstica, por ser -

este el método cominmente empleado.

a) Cria de los insectos:

Los adultos de Musca doméstica se criaron asécpticamen
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te en una dieta a base de azlcar y agua a una temperatura -
de 32°C y una humedad relativa de 80%. Los huevecillos co--
lectados se transfirieron a una dieta a base de alfalfa y -
agua para el desarrollo de las larvas. Posteriormente se se
leccionaron las larvas del tercer estadio para usarse direc

tamente 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 dié
ta ( como dbésis fnica ), 40 mcl/g, 120 mcl/g, 280 mcl/g, --
360~\mcl/g, 360 mcl/g y 480 mcl/g de dieta.

La dieta utilizada en el bioensayo consiste en 22.5 g
de alfalfa molida, 0.075 g de 4cido sdrbico, 0.150 g de aci
do parametilbenzdico ( estos tltimos como inhibidores de --
hongos ). Los componentes se mezclan con las diluciones ob-
tenidas de 1os sobrenadantes y se homogenizan con una bati-

dora de mano eléctrica ( Figura 5 ).

Cada dbsis fué probada por triplicado en cada uno de

los sobrenadantes. Como controles negativos se usaron, el

' sobrenadante de la cepa HD-1 ( Bacillus thuringiensis var.

kurstaki ), el medio de cultivo estéril y agua destilada;

como controles positivos se utilizaron el sobrenadante de

la cepa HD-59 ( Bmcillus thuringiensis var. thuringiensis )

y el patrdn de referencia de beta exotoxina.

Se colocaron 25 larvas del tercer estadio de - - - - -

Musca doméstica en cada uno de los recipientes gque conteni-

an la dieta y se incubaron a 37°C y B80% de humedad relativa
durante 7 dias. Posteriormente se obtuvieron los datos como
nimero de larvas muertas 10S chales fueron analizados a tra
vés del andlisis Probit para obtener la Dbsis Letal Media

( DL-50 ).
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RESULTA ADOS

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

Todas las cepas probadas (control y nativas), presenta--
ron un crecimiento favorable en el medio @e Conner y Hansen. -
El tiempo cde fermentacidn (48 h), se determind por observaciébn
directa al microscopio del inicio de la fase de esporulacidén -
reportado como el periodo al cual se produce la mayor canticdad

de beta'sfotoxina (12).

Analisis Espectrofotométrico.-

Los resultados de 1os andlisis espectrofotométricos de -
las muestras tratadas, indican que el patrdn de referencia de
beta exotoxina presentd una total similitud con el espectro
de absorcidn carecteristico reportado para este compuesto --
(Fig. 6), encontrandose un pico maximoc de absorcidn a una lon-
gitud de onda de 260 nm.

Al comparar los espectros de absorcidn de los precipita-
dos etanblicos de los sobrenadantes de las cepas HD-59 -—

{Bacillus thuringiensis var. thuringiensis) y HD-41 -

(Bacillus thuringiensis var. thuringiensis) con el espectro de

absorcion éel patrdon cde referencia, observamos gue en los tres
casos se presenta una absorbancia méxima a 260 nm, sin embargo,
los valores @de absorcidn a esta longitud de onéa en las cepas

UD-59 y HD-41 son nenores a los obtenidos con el patrdon ce re-~

ferencia, como se observa en las figuras 7 y 8.

Por otro lado, la cepa HD-1 (Bacillus thuringiensis var.
kurstaki), utilizada como control negeztivo, no presenta absor-
cion a dicha longitud de onda, similar a2l medio de cultivo es-
téril (Fig. 9 y 10).

En al caso e las cepas nativas, de un total de 10 sobre
nadantes analizados, todos presentardn resultados similares a
los controles negativos con ausencia ¢e absorcidn a la longi--

tud de onda caracteristica de 260 nm (Fig. 11 - 20).
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Curva de Calibracidn.-

Se obtuvieron los valores de concentracidén real de las
diluciones del patrdn de referencia aplicanéo el coeficiente
de extincidn molar reportado para la toxina (14 200) y de —-
las absorbancias obtenidas (Tabla 5). El andlisis de regre—-—
sidén lineal simple para los valores de concentracidén 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 correlacion entre las absorbancias de los precipitados e-
tanblicos de dichas cepas y las concentraciones reales obte-
nidas en la curva ¢e calibracidn. De ésta manera, para la ce
pa BD-59, cuya =absorbancia aproximada es cde 0.400, su concel
tracion aproximada es de 0.0284 mg/ml, mientras gue para la
cepa HD-41, con 0.100 de absorbancia aproximadamente, su con
centracion aproximada es de 0.0076 mg/ml. En el caso del pa-
trén de referencia, en donde se obtuvo una absorcidén de -——
0.500 aproximadamente, la concentracibén cue se obtiene es de
0.0351 mg.ml (Tabliz 6).

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

mente.

Bioensayos. -
Los resultados obtenideos aquimicazmente fueron corrobora
dos bioldgicamente con bioensayos en larvas del tercer esta-

‘¢io de Musca Jdoméstica. Para la cepa HD-59 L

(Bacillus thuringiensis var. thuringiensis) utilizado como certrl

ositivo, se obtuvieron valores de 16.0% y 73.7% cée mortali-
dad en las doOsis menor v mayor respectivamente. El1 analisis
Probit de estos datos indican una DL-50 ce 240 ul/g de Cieta
(Tabla 6).

Fl patrdn ce referencia de beta exotoxina fué el gue --
presentd los porcientos de mortalidad més altos (Tabla 7), -

con 30.60% y 80.0% para la ddsis menor y mayor respectivamen
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te. Se obtuvo una DL-50 de 92.28 ul/g de dieta al analizar ~--
los datos estadisticamente.

En el caso cde la cepa HD-1 (Bacillus thuringiensis var.

xurstaki), los resuitados-fuerdn negativos con valores meno--
res al 10% de mortalidad, excepto en la dbsis de 360 Hl/g de
dieta en donde se obtuvo 12%. Resultados similares con por---
cientos de mortalidad menores al 10%, fueron obtenidos con -
el medic de cultivo estéril y el agua destilada, ambos contro
les negativos. Estos resultados no fuerdn analizazdos estadis-
ticamente por presentar valores menores al 10% de mortalidad
(Tabla 8).
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DISCUSIONES Y CONCLUSIONES
El medio de Conner y Hansen resultd un medio favorable

para el crecimiento de Bacillus thuringiensis similar a 1lo

reportado en la literatura. Sin embargo, por los resultados
obtenidos no puede descartarse la posibilidad de que sea ne
cesario un medio mas complejo para obtener un mayor creci--

miento y una mayor produccidn de beta exotoxina.

La similitud entre 1los espectres de absorcidn para las
cepas reportadas como productoras y el patrén de referencia
de la beta exotoxina, indican gue dichas cepas si producen
la toxina, sin embargo las diferencias de absorcién sugie--
ren gue la produccidén de la toxina por dichas cepas es baja
en estos experimentos. Alln mis, la cepa HD-41 produce menor
cantidad gue la cepa HD-59, ambas pertenecientes a la varie

dad thuringiensis., reportada como buena productora de beta

exotoxina. Esto apoya el trabajo de Mohd y Salleh ( 1980 ),
donde se aobserva que la actividad tdxica de los aislados va
ria aln cultivéndose en el mismo medio, por lo gue conclui-
mos que resulta dificil producir esta toxina con rendimien-

tos constantes.

Se establece la utilidad del método de precipitacidén -
con etanol para detectar beta exotoxina, al analizar los es
pectros de absorcidén de los controles negativos: medio de -
cultivo estéﬁil y el sobrenadante de la cepa HD-1, reporta-
da como no productora de la toxina. en donde estd ausente -
la curva tipica de absorcidn de[beta exotoxina com—una—ab--_
sorcion de beta exotoxina ces una absorbancia maxima a 260

nme.

Debido a gue se desconoce la concentracidn real del pa
tron de referencia de beta exotoxina utiliéado en este tra-
bajo se aplicd el coeficiente de extincidn molar reportado
para este compuesto por Sebesta y Horska, en 1972, con la -

finalidad de establecer un valor aproximado de la concentra
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cibén de beta exotoxina producida por las cepas HD-59 y HD--
41. De esta manera concluimos gue 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 gue la cepa HD-59, resultd mejor productora con --

28.4 mg/litro de medio de cultivo.

Comparando los valores obtenidos con valores reporta--
dos en la literatura, observamos gque la cepa HD-41 se en- -
cuentra produciendo la octava parte, aproximadamente, del -
rendimiento més bajo reportado que es de 50 mg/litro, mien-
tras que la cepa HD-59, esta produciendo la mitad, aproxima

damente, del mismo valor.

Para el caso de las cepas nativas ( GM-S ), los espec-
tros de absorcibn de los precipitados etandlicos de estas -
cepas indican que no producen la toxina, al menos en canti-
dades detectables por este método, asi, ya que la cepa HD--
41 se encontrd gque produce 7.6 mg/litro y resultd detecta--
ble al aplicarle el método de precipitacidén con etanol, con
cluimos gue dicho métodeo puede ser 0Otil en cepas gue se en-
cuentren produciendo arriba de esta concentracidn, sin em--
bargo, consideramos gue este valor va a ser variable segun
las condiciones en gue se lleve a cabo el analisis y consi-
derando que siempre deberd correrse un control positiveo du-
rante el mismo, el cual como se menciond antes varia de - -

igual forma en cada experimento que se lleve a cabo.

Por otro 1lado, observamos gue los resultados obtenidos
guimicamente fueron corroborados con bioensayos en larvas -

del tercer estadio de Musca doméstica, en el caso de los ~--

controles positivos, Unicamente la cepa HD-59 fué probada,
ya que en base a 1os resultados obtenidos fué la cepa con -

mayor produccibdn de toxina.
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Dicha cepa, al igual gue el patrén de referencia mostrd
porcientos de mortalidad relativamente altos en comparacién
con las cepas nativas las cuales corroboran los resultados
negativos del andlisis guimico al obtener porcientos de mor-
talidad menores al 10%. En el caso de estas cepas, uUnicamen-~
te 4 fueron probadas en los bioensayos, esto debido a las di
ficultades técnicas presentadas en el cultivo y mantenimien-

to de las crias de Musca doméstica, las cuales originaron la

pérdida total de las mismas. Sirn 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 gue los resultados guimicos de las mis

mas fueron negativos.

Cabe mencionar, que la metodologia empleada en los bio-
ensayos fué establecié%ipara este trabajo ya que aungue éste
sea el método mas cominmente empleado para detectar beta exo

toxina en cultives de Bacillus thuringiensis, actualmente se

carece de un método establecido para realizarlo, por lo tan-
to se propone la necesidad de establecer y estandarizar una

metodologia para los bioensayos con este insecto.

Finalmente podemos conclulr, gue en comparacién con el
laboratorio e inconsistente nétodo de bioensayo, el método -
de precipitacidn con etanol resulta ser un método practico,
sencillo y econdmico, el cual debe ser mas ampliamente estu-

diado.
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TABLA 1..

FORMULACIONES COMERCIAL.ES DE BETA EXOTOXINA Y

DELTA ENDOTOXINA
\

NOMBRE COMERCIAL coMPANTIA

I.- BETA EXOTOXINA:

BIOTOXKSYBACILLIN All Union Inst. Agr. Micro
biol. RUSIA

EKSOTOKSIN Glavmikrobioprom. RUSTA
TOXOBAKTERIN Glavmikrobioprom. RUSIA

I1.- DELTA ENDOTOXINA:

AGRITOL Merck & Co. E.U.A.
BAKTHANE Rohm & Hass. E.U-.A.
BACTOSPEINE Roger Bellon. FRANCIA
BATHURIN Chemapol-Bickyma. CHECOESLO
VAQUIA.
BIOSPOR Farbwerke Hoechst. BALEMANIA.
BIOCTROL BTB Nutrilite Prod. E.U.A.
DENDROBACILLIN Glavmikrobioprom. RUSIA
DIPEL Abbot Labs. E.U.A.
ENTOBACTERIN Glavmikrobioprom. RUSIA
INSERTIN Glavmikrobioprom. RUSIA
PARASPORIN Grain Proc. Lab- E.U.A,.
SPOREINE LIBEC Laboratoire. FRANCIA

THURICIDE Sandoz-Inc. E.U.A.
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CEPAS NATIVAS DE Bacillus thuringiensis (GM'S)

CLAVE* VARIEDAD SEROTIPO
GM-7 Bacillus thuringiensis var. aizawi

GM-10 Bacillus thuringiensis var. aizawi

GM-18 Bacillus thuringiensis var. neolonensis 24
GM-23 Bacillus thuringiensis var. aizawi

GM-34 Bacillus thuringiensis var. kurstaki ab
@1-38 Bacillus thuringiensis var. tohokuensis 17
GM-40 Bacillus thuringiensis var. tohokuensis 17
4-47 Bacillus thuringiensis wvar. tolworthi 9
GM-48 Bacillus thuringiensis var. tohokuensis 17
M-78 Bacillus thuringiensis var. tohokuensis 17

CLAVE* = Nomenclatura

de la coleccién de cepas de
Bacilius thuringiensis de la FCB-UANL.

— -

_— e = =



TABLA 4.

MEDIO PARA LA PRODUCCION DE LA BETA EXOTOXINA

Casaminoécidos e 5 B om W ow ow Eom K w om 10.0 g/lto.
KH PO, v 0 o e v e v o e e e e 5.0 gflto.
BP0 W ON: + « ¢ 5 2 5 s & 3 s 5.0 G/1t6.
Mgso4. 7 HoO oo v e e e e 0.05g/1to.
CaClz. 7 HZO SSHIINSEY = & & ¢ & & & & s 0.05¢g/1to.
Na (NH4)HPO4. 4 HZO § ¥ % & & £ € § 3 1.5 g/lto.
Clitrato ide sadio |l . g . 9. -A- SeD g/Tee-
PH Ae «He Sl /s ¢ I - B + F € 7

(Conner y Hansen 1967).
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ESTRUCTURA QUIMICA DE LA BETA EXOTOXINA
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Fig.QL ESPECTRO DE ABSORCION EN ULTRA VIOLETA-VISIBLE
REPORTADO PARA LA BETAR EXOTOXINA
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SOBRENADANTE

Andlis Quimico Andlisis Bioldgico
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Fig. 4.~ Andlisis del Sobrenadante
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Fig. I‘-f Espectro de absorcion ultravioleta del Sobrenadante de la cepa
GM-23, después del tratamiento de precipitacian con etanol.
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Fig.15 Espectro de absorcion ultravioleta del sobrenadante de la Cepa
GM-34, después del tratamiento de precipitacidn con Etano]l.
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