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RESUMEN 

Para determianr la actividad tóxica que presentan dos cepas nativas de-
B. thuringiensis contra insectos lepidópteros, se produjeron estas cepas en-
25 medios de cultivo, diseñados en base a melazas, subproductos de cítri-
cos ó jugo de agave como fuente de carbono, harina de pescado o harina de so 
ya como fuente nitrógeno y líquido de remojo de maíz (L.r.m.) ó Agua de cocí 
miento de levadura (A.C.L.) como fuente de cofactores de enriquecimiento, — ' 
así como también sales minerales. 

Al ensayar los extractos obtenidos de estos medios por bioensayos contra 
insectos lepidópteros (Heliothis virescens y trichohusia rñ) se encontró que 
solo la cepa denominada como B. thurlngiensis GM-1 poseía actividad insecti-
cida contra estos insectos con mortandades de 20 a 100% en 500 ug del ex- -
tracto de B. thur ingi ens i s GM-1 por mililitro de dieta del insecto, no así -
para Bacillus thuringi ens i s GM-2 que resultó prácticamente atóxica para los 
insectos antes mencionados. 

De los 25 medios de cultivo probados se encontró que los medios con 
clave E2 y E3, que poseen melazas, líquido de remojo de maíz ó agua cocimien 
to de levadura y carbonato de calcio son adecuados para producir bioinsecti-
cidas de B. thuringiensis GM-1, dado que los extractos obtenidos de estos me 
dios y probados contra los insectos antes mencionados, poseen mortalidades -
de 100% a 500 ugdel extracto de B. thuringinsia GM-1 por mi. de dieta de am-
bos insectos. 
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INTRODUCCION 

La producción de materiales biológicos para control de insectos plaga de 
importancia agrícola y salud pública, es actualmente una industria de suma ~ 
importancia en Estados Unidos, URSS y Francia. Estos países producen una gran 
variedad de microorganismos patógenos de insectos: virus, hongos, bacterias y 
protozoarios (29). 

Por su especificidad, seguridad y eficacia la mayor parte de los patóge-
nos producidos en estos países son bacterias esporuladas, entre éstas destaca 
Bacillus thuringiensis a nivel comercial, dada la patogenicidad que posee la 
ó- endotoxina que produce a Lepidópteros y Dípteros (29). 

El desarrollo industrial de Entomopatógenos es una alternativa a los pro-
blemas provocados por insecticidas químicos (mutagénesis en vegetales, mamífe-
ros, aves, peces y el hombre). Esta toxicidad ha originado incrementos de re-
sistencia en los mismos insectos aunado a la poca o nula selectividad que - — 
poseen, dado que exterminan a los insectos benéficos e inhiben y matan a la ma 
yor parte de la microflora del suelo, responsable de la fertilidad del mismo. 

Hoy en día el uso de Bacillus thuringiensis en el control de insectos se 
ha generalizado a nivel mundial para control de plagas agrícolas, forestales y 
de importancia en salud pública. Los productos comerciales de esta bacteria -
poseen el nombre de Dipel, Thurincide, Biotrol, Bactospeine, etc., que se dife 
rencian porque el Bacillus thuringiensis involucrado en su producción es de di 
ferente variedad. La demanda de éstos productos en el mercado cada día es ma-
yor. Hoy en día en los mismos países productores existe escasez del producto 
de aquí la relevancia de tener nuevas fábricas productoras. 

En los estudios hasta hoy realizados con B. thuringiensis por diversos in 
vestigadores del mundo, se sabe que la toxicidad de este microorganismo depen-
de de la cepa, de la variedad involucrada, además del medio de producción (57). 
Dentro de esos parámetros se trabaja actualmente para lograr obtener productos 
comerciales más toxigénicos de B. thuringiensis que los que actualmente se pro 



ducen; con el uso de diversas materias primas existentes en el país donde se -
trabaja sobre éste tópico. 

En México existe escasez de investigación en el campo de control micro- -
bial de patógenos, dada la influencia de pesticidas químicos y del poco o nulo 
conocimiento de los problemas provocados por ellos (mencionados anteriormente) 
de los que solo por accidente, riesgo de trabajo, ingestión o contacto, se - -
tiene conocimientos, de aquí la relevancia de mostrar la eficacia que posee el 
control microbial por medio de B. thuringiensis sobre insectos fitopatógenos, 
la cual es comparable y en algunos casos superior al realizado con insectici-
das químicos, sin riesgo de toxicidad de ningún tipo. Por lo anterior en la 
presente investigación nos propusimos los siguientes objetivos: 

1.- Propagar dos cepas nativas de Bacillus thuringiensis a nivel de laborato— 
rio en medios de cultivo a base de melazas, jugo de agave o subproducto de 
cítricos como fuente de carbono. 

2.--Determinar la toxicidad de los extractos de Bacillus thuringiensis contra 
insectos lepidópteros (Trichoplusia ni y Heliothis virescens). 



A N T E C E D E N T E S 

Generalidades. 

La necesidad de buscar alternativas para controlar insectos-plaga disminu-
yendo el uso de insecticidas químicos, es una realidad hoy en día, dado los pro 
blemas ocasionados tales como; resistencia de los mismos insectos y daños ecoló 
gicos: toxicidad a suelos, plantas, ríos e incluso al hombre. El control por -
radiaciones sobre criaderos de insectos es en la actualidad uno de los métodos -
de mayor relevancia, pero por su metodología, sólo se utiliza en plagas muy es-
pecíficas y su uso es muy restringido. 

El control a través de microorganismos patógenos de insectos es de los 
más importantes, esto se debe a su mecanismo de acción, sélectividad, especifi-
cidad y tecnología de producción, la cual generalmente se realiza a través de -
fermentaciones sumergidas, en propagación " in vivo " en insectos o bien en - -
cultivos de células de ellos (Granados R. 1981). Cabe señalar que por su faci-
lidad de producción y su alta toxicidad a insectos plaga, los bioinsecticidas -
que más se producen son bacterias y de éstas, Bacillus thuringiensis es de ma— 
yor uso en el mundo. 

Históricamente el descubrimiento de éste microorganismo es atribuido a -
Ishiwata en 1901-1902 en Japón, quien lo aisló de larvas enfermas del gusano -
de seda (Bombyx morii) que presentaban una parálisis típica, denomina al baci-
lo aislado Bacillus sotto. El nombre de B. thuringiensis es dado por Berliner 
(1909-1912), quien aisla un bacilo idéntico al de Ishiwata, pero de las larvas 
enfermas de la "palomilla del mediterráneo" Anagasta kuhiella (Zeller) en Ber-
lín, dentro del distrito de Thuringia, en Alemania, razón por la cual denomina 
al bacilo esporulado de este insecto como B. thuringiensis, aún sin conocer lo 
realizado por Ishiwata (29,30). 

Años más tarde (1915) Aoki y Chagaski demuestran que la patogenicidad de -
la especie sotto (Ishiwata) se debe a una toxina preformada en cultivo esporula 
dos de esta bacteria, experimento que confirman Mitani y Watari en 1916 al ais 
lar un filtrado tóxico de la especie sotto (Ishiwata) (29). 



La descripción típica del cuerpo paraesporal de jj. thuringi ens i s fue rea-
lizada por Berliner (1915) y Hattes (1927), al observar que cultivos en esporu 
lación de esta bacteria producen una inclusión a parte de la espora, llamándo-
lo "Restkorper" o Cuerpo de desecho". Berliner sugiere que éste cuerpo esta -
formado por material celular no requerido para la formación de espora, que es 
esférico y su tamaño cambia hasta poseer una forma romboidal, observaciones — 
que Nattes en 1927 confirma, y añade que el crecimiento del cuerpo paraesporal 
cambia de posición a la espora (9,30). 

Otras investigaciones señalaban ya la importancia que podría tener B. 
thuringi ens i s en el control biológico de insectos plaga. La mayor parte de -
las investigaciones realizadas por científicos de e^e tiempo se encaminaban a 
probar extractos de cultivo de B. thuringiensis con insectos en laboratorio y 
campo, así en 1924 Shepher menciona el uso de B. thuringiensis para control de 
la palomilla de la coliflor (Echocerus conrnutus). Hust (1927) infecta en el 
laboratorio con B. thur ingi ens i s al barrenador del maíz (Phiniausta - - - -
imbibalis) y demuestra que esta bacteria es muy patógena, ya que mataba al -
100% de los insectos en 1 a 1.5.días, describe también (1929-1930) métodos de 
control y señala que el de empolvado es el mejor para el combate del gusano — 
barrenador del maíz. En igual forma Matalinikoff y Chorine en 1929, prueban 
en campo mediante aspersiones a B. thuringiensis para control del barrenador -
del maíz, indicando que los cultivos de maíz infectados con este insecto y no 
tratados con B. thuringi ens is se desarrollan pobremente, mientras que en los -
tratados, el cultivo crece vigorosamente y produce mazorcas más grandes que el 
control. Por otra parte B. thuringiensis es también patógeno para la "palomi-
lla gitana" (Porthetria dispar) y larvas de Aporia erataegi y Vanesia urtical 
De esta manera, ccn ello señalaren Que B. thuringiensis es un patógeno específico de 
lepidópteros, ya que al ensayar esta bacteria con cuatro généros de saltamon— 
tes, dos mosquitos y un escarabajo resultaron resistentes a la toxina de este 
microorganismo (56). 

Como resultado de eétas investigaciones y conocida la especificidad de la 
patología para el orden lepidóptera, se produce la alternativa de control de -
insectos plaga, al fabricar en 1930 el primer producto de B. thuri ngi ens is - -
en Francia llamado "Sporine" el cual a nivel de campo contra el gusano banrena i 
dor del maíz (Ostrinia rubilalis) se encuentra que es efectivo. Sin embargo -
la destrucción provocada por la segunda guerra mundial, dió como resultado que 



la fábrica manufacturadora desaparecería y dejo de producirse Bacillus -
thuringiensis. 

Terminada la segunda guerra mundial se renuevan las investigaciones en el 
campo de patógenos y se hace más palpables los problemas taxonómicos de B. 
thuringiensis, ya que la cepa descrita por Ishiwata (B. sotto) y Berliner (B, 
thuringiensis) eran idénticas por lo que no podían est^^ clasificadas como es-
pecies distintas. La confusión fué más grande al proponer Smith, Gordon y 
Clarke (1964) que B. thuringiensis sea clasificado como Bacillus cereus dado -
que aparte de su patogenicidad para insectos y de la forma oblicua de su espo-
ra, resulta indistinguible de B. cereus (30), abandonándose por completo la -
producción industrial de este microorganismo para control de insectos. 

Con éstos estudios, Bacillus thuringiensis se considera como variedad de 
Bacillus cereus, así (1951) Toumanoff y Vago (35) aislan un patógeno esporula-
do idéntico al de Ishiwata (1901) al cual clasificaron como Bacillus cereus -
variedad alesti y mencionan la semejanza que existe entre este aislado, B. - -
cereus, B. sotto y B_. thuringiensis (Berliner 1912). 

En este año (1951) Steinhaus usa experimentaimente a B. thuringiensis en 
pruebas de campo en los Estados Unidos para control de la "oruga de la alfal-
fa" (Colias pilodice, euritheme) (Biosduval), sin embargo, la importancia de -
clasificar taxonómicamente a thuringiensis y diferenciarlo de B. cereus era 
de mayor interés en ese tiempo. 

Hannay en 1953-1956 da a conocer los principios de una nueva taxonomía pa 
ra diferenciar a B. thuringiensis de B. cereus, ya que al examinar bacilos es-
porulados» aerobios, dentro de ellos a B. thuringiensis, encuentra que este — 
produce cristales en forma de diamante, denominándolo "cuerpo paraesporal", al 
cual Berliner (1916) lo llamó "restkorper" o "cueppo de desecho". Al analizar 
dicho cuerpo (1956) encuentra que éste químicamente es una proteína (31), y — 
asocia al cuerpo paraesporal con la toxicidad de B. thur i ngi ens i s a insectos, 
ya que al probar esporas de este microorganismo contra orugas de insectos pro-
ducen septicemia. Angus (1954-1956) demuestra que el cristal es una toxina -
soluble en soluciones al calinas y tóxicas a insectos y aún sin conocer los — 
escritos de Mitani y Watari (1916) sobre extracción de la toxina, utiliza mé-
todos similares para obtener una solución protéica libre de células, la cual -



produce ]>a parálisis sotto típica, descrita por Ishiwata (31). En ese mismo -
tiempo, Stainhaus (1954) reafirma lo encontrado por Hannay, Angus y Berliner, 
ya que al aislar a B. thuringiensis encuentra que este produce inclusiones en 
forma viable, predominando la romboidal y cuboidal. Al realizar pruebas de -
infectividad con 15 cepas encuentra que las inclusiones están relacionadas con 
la virulencia del bacilo a insectos. 

§ 
La confirmación de la forma del cuerpo paraesporal fue conocida al publi-

car Hannay y Fitz-James en 1955, las primeras fotografías del cristal bipiranú 
dal y además que éste es de consistencia protéxca. 

Con estos hechos es factible distinguir a B. thuringiensis de otros baci 
los esporulados, pero aún era problemático distinguiE-entre sí las cepas de -
este microorganismo de diversos investigadores. Por otra parte Steinhaus -
(1951-1956), a través de varias publicaciones demuestra como B. thuringiensis 
es capaz de controlar insectos plaga principalmente lepidópteros, para tiempo 
después producirlo masivamente en E.U.A., la Pacific Yeast Products (1957), 
(tiempo después Bioferm Corp. y luego Chemical Corp.), la cual lanza al merca 
do un producto llamado "Thurincitie.". Industrializado, Heimpel y Angus (1958) -
publican como diferenciar a B. thuringiensis de B. cereus, la describir que 
B. thuringiensis produce inclusiones paraesporales altamente tóxicas para in-
sectos lepidópteros, lo cual es una diferencia de B. cereus aún y cuando B. -
thuringiensis sea idéntico morfológica y bioquímicamente a éste. 

Al parecer el interés mostrado por los investigadores para clasificar a -
B. thuringiensis disminuye al producirse industrialmente éste. 

Diez años después de iniciada la industria, Heimpel (1967) en trabajos 
realizados con diversas cepas de B. thuringiensis agrupa a estas bacterias co-
como "cristalíferas" y denomina al cristal " 5-endotoxina" (33), y empíricamen 
te agrupa a las cepas como variedades, debido a que existen diferencias muy -
marcadas entre éstas,así denomina a B. thuringiensis variedad sotto al aislado 
por Ishiwata (1901) y B. thuringienisis variedad alestí al realizado por Touma 
noff y Vago (1951). En este año, (1967) el producto B. thuringiensis, obteni-
do industrialmente y al cual Stainhaus (1957) dió la importancia económica pa-
ra que se produjera en la Pacific Yeast Products (Thuricide), tenía poca deman 
da en el mercado, ya que sus usos eran limitados, pues el predcto no contaba con 



alta potencia y estandarización adecuada porque los conocimientos adquiridos -
sobre este campo eran escasos. Así DeBerjak y Bonnefai (1962-1973) proponen -
la clasificación de B. thuringiensis en variedades de acuerdo a su reacción se 
rológica con el antígeno flagelar -H de células vegetativas móviles (cuadro -
IV), mencionando que este antígeno (H) es estable y específico. Estos traba-
jos concluyeron con la designación de variedades de B. thuringienisis. Duran-
te este tiempo, Dulmage (1969), aisla una cepa de B^^huringiensis (HD-1), -
que resulta ser de 20 a 200 veces más potente que todas las cepas conocidas -
(4), por lo que las compañías productoras optaron por utilizarla. Así las -
formulaciones de B. thuringiensis tuvieron más demanda en el mercado y más aún 
cuando el mismo Dulmage (1971) desarrolla la estandarización de productos basa 
dos en B. thuringiensis, al probar las formulaciones industriales de este mi-
croorganismo por bioensayos con larvas de insectos, y utilizar a Thrichoplusia 
ni (Falso medidor del tabaco) como insecto de prueba. En 1972 en Brownsville, 
Texas, representantes de diversas industrias de Estados Unidos, productores de 
B. thuringiensis como Abbot Laboratorios, International Minerals y Chemical — 
Corp. y Nutrilines Products Inc., junto con representantes de la división de -
regulación de parasiticidas (USEPA) y del departamento de Agricultura de E.U.A. 
(U.S.D.A.) proponen que las formulaciones de la 6-endotoxina de B. - - - - -
thuringiensis en E.U.A. se estandaricen por bioensayos contra Trichoplusia ni 
en comparación con un estándar primario y que las actividades de toxicidad de 
este microorganismo sean reportados en U.I/mg., basándose en el estándar inter 
nacional E-61 de referencia. De esta manera una formulación de la cepa HD-1 -
fue aceptada como el estándar de referencia (HD-l-S-1971) con una potencia de 
18,000 U.I./mg. de productos (6,18,19,20). 

Otros avances obtenidos en taxonomía de B. thuringiensis fueron los real£ 
zados por J. krywienczyt al encontrar que las variedades de B. thuringiensis 
pueden ser clasificados por antígeno de cristal ( 6-endotoxina); además, mencio 
na que el 85% de las cepas aisladas por ella, poseen antígeno de cristal idén-
tico y pertenecen a un serotipo H específico, lo cual puede estar relacionado 
con la actividad insecticida (3,7,28,41,47). 

Hoy en día se sabe que no todas las serovariedades de B. thuringiensis -
son tóxicas para insectos plaga lepidópteros, algunas de ellas son atóxicas, -

» 

como en el caso de la variedad colmeri ykumamotensis (Ohba y Aizawa 1981) y tó 
xicas para otros insectos como en el caso de variedad isralensis que es tóxica 



para mosquitos. Sin embargo existe la posibilidad de que la toxicidad dependa 
de la cepa aislada, ya que ésta aún no esta muy bien definida o delimitada y 
no hay hasta lo hoy conocido una estricta relación entre la serovariedad y la 
toxicidad a un insecto (12,57). Es conocido también que la toxicidad es depen 
diente de parámetros de fermentación como pH, tiempo, medio de cultivo, etc., 
por lo cual es díficil aseverar con exactitud cuando una cepa es atóxica, ya -
que lo puede ser para insectos no probados. 

BIOQUIMICA DE LA 6-ENDOTOXINA DE B. thuringiensis. 

Esta proteína (cristal) es el principal producto activo de Bacillus - -
thuringiensis tóxico a insectos plaga y se le conoce como cristal, cuerpo para 
esporal o 5 -endotoxina; se caracteriza por ser insoluble en agua, soluciones -
buffer y solventes orgánicos, debido a puentes disulfuro e interacciones no co 
valentes que forman el cristal. En condiciones normales esta'toxina es solu-
ble en pH alcalinos superiores a 12 o bien por la acción conjunta de desnatu-
ralizadores (Angus 1956). Existen varios métodos reportados para conocer la 
naturaleza del cristal paraesporal de B. thuringiensis, a través de diversos -
procesos químicos o físicos, como es el caso de reductores de puentes disulfu-
ro (Ac. tioglicolico) y sedimentación por ultracentrifugación (Lacadet 1966-
1972), o bien con mercaptoetanol y eleetroforesis en gel con dodecil sulfato -
de sodio y urea, y determinación de aminoácidos por cromatografía de intercam-
bio iónico y electroforesis en geles entre otros (7, 12,30, 57). Así el uso -
de metodologías mencionadas anteriormente, reveló que las diversas variedades 
de B. thuringiensis no muestran variación significativa en el contenido de ami 
noácidos, encontrándose que el ácido glutámico y el aspártico se encuentra en 
gran proporción en el cristal (26%) en comparación con los demás aminoácidos, 
(cuadro II) de aquí que esta toxina tenga bajo puijto isoeléctrico (4.4) además 
de que es baja en cistina, lo cual produce su insolubilidad. Otros autores se 
ñalan que en el cristal se encuentran alrededor de un 5% de carbohidratos por 
lo que debe considerarse a este como glicoproteína. (40,46), 

Actualmente se conoce que existen cadenas polipeptídicas en la 6-endotoxi 
na de B. thuringiensis, (41,46). Para llegar a concluir esto se trabajó ini-
cialmente en la separación de la espora del cuerpo paraesporal ( 6-endotoxina) 
lo cual resultaba díficil dado que en tamaño y características superficiales 
son casi idénticos, aparte de la insolubilidad del cristal en agua y sol- -



ventes orgánicos (Goodman 1967 y Lecadet 1970). Existen varias técnicas de sepa 
ración de la espora y restos celulares, dentro de ellos los de Vankova 1957 
y Fast en 1972 que usan centrifugación en gradientes de densidad de CsCl y sa-
carosa respectivamente, o bien los de Sharpe (1975) en gradientes isopicnicos 
de renografina. Separaciones óptimas fueron las encontradas por Angus y Ni-
ckerson (1970) al usar centrifugación zonal con bromuro de sodio, método que 
actulamente se usa para obtener buenas separaciones de cristales, espora y de 
restos célulares. Sin embargo se encontró que al determinar el peso molecular 
del cristal obtenido, éste es variable según el método utilizado dado que si -
se usa electroforesis en gel de poliacrilamida se obtiene un peso molecular de 
230,000 (Nabamatsu 1978) y al usar ultracentrifugación 177,000 (Huber 1981) -
(40). Por otra parte Takashi Yamamoto encuentra (62,63) que el cristal de ce 
pas de B. thuringiensis variedad kurstaki HD-1 contiene dos proteínas seroló-
gicamente distintas y que al analizarlas por cromatografía en serphacryl S-300 
presentaron un peso molecular de 135,000 y 65,000 (P^ y P2 respectivamente). 
Menciona también que ambas proteínas son tóxicas a Trichoplusia ni (falso medi 
dor del tabaco) y sólo la de 65,000 daltons es tóxica a mosquitos. 

Actualmente se conoce que B. thuringiensis segrega aparte de la 6- endoto 
xina, exotoxinas (39), y que sólo ciertas cepas y bajo condiciones específicas 
de crecimiento las producen, estas toxinas son: 

A.- a -Exotoxina. 

Esta proteína se produce durante el crecimiento logarítmico de ciertas ce 
pas de B. thuringiensis, es una fosfolipasa de tipo C (lecitinasa) que actúa -
sobre fosfolipidos de membrana y recibe el nombre sistemático de fosfatidilco 
lina colinhidrolasa. La biosíntesis de esta enzima ocurre en el intervalo -
de pH de 6.0 a 9.0. Esta lecitinasa es una proteína termolabil y estable a -
pH de 3.0 a 9.0 así como en presencia de Tripsina y Urea 8.0 M (39). 

B.- B -Exotoxina. 

Ciertas variedades de B. thuringiensis producen y excretan 6-exotoxinas -
dentro de ellas la más importante es la variedad thuringiensis que se produce 
industrialmente (cuadro III). Esta toxina es termoestable y se produce en el 
crecimiento vegetativo de B. thuringiensis, es soluble en agua y dializable, 



absorbe a 260 nm., químicamente es un derivado de nucleótido (adenosina-4-
glucosa-ac. fosfoalárico). Normalmente la variedad thuringiensis produce - -
50mg. de 3-exotoxina por litro de sobrenadante (39). 

$ 

La 3-exotoxina es también conocida como factor mosca, toxina de moscas y 
factor MaConnell Richard's, Generalmente es tóxica a moscas, como Mosca - -
rfoméfitiCf* L y ciertos lepidópteros, su uso es restringido dado que causa malas 
formaciones congénitas en los insectos que atacan, así como los animales de -
prueba, sin embargo, no atraviesa el intestino de rumiantes por lo que se ex-
creta por heces fecales lo cual sirve para controlar moscas de establo (B. — 
kurstak 1982). 

C.- y -Exotoxina 

Actualmente ésta toxina no se encuentra bien definida se conoce que hi-
droliza el agar yema de huevo y no se ha determinado su toxicidad en la na-
turaleza, sólo las variedades subtoxicus y entomocidus la producen (39). 

D.- Otras toxinas de Bacillus thuringiensis. 

Existen tres tipos más producidas por B. thuringiensis de las cuales aún 
no se determina con exactitud su toxicidad, destacando una exotoxina lábil -
que produce la variedad thuringiensis, una toxina soluble en agua producida -
por variedad alesti y otra tóxica a ratón (factor ratón). 

TOXICIDAD DE LA 6-ENDOTOXINA. 

En contraste con los insecticidas de contacto que matan estadios larva-
les e insectos adultos, la 6-endotoxina de B. thuringiensis necesita ser in-
gerida por las larvas del insecto para tener acción toxigénica. El mecanis 
mo de esta acción actualmente se desconoce, ya que al parecer es variable de 
acuerdo con el insecto y a la vez semejante, dado que la toxicidad se efec-
túa en el intestino medio del mismo. Así por ejemplo, se ha descrito que las 
larvas de "gusano de seda" (Bombyx morii) al ingerir esta toxina sufren pará-
lisis rápida del intestino y un incremento en la alcalinidad de la hemolinfa, 



ya que altera la permeabilidad celular (8,12,34,35) con cambios de regulación 
del ión potasio (8). Otros en cambio (42) encuentran un incremeto en el volu 
men, hinchamiento y vacuolización de células del epitelio intestinal (Angus -
1970, Ebersold 1977), causando destrucción de mitocondrias, retículo endoplás 
mico y microvellosidades (41). Ebersold señala que la $-endotoxina causa se 
gregación de partículas proteicas y cambia las propiedades de transporte de -
la membrana. 

De todos los trabajos anteriormente mencionados, se pueden concluir que la 
acción toxigénica de la ó-endotoxina de B. thuringiensis tienen lugar en el -
intestino medio del insecto, aún y cuando no se conozca con exactitud la forma 
de acción de esta toxina. 

PRODUCCION Y ESTANDARIZACION DE B. thuringiensis. 

La actividad toxigénica de B. thuringiensis radica en la 5-endotoxina -
(cuerpo paraesporal o cristal paraesporal) que éste produce en su fase esta-
cionaria, de aquí que los métodos ligados a producir este microorganismo ha-
gan referencia principalmente a esta toxina. Sin embargo, una alta produc- -
ción de <$-endotoxina, no necesariamente esta ligada a una alta toxicidad, ya 
que hasta hoy se desconoce en qué radica la toxicidad de esta toxina, sí es en 
una parte específica o bien en la conformación final de la biosíntesis de ami-
noácidos que dan origen a esta. (Dulmage, 1978). Takashi Yamamoto (1981). Al 
analizar la ¿»-endotoxina de B. thuringiensis var. kurstaki, señala que ésta -
formada por dos subunidades (P̂  y P^) las cuales difieren en su toxicidad para 
insectos, dado que una lo es para lepidópteros y otra para mosquitos (62, 63). 
Actualmente se conoce que la toxicidad del cristal de B. thuringiensis es una 
característica intrínseca de la cepa y que ésta toxicidad se expresa o se al. 
tera dependiendo de las condiciones del proceso de producción y del modo de 
activación de las proteasas del jugo intestinal del insecto que ataca (40). -
De aquí que el medio de cultivo, la cepa aislada y condiciones de producción 
de este microorganismo juegen un papel importante en la toxicidad. Así Sin-

ger y colaboradores descubren que B. thuringiensis crece y esporula lentamen 
te en medios definidos o minerales. 

En años pasados se pensaba que el conteo de esporas y cristales estaba — 



relacionado con la toxicidad de B. thuringiensis por lo que Dubboiv(1968) des 
cribe que en medios con glucosa, peptona y sales minerales, se produce alta — 

g 
cantidad de esporas (2 X 10 esporas/ml). Yousten y Rogoff realiza el mismo -
ensayo anterior, pero en medios con extracto de levaduras, sales minerales y g 
agar, y al igual que Dubbois encuentran 2.5 X 10 esporas/ mi en 24 a 36 horas 
de fermentación (56). 

El uso de medios semidefinidos con materias primas baratas como melazas, 
líquido de remojo de maíz, harina de pescado, harina de soya o de semilla de -
algodón fue dado a conocer por Pendleton (1969) quien usa exitosamente un me-
dio con harina de pescado, almidón, carbonato de calcio y sales para producir 
a B. thuringiensis, encontrando que éste se reproduce rápidamente (50). Así, 
para este año (1969) H. Dulmage aisla una cepa (B. thuringiensis HD-1 var. -
krustaki) que en medios con triptona, almidón extracto de levaduras y fosfa-
tos es 20-200 veces más tóxica que las cepas encontradas hasta entonces (cua-
dro V y VI). El mismo Dulmage reportó la producción de esporas S -endotoxina 
de 12 cepas de B. thuringiensis en dos medios de cultivo uno con dextrosa, -
triptona, maizena, extracto de levadura y fosfatos, y otro con proflo-peptona, 
dextrosa y sales minerales. Encuentra que la actividad toxigénica de los ex-
tractos obtenidos de estos medios, no corresponde a la cuenta de esporas ni a 
rangos de crecimiento de este microorganismos. Concluye que la toxicidad de 
las preparaciones de B. thuri ngi ens i s varía con la cepa aislada, así como con 
el uso de un medio de fermentación específico. En 1971, al ensayar extractos 
de espora- 6-endotoxina de 16 cepas aisladas de B. thuringiensis variedad -
alesti y dos de la variedad kurstaki, cultivadas en tres medios de fermenta-
ción con variabilidad en la fuente de carbono y nitrógeno (triptona, proflo, 
harina de maíz, extracto de levadura, bactopeptona y dextrosa), con sales -
minerales encuentra que la cantidad de 6 -endotoxina producida varía amplia-
mente y depende del tipo de cepa y del medio de producción en el cual crece. 
En cambio la actividad insecticida no puede ser estimada por serotipos, debi-
do a que varios serotipos idénticos (como en este caso) producen diferentes -
grados de actividad toxigénica en un mismo insecto y diversas variedades no -
se logran comparar dado que son tóxicas a insectos específicos (Dulmage 1971). 
Con estos resultados Dulmage yRhodes ()1971)f proponen producir a B. - - -
thuringiensis en medios ccn melazas, sólidos de remojo de maíz y carbonato de 
calcio. 



Couch y Ross (1980) recomiendan el uso de productos naturales como fuente 
de nitrógeno, tales como harina de soya, harina de semilla de algodón, liqui-
de de remojo de maíz, hsrina de pescado, levadura autolisada y caseína, así -
como dextrosa, almidón, melazas como fuente de carbono, ya que según men- -
cionan el producto formulado es edecuado para disminuir los costos en el mer-
cado. De esta forma Luthy y Ebersold (1981) utilizan medios complejos con -
ingredientes de bajos costos, (harina de soya, almidón de maíz, extracto de -

malta y salea minerales) para producir B. thuringiensis señalando qqe en me 
nos de 48 horas se logra una esporulación total. De igual manera Nickerson 
y Bulla describen medios complejos, suplementados con cistina y ácido etilen-
diaminotetraacético (EDTA), mencionando que la toxina producida es tóxica a 
lepidópteros (9). 

Con los estudios anteriores descritos, se dio a conocer prácticamente la 
importancia de los componentes del medio de cultivo en la producción de - -
6-endotoxina-espora de B. thuringiensis, así, Salama, Foda, Dulmage y Sharaby 
(1981) proponen el uso de subproductos agroindustriales cemo los de harina de 
soya, harina de pescado, levadura forrajera, sangre de res, subproductos - -
secos de aves, líquido de remojo de maíz, suero de leche y semillas de legumi 
nosas incluyendo habas, frijol, gerbanzos, judías, cacahuates y lentejas in-
corporadas a un medio mineral para la producción industrial de esta bacteria, 
dado que el producto obtenido (espora-6-endotoxina) de B. thuringiensis en -
estos medios, de las variedades kurstaki y entomocidus, es de buena toxicidad 
para insectos lepidópteros plaga, ccmo en el caso de Heliothis armígera y - -
Spodoptera litoralis entre otros (52). 

Las primeras formulaciones comerciales de B. thuringiensis fue realiza-
da al probar que éste produce por cada espora un cristal paraesporal ( 6 -endo 
toxina), pensándose con ello, que la cuenta de esporas viables sería una medî  
da útil para determinar la actividad de las formulaciones de ésta bacteria — 
(15); ello resultó inadecuado, ya que las esporas ccmo tales no participan en 
la toxicidad y los cristales ( 6 -endotoxina) no tiene relación intrínseca de 
toxicidad con la espora (Bonnefoi, Burgerjón 1955-1959). Por esta razón y -
otras la toxicidad de B. thuringiensis a insectos plaga, se expresa actualmen 
te en unidades internacionales basadas en comparación con un estándar de re-
ferencia primario que en esa época no existía. Los primeros en señalar la ne 
cesidad de usar a los mismos insectos como organismos de prueba para demos-



trar la toxicidad de B. thuringiensis a ellos, fueron Burgejón y Bonnefoi, pa-
ra tiempo después usarse Trichoplusia ni como organismo de prueba, a través de 
un bioensayo por incorporación de extracto espora-cristal de B. thuringiensis 
a una dieta definida, lo cual es la base del bioensayo moderno (Splittstoesser 
y Me. Even 1961) (4). 

El año de 1966 en el Colegio Internacional de Patología de insectos y con-
trol microbial en Wegeningen, países bajos, se acuerda utilizar el estándar — 
E-61 (Formulación de la Dra. DeBarjac del Instituto Pasteur), como estándar -
primario de referencia internacional asignándole una potencia de 1000 U.I. - -
(U.I./mg.) recomendando que la actividad de B. thuringiensis contra lepidópte-
ros se estandarice por bioensayo con larvas de insectos, se compare el valor 
LD-50 de estos materiales con los de la E-61 de referencia y su potencia sea -
expresada en unidades internacionales (Burges 1967). Así Dulmage en 1969 ais-
la una cepa B. thuringiensis variedad kurstaki (HD-1) que resulta ser de 20 —• 
200 veces más toxigénica que las cepas hasta entonces producidas o existentes 
y que en comparación con el estándar E-61 resultó poseer 18,000 U.I. (U.I./mg) 
motivo por el cual se tomó como estándar de referencia nacional en Estados - -
Unidos (4,12,14,16). 

Con lo anterior se tiene que a nivel mundial la actividad de la &-endoto-
xina-espora de B. thuringiensis se determina a través de la incorporación de 
estos en una dieta específica por bioensayos, con larvas de los primeros esta-
dios de insectos y las unidades de toxicidad de esta toxina se expresa en uni-
dades internacionales (U.I./mg) (6). 



MATERIAL Y METODOS 

1.- Obtención y conservación de cepas de B. thuringiensis. 

Se trabajó con dos cepas aisladas de suelo de B. thur i ngi ens is (claves 
GM-1 y GM-2) proporcionados por el Cepario del Laboratorio de Microbiología 
Industrial y Suelo, Facultad de Ciencias Biológicas, U.A.N.L.. Para su con-
servación se efectuaron resiembras periódicas en agar nutritivo (Merck) pH 
7.0, así como liofilizadas en leche desnatada al 10% como soporte y manten^ 
das en refrigeración 5°C aproximadamente (59). 

2.- Preparación de Inóculos. 

De cada cepa de B. thuringiensis se activaron sembrándolas en agar nutri 
tiv.o (Merck) pH 7.0 e incubadas a 30°C por 24 hrs. para posteriormente inocu-
lar cada cepa en matraces de 250 mi. con 50 mi. de caldo triptosa fosfato -
(Difco) a pH 7.0, ei cual se incubó a 30°C + 2°C por 14-18 hrs. a 200 r.p.m., 
para facilitar el crecimiento. Al cabo de este tiempo se inoculó los matra-
ces que contenian el medio de fermentación para producir la 6-endotoxina-es-
pora de B. thuringiensis, en relación al 0.5% de su contenido de medio de — 
cultivo. 

3.- Medios de Fermentación. 

Se probaron 25 medios de cultivo para producir esporas y cristales de -
B. thuringiensis dieseñados con base en las necesidades de crecimiento y de 
biosintesis de la 6 -extotoxira de B. thuringiensis (comunicación personal H. 
T. Dulmage). De igual manera se tomo en cuenta los posibles efectos inhibi-
dores de algunas concentraciones de componentes como la fuente de carbono. -
Se consideró como prototipo algunos medios de cultivo reportados para produ-
cir B. thuringiensis a partir de los cuales se obtiene buena toxicidad (cua-
dro No. VI). La composición de los medios utilizados se muestran en los cua 
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VIII, IX, X y XI. Estos materiales fueron obtenidos de : Ingenio Azucarero 
de Cd. Mante, Tamps. (Melaza), harina de soya comercial, harina de pescado, 



(Unión de pescadores de Mazatlán, Sinaloa), Subproducto de cítricos húmedo -
(citromex, S.A., Montemorelos, N.L.), líquido de remojo de maíz (Productos — 
del Maíz, Guadalajara, Jal.)« jugo de agave (Destilería la Guadalupana Busta-
mante, N.L.). 

4.- Condiciones de Fermentación« . 

Todos los aisaldos de B. thuringiensis fueron llevados en condiciones -
idénticas de fermentación a nivel de laboratorio, utilizando para ello las -
condiciones reportadas por Dulmage y Vandekar, 1962. (59). 

5.- Cinética de fermentación. 

Durante el transcurso de la fermentación se tomarón alicuotas del medio -
de producción de 5 alO mi. cada 24 hrs., para determinar parámetros del cre-
cimiento de B. thuringiensis. 

i) pH. 

Se colocó 1 mi. de muestra del cultivo en 15 mi. de agua destilada a pH 
7.0 y se determinó el pH en un potenciometro mod. 5,Corning Se. Inst. (57). 

r 

ii) Consumo de azúcares. 

Las muestras tomadas en el transcurso de la fermentación se centrifugaron 
a 4000 r.p.m. durante 15' y se descartó el sedimiento para3elsobrenadante de-
terminar azúcares reductores por el método del ácido 3,5 dinitrosalicilico. 
Las lecturas espectrofotométricas de estandáres, problemas y patrones de com-
paración se determinaron a 540 nm en un espectofotómetro JUNIOR II Coleman — 
Mod. 6/20 (58). 

iii) Número de cristales. 

Para obtener un número aproximado *de la cantidad de cristales (^ -endoto-
xina) producidos en los caldos de fermentación se realizaren flnotis de las nuestras to 



madas en el transcurso de la fermentación las cuales fueron teñidas con cris-
tal violeta y observadas al microscopio compuesto (Cari Zel^s Mod. 473405). -
Se reporta la media del número de cristales por campo microscopico. Esta me-
dida nos sirve para que al existir un 70-80% de esporas y cristales liberados 
del bacilo al medio de cultivo por lisis celular parar la fermentación, dado 
que se puede correr el riesgo de que las proteasas que produce el mismo baci-
lo al lisarse hidrolicen el cristal (11,12). 

•iv ) Cuenta de esporas viables. 

Para realizar este análisis se utilizó 50 mg. de extracto final del — 
producto y se depositaron en 50 mi de solución salina estéril a pH 7.0 se pas 
eurizó posteriormente a 70*C por 10 minutos, para luego efectuar una serie de 

—1 —7 
diluciones (10 a 10 ), para de cada dilución sembrar por difusión en pla-
cas de agar nutritivo a pH 7.0 e incubar a 30°C por 24-48 hrs. El número de 
colonias en cada placa se reporta como número de esporas por miligramo de ex 
trac-to final (14). 

6.- Extracción del complejo espora- 6-endotoxina. 

Al término de la fermentación se mide el volumen de los caldos y se ajus 
ta el pH a 7.0 con HC1 1 N. Las esporas y cristales son precipitados por — 
centrifugación así como los sólidos residuales de fermentación no solubles. -
El complejo espora cristal se extrae a través del método de coprecipitación -
con resuspensión en lactosa al 5% y precipitación con acetona descrito por -
Dulmage (1970) para finalmente secar a temperatura ambiente por 12-24 hrs. 
y pesar el extracto obtenido. 

7.- Bioensayos de prueba. 

De todos los extractos obtenidos 
se realizaron pruebas de toxicidad en 
ni y Heliothis virescens. Para ello 
Dulmage et. al. (1976), partiendo de 
de 500 ug por mi. de dieta de insecto 

de espora-cristal de B. thuringiensis , 
larvas del primer instar de Trichoplusia 
se siguió el procedimiento descrito por 
ina dosis máxima de espora- ó-endotoxina 
y una dosis mínima de 50 ug/ml., prepa-



radas en solución salina (6.85 % p/v) buffer de fosfatos a pH de 7.0. Para 
determinar el grado de actividad de estas preparaciones, se corrió un testigo 
a la par de B. thuringiensis» el cual es el estándar de referencia de Estados 
Unidos de América, cuya clave es HD-l-S-1980, y que posee una potencia de — 
16,000 U.I./mg. Cada dilución se homogenizó en dieta artificial de harina -
nutritiva de soya de Shaver y Raúlston (1971), a razón de una parte de dilu-
ción por 50 de dieta, utilizando una licuadora y transfiriendo a recipientes 
de plástico de color claro de 3 g ., posteriormente con un pincel de pelo de 
camello se infectaron 25 copas para cada dilución, con una larva cada copa y un 
total de 25 del primer instar de Trichoplusia ni ó bien de Heliothis virescens 
procediendo en igual forma para el estándar HD-l-S-1980. El total de reci-̂  —• 
pientes se incubaron a 30AC + 2°C con una humedad relativa de 50%; al cabo de 
7 días de incubación los recipientes fueron removidos, de cada dilución se con 
tó el número de larvas muertas, posteriormente se registraron y se calculó la 
Dosis Letal media (LD^) de la muestra de prueba (17) (ver diagrama de flujo -
página 56). 



RESULTADOS Y DISCUSION 

1.- MEDIOS DE CULTIVO. 

Con el objetivo de discutir la influencia que los componentes de los me-
dios de cultivo tienen en la producción de la " ̂-endotoxina" de Bacillus - -
thuringiensis" (R. Smith 1982), se produjó esta en 25 medios de producción, to 
mando en consideración las necesidades de crecimiento y de biosíntesis de la -
6-endotoxina de B. thuringiensis, estos estudios son tendientes a encontrar pa 
ra cepas nativas de B. thuringiensis medio de cultivo que mantengan e incremen 
ten la toxicidad de la ¿-endotoxina de este microorganismo hacia insectos le-
pidópteros, tal y como se ha encontrado con otro tipo de metabolitos; tal es 
el caso de penicilina (Wang Et. al. 1979 y Comunic. Personal"Dr. H.T. Dulmage). 

En las tablas VII, IX, X y XI se muestran los medios para producir el - -
complejo espora-cristal de B. thuringiensis, en base a subproductos de cítri-
cos, melazas y jugo de agave como fuente de carbono, harina de pescado ó hari-
na de soya como fuente de nitrógeno y carbonato de calcio como fuente de cal-
cio en el medio de cultivo (14,15). 

2.- CINETICA DE FERMENTACION DE B. thuringiensis GM-1 Y GM-2 EN MEDIOS DE PRO 
DUCCION, A BASE DE MELAZAS Y SUPLEMENTADOS CON HARINA DE PESCADO. 

Como se puede apreciar los medios con melazas suplementados con Harina -
de pescado (Cuadro VIII) utilizados para producir bioinsecticidas de B. - — 
thuringiensis"QM-1 y GM-2 presentaron cambios similares al producirse el cre-
cimiento (Cuadros XII y XIII, Gráficas 1 al 5), ya que el pH aumentó progresi-
vamente en todos los medios y los azúcares disminuyeron gradualmente, termi-
nándose éstos entre las 72 y 96 horas de fermentación, lo cual se puede tomar 
como una indicación indirecta de que el crecimiento fué bueno, ya que es una 
medición cuantitativa indirecta del'crecimiento, según Wang, Et. g.l..(1979) -
Se encontró sin embargo que el número de cristales ( 6-endotoxina) de B. - -
thuringiensis GM-1 y GM-2 producidos *en los mismos medios fué variable de — 
acuerdo a la concentración de la fuente de proteínas y a. el factor de creci-



miento utilizado (líquido de remojo de maíz o Agua de Cocimiento de Levadura) 
ya que en medios con 1 y 4% de harina de pescádo (medios E-l y E-2) y líquido 
de Remojo de Maíz (L.R.M.) la cantidad de cristales producidos fué variable, 
122 y 153 respectivamente para B. thuringiensis GM-1 y 62 y 143 para B. - -
thur ingi ens i s GM-2 y mucho menores en los medios a los cuales se les suprimió 
la harina de pescado (E-3) o a el factor de crecimiento (Agua de Cocimiento de 
Levadura) (Medio AE-4). En igual manera aconteció en medios con melazas y - -
Agua de Cocimiento de levadura (A.C.L.) en lugar de Líquido de Remojo de Maíz, 
(medio E-l, E-2.E-3) en los cuales la producción de cristales ( 6-endotoxina) 
fué mucho menor (cuadros XII y XIII). Esto concuerda con lo reportado por H. 
Dulmage (1971) quien encuentra que la cantidad de la 6-endotoxina producida 
por diversas cepas o por una misma variedad de B. thur i ngi ens i s es variable y 
esta en relación en la composición del medio y a la concentración de sus componen 
tes (14 y 57). 

3.- CINETICA DE FERMENTACION DE B. thuringiensis GM-1 Y GM-2 EN MEDIOS A BASE 
DE SUBPRODUCTOS DE CITRICOS SUPLEMENTADOS CON HARINA DE PESCADO. 

Al utilizar subprodupto de cítrico» hidrolizados como fuente de carbono 
(medios C-l y C-2) se presentaron cambios en el crecimiento de B. - - - -
thuringiensis GM-1 y GM-2, similares a los observados con los medios a base 
de melazas (cuadro XII y XIII) ya que el pH y el consumo de azúcares aumentó 
durante la fermentación (ver cuadro XIV y XV). No sucedió algo así cuando se 
usó subproducto de cítricos sin hidrolizar (medio C-l y C-2) ya que el pH -
descendió en el medio de cultivo (cuadro XIV y XV) para ambas cepas, debido -
probablemente a la cantidad tan baja de azúcares solubles en el medio y al po-
co y lento crecimiento de la bacteria (II), en cambio en los medios con subpro 
ducto de cítricos hidrolizados, Líquido de Remojo de Máíz y carbonato de cal-
cio el pH aumentó y fué en estos medios donde la producción de cristales fué -
mayor tanto para B. thuringiensis GMfll y GM-2 (110 y 132 respectivamente) pero 
iv así para les demás medios (D-l, D-2 y D-3) donde la cantidad de 6-endotoxina 
fué menor (Cuadro XIV y XV4. 

4.- ACTIVIDAD INSECTICIDA DE LOS EXTRACTOS DE ESPORA-ENDOTOXINA DE Bacillus 
thuringiensis GM-1 ¥ GM-2 EN LOS MEDIOS A BASE DE MELAZAS 0 SUBPRODUCTOS. 
DE CITRICOS. 



Para demostrar la toxicidad de los extractos obtenidos de B. thuringiensis 
se corrieron bioensayos de pruebas en larvas de insectos plaga lepidópteros de 
cultivos de importancia económica de nuestro país; primeramente con - - - -
Trichoplusia ni (gusano falso medidor), insecto prueba utilizado para determi-
nar la toxicidad de formulaciones de B. thuringiensis en Estados Unidos, Fran-
cia y Rusia, así como también contra Heliothis virescens (gusano cogollero). -
Para realizar dichos bioensayos se utilizó en principio una dosis de 500 ug/ml 
de dieta de insecto, dado que con ésta-concentración se logra tener costos com 
parables a los insecticidas utilizados en campo, además los bioinsecticidas -
producidos a nivel industrial poseen concentraciones, letales medias (LD^q) me 
ñores a 500 ug/ml de espora 6-endotoxina. (16 y 17). 

Como se podrá observar en el cuadro XVI, los extractos de B. thuringiensis 
GM-1 obtenidos en los medios de cultivo anteriores son altamente tóxicos para 
Trichoplusia ni, dado que se obtienen mortalidades de 96 a 100 por ciento en -
este insecto, con excepción de los extractos, de los medios C-2, D-l y D-3, a 
base de subproducto de cítricos y Agua de Cocimiento de Levadura; sin embargo 
la mayor parte de los extractos son de muy baja toxicidad para Heliothis - - -
virescens, con excepción de los extractos E-2 y E-3 que son altamente tóxicos 
para este insecto, ya que se obtienen mortandades de 100 y 84% respectivamen-
té, aún y cuando es en éstos medios donde se obtiene una menor esporulación -g 
(1 a 4 X 10 esporas/mg), pero una mayor toxicidad (cuadro XV). Estos datos -
concuerdan con lo reportado por Dulmage en 1970, 1971 y por Saloma, Foda y Ed 
Sharaby en 1981, quienes señalan que existe una gran variabilidad en la acti-
vidad tóxica de las preparaciones derivadas de medios en los cuales crece - -
B. thuringiensist debido a que al medir la actividad toxigenica por bioensa-
yos, esta no corresponde con la cuenta de esporas, ni a medidas de crecimien-
to del microorganismo, concluyendo que la toxicidad de las preparaciones de 
estas bacterias varía no solo con la cepa aislada, sino también con el medio 
usado tal y como se encontró en el presente experimento. 

Al analizar los datos de toxicidad de B. thuringiensis:. GM-2 producidos 
en medios idénticos a los empleados para la Cepa GM-1, se encontró que en la -
mayor parte de éstos existía una buena esporulación pero una muy baja toxici-
dad en los insectos prueba (cuadro XVII). Es decir, en dichos medios se lo- -
gran niveles muy bajos de toxicidad pero muy buenos niveles de crecimiento, -
aunque ambos no esten relacionados (Dulmage 1971 y Smith 1982). 



En vista de que B. thuringiensis 94-2, resultó sin toxicidad al producirse 
en medios a base de melazas é subproductos de cítricos« suplementados con hari 
na de pescado, se decidió probar otros medios para producir dicha cepa y deter 
minar s£ esta puede incrementar su toxicidad para lepidópteros. 

5.*- PRODUCCION Y TOXICIDAD DE B. thuringiensis. GM-2 EN MEDIOS DE CULTIVO CON 
JUGO DE AGAVE 0 MELAZAS CONO FUENTE DE CARBONO, SUPLEMENTADOS CON HARINA 
DE SOYA. 

Como se mencionó anteriormente debido a que loe extractos crecidos en los 
medios a base de melazas o subproductos de cítricos no presentaron toxicidad 
de B. thuringiensis GM-2 se diseñaron 14 diferentes nuevos medios para produ-
cir esta bacteria (cuadros IX, X y XI) a los cuales se les cambió la harina de 
pescado por harina de soya, adicionándoles sales minerales con el objetivo —• 
de encontrar, si alguna de éstas influía en la toxicidad y formación de la -
6-endotoxtna, ya sea con Agua de Cocimiento de Levadura (A.C.L.) o con Líquido 
de Remojo de Maíz como cofactores de enriquecimiento y jugo de agave o mela-
zas como fuente de carbono en el medio de cultivo. 

Como se podrá observar (gráficas XI a XIV) los cambios en pH y consumo de 
azúcares son casi idénticos ya que en todos los medios el pH desciende durante 
las primeras horas de crecimiento y asciende a partir de las 24 horas lo cual 
es una característica típica de B. thuringiensis durante su fase exponencial. 
En igual forma sucede con el consumo de azúcares que aumenta conforme se incre 
menta el tiempo de incubación de la cepa, por lo que se puede decir que existe 
un buen crecimiento de esta bacteria (Wang, ét. al. 1979). 

Al realizar los bioensayos en toxicidad de B. thuringiensis GM-2 en los -
medios anteriores, se encontró que ésta para fines prácticos es atóxica, ya -
que las mortandades en insectos lepidópteros (Trichoplusia ni y Heliothis 
virescens) en la máxima dosis utilizada (500 ug/ml de dieta) era de 0-32% 
(cuadro XVIII), lo cual es muy baja, por lo que posiblemente no sea tóxica - -
para lepidópteros pero sí para otro tipo de insectos, ya que existen variedades 
de B. thuringiensis que no son tóxicas a lepidópteros pero si lo son para díp-
teros tal es el caso de la variedad isralensis (luty E. et. al. 1981). Por — 
otra parte existen variedades prácticamente atóxicas para ambos insectos tal 
es el caso de thochigiensis (luthy y Ebersold 1981). Es importante señalar -



que esta cepa B. thuringiensisGM-2 posee un cristal (¿-endo toxina) prismático 
rectangular a diferencia del bipiramidal reportado en todas las variedades de -
B. thuringiensis , por lo que probablemente se puede tratar de una nueva varie-
dad ya que hasta las hoy reportadas no existen variedades de B. thuringiensis 
con este tipo de cristal, y por lo mismo están poco estudiadas por lo cual será 
motivo de estudios posteriormente. En igual forma a lo encontrado en otros me-
dios y a lo reportado en otros trabajos de este tipo, se encontró un buen cre-
cimiento de esta cepa (B. thuringiensis, GM-2) y una pobre toxicidad para lepi-
dópteros (Dulmage 1981; Smith 1982). 



CONCLUSIONES 

1.- El crecimiento de B. thuringiensis GM-1 y GM-2, se puede considerar como 
bueno, en todos los medios probados. 

2.- La toxicidad de B. thuringiensis GM-1, es variable dependiendo del tipo 
de medio de cultivo utilizado y de la concentración y tipo de componen-
tes del mismo medio. 

3.- Los extractos de B. thuringiensis GM-2 presentan ausencia de toxicidad a 
insectos lepidópteros, al cultivarse en medios a base de melazas, jugo de 
agave, harina de soya o harina de pescado, con o sin suplementación de co 
factores de enriquecimiento. 

4.- B. thuringiensis GM-1 es altamente tóxica a Trichoplusia ni (gusano falso 
medidor) en todos los medios probados con excepción de los que contienen 
subproductos de cítricos sin hidrolizar. 

5.- La cantidad de 5-endotoxina producida por B. thuringiensis es variable de-
pendiendo del medio de cultivo utilizado, y su toxicidad no esta relacio-
nada con la cantidad de esporas producidas. 

6.- B. thuringiensis" GM-l posee una alta capacidad toxigénica para - - - -
Trichoplusia ni y Heliothis virescens al cultivarse en medios con melazas, 
harina de pescado y Agua de Cocimiento de Levadura (A.C.L.) y carbonato de 
calcio (medios E-2 y E-3), siendo recomendable estos medios para la pro— 
dacción de este microorganismo. 

7.- Es factible que B. thuringiensis GM-2 sea una nueva variedad, dado la 
forma del cristal que posee y que hasta la fecha no ha sido reportada. 
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CUADRO No. I 
VARIEDADES DE BotUtÎUi thuMJXQJJ¿JL6¿& 

Serotipo Nombre de la Serovariedad 
(Antígeno "H") (Biotipo) 

t, ^ótetúnai 
3a, a¿£¿¿¿ 
3a3b, feuAótaiu. 
4oÂb, ¿oito 
4aAht á¿ndAú¿¿mu¿ 

4 a.4ct kenyae 

Sa5b, galteAiae 

5a5c, canadzn¿¿¿ 

zntemo(ú.duÁ 

h ¿ubtoxÁcuA 

&a$br CÚ.Z0MU, 

Saie, moASÚÁoní 

Qó&UnÁCLz 

10, to&xtáhi 

MaMb, de.Jm&ta.dízn6¿i 

liai Je, tornano OH 

n, kyu¿ku£JU¿& 

13, thonp¿on¿ 

pak¿¿tan¿ 

¿¿Jia&Uriòi.i 

¿diana 

17, dakota 

tahokuemíó 

kimamotozn&¿A 

20, £ock¿g¿tn&¿¿ 

21, cxitmaxí 

wukanenò-Cò 

Luthy, P. y Ebersold, H.R. (1981) 
Krieg, A. (1980) 
Dulmage, H.T. (1982) 
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CUADRO NO. V 

FORMULACIONES COMERCIALES DE BACTERIAS PATOGENAS 

BACTERIAS NOMBRE COMERCIAL COMPAÑIA 
Ba.e¿ttu¿ pop¿LUaz Doom, Japidemiz Fairfax Biologi-

cal Lab. (U.S.A.) 
Milky Spore Disease Reuter Lab. Inc. 

(U.S.A.). 

Bacctíuó thusUng¿zYi¿-í¿> 
5-endotoxins + esporas 

Bac¿Ltu¿ thu>ung¿eju¿¿ 
B-exotoxina 

8cuUtZui moKCtai 

Dipel Abbott Labs. 
(U.S.A) 

Thuricide Sandoz-Wander, -
Inc. 

Certan Sandoz, Inc. 
(U.S.A) 

Bactur Thorapson-Hayward 
Chem. Co. Distri-
buidor (U.S.A) 

Bactospéine Roger BElion. 
(Francia) 

Plantibac Proc ida. (Fr an-= 
CÍA) 

Sporeine LI£.E.C. (Fran-
cia) 

Biospor F&rbwerbe Hoe-— 
chst. 
(Alemania del es 
te). 

Bathurin Chemapol-Biokrma. 
(Checoslovaquia) 

Baktukal Serum Zavod Ka-
linovica. íYugos_ 
lavia). 

Dendrobaci1lin Glavmikrobioprom 
(URSS). 

Entobacterin Glavmikrobioprom 
(URSS) 

Insektin Glavmikrobioprom 
(URSS) 

Biotoksybacillin All-Union Insti-
tute of Agricultu 
ral Microbiology 
(URSS) . 

Eksotoksin Glavmikrobioprom 
(URSS) 

Toxobakterin Glavmikrobioprom 
\ 

(URSS). 
Lavillus M. Sumitomo Chem. Co, 

Fuente: E. Kurstak, 1962. 



i M 
H « 

g 

« 3 

o z 

3 O 

0) c •H V û. 0) o Jj Ü It) CQ 

X 0 •p 
a 
5 

S •o s i—i •H •H 0 o H M •H d) jj M CP a 0 3 a D •H •H Ä H Ö a a H CD 

« c •H 
•H Ü (0 J3 O h <0 
C ai Q 

0 4) c C •H •H u >4 0) D 0) •p C V Ü •H u <0 +> <0 a O XI 0 0) 0 •U <n X 
g c H 0 e 

< H <z < 
o o 

O 
• » « C 15 O a H 
< < < m * ai to 
* * ••H n » (!) M U •u •P •P 0 3 u u 0 4J -o s 3 3 <0 0 •0 •0 -O H u « 0 0 0 0 O u M Ul g c 04 CU & « M J 4J e 6 e •H <v 0) a •P /H N 
£ JS .c •M «H 0 O y y Q M •o 0 0 0 £ 4J c •H •H •H A 3 (0 03 m < Z co 

co H rt Q. 

(0 10 <0 •H •H •H g • « u Ü u < < 
S § c (0 co » la M u n • « fa fa fa D o P 

co 
S D 

co 
s 
D 

(0 g 
D 



in 
i 
CQ 

M 

Q 

w 

s 

i 
a 

« 
CN 

I 
m 

o 
in 

o 
m 

o 
o 

CN (N m O O 
• • « o o o 

o 
o 

o 
m 

<N N o o r> O O 
• • « • « <s es o o O 

o 
o 

o o o O O 
» • • • • m m CN T— «n 

0 c o V Qi •H h EH 

«3 h 3 •O « > 0 ti « >1 y H (0 o y c O O o n S ai TJ 0 Jj CN » OI X CN X V 0 Qi •0 « -a 0 01 r- r* «0 a •p CM • » • • (0 0 m u 1 c u jH 0 0 O m «H •H \ +> 3 M V fe O O O O 0 u X ü V o X 03 o W u n 0 01 \QJ X fl) CN fr 0) c 0 s a fa Id CQ * S fa N O 

0 T3 «¡ H •H •U (0 0) -o 
0 
& 

a # '0 'O •— 0 r--CP (?» 
Ï — 
'—• 

o 01 •o fr 0 <0 G i-l H 1—1 3 
•a o « • « £H 

X -0 O) 0 •0 c •H 0 h V H) X e \ 0 0 EH 



O z 

§ 
é u 

w 
o 
H 
o 
w 
£ 

CN ¿ 

M I U 

I o 

r»> 
I M 

(N í W 

I u 

I 
S 
m 
k 

fM 
i 

i 

dP 
C •V 
n « 
'S (o (0 0) M & V 
0) 0) -o «J T5 •H •U c IT! O 

O 
<N 

O 
ÍN 

O 
Oí 

0 
01 

O « 
CN 

O 
CN 

O 
CN 

O 
O 

O 
o 

o 
Ò 

o 
o 

o 

o 
«31 

O 

o u 
s EH H U 
o 
E 
8 
D (/] 

O 
ro 

O 
CO 

o « 
fi 

o 
fi 

o 
M 

O M 
m o 

<N 
o 

O CN 
m o 

CN « 
o 

o «-
PO o 

o *-
• » m o 

o «-
m o 

o o 

•H •M w 

•o 
£ 

QÉ u 

n >4 3 -d 
• 10 N « « > «i « .3 S V ai <o •o 0 0 +J •m c o 0) g e « •H O a> 0 •a u 
0 •0 <0 •H <0 cr 3 
Id S 
i t 
» p 
s 

• • 

X o 
• • 

< 

M « D) 0J 0 T3 r-1 <0 0 N M •H -0 iH •H 0 S h •o C •H -I-t 
X u 
0) ca 0 0 ü o •H •H u •4J •P »H >H Ü U 
0) « o 0 0 

• 4> +J r- u U 3 3 rt TJ <U 0 0 •H h M O a ût •H .O c 3 •H M M 
S a >1 à 



o z 
g Û < 
D U 

w 

co 

o U 

8 

o CN 

co 

H 

u 

H 

o CN 
o h •p 

• H 
H \ (I) o 

u CT 

en 

w M Q 
U Z 
H 

O « 
O 

o o 
O 1-

o «-

<0 A3 0) > 0 <o 03 03 
< <8 
<0 V 
•o 1 s J 0 •H • M u 9 0 X < 

• 0 ^ 3 •0 « > 

* 
0 JJ c 0) 

• •H X g A3 •H •H U U 0 m 0 TJ 0 0 <0 O •P ^ a) •o 3 Id •i—i 0 m 0 3 T3 01 i—i <0 < a) 4J •H CO u O 3 •H •i-i • C < •H É H u X » Û4 0 



X 
$ 

o z 

§ o 

z o 
H u u 
o s « cri A 

fe O 
O 
5 | 
§ -c O V 
w -g o 3 
w ^ 
P 
5 ca 
Q S 
8 S ¡ ¡ 
3 u 
* A 

g 
CU en M 

g 

i 1-5 

g H 

S D U 
Ë 
en o 

g 
H 
U 
H e u 

o 
O J 
SS 

o 
H 

Q 
U 
S 

0 M 
•P 

3 
M 

e> z 

o 
CM 

O O fN • • 
»- »- O 

CSI 
O 

CM 

O O o o 

o 
CM 

O O O • t a o 
M 
O 

OI 
o 

CM 
O o o o 

o o 
o *-

cv « 
o 

M 
O 

CM 

o o o o 

o » 
o 

o o o • • 
o «-

<N 
o 

o» 
o 

OI 
o o o o 

m 0 >i > 0 •0 (0 
< 0 •O 
-O 0 » c J 0 •H « Oí v h u 0 s 

o o o 
CM CM CM s a S 

r- r» r-
• • 

PO 0 « 
O O O O 

o" » en S CJ s £ N 

<0 •o <s 
•P n 
a « 

< 



X 

i 
8 
D U 

2 O H O 
B 
§ 

X 

o h a •h 
a 
w 
X 

M H 0 H 
1 X 
M Ol 

s 

X 

X 

tft u 

o 
e> z 

o ÍN 

o CN 

o (N 

o fM 

O CN 

O <N 

ä 
rH 

O 

o 

o 

o 

I« 
o a 
£ •o 

o PO 

o m 

o ro 

o ro 

o M 

I i-

O « 
O 

io • • c £ PO •rl « • o u CJ O <0 • » (9 X a < U 

o o o 
« % 
iH 
•H 

a 
V •o « 
s Cn < 

0 
r» « 

1 4J 
3 TI 
«3 

«H 
•H 
T í 

0) 
i 4J 
•8 

0< 
M 



o z 
o PS Q < 
D O 

< 

§ H fH 
u 
g 

8 a 
2 W « 
8 
S 
u 
ä 
Ï o 

m I Ed 

<N X Id 
O > M 
A D «-O I Ed 
g 
8 H ^ Q I 
K g 

co I < 

fN 
i 

i 

O 
2 ¿ S h H s 
t* ® 

o oi O ri 
» » • • r- kD r» r-

o »-

o 
r-

o 
r-

o t CN 

m 
r-

o <N ro 
» • • « r- r- r» r-

o CN «fi o 
• « « » r- t-» r- GO 

o o tn <T> 
• • • » r- r- r- r-

o vc ** «fi 
• « • • r- r» r-

UÌ 
r-

« r-

<fi 
r» 

co 

o 
CD 

CD (N ^ r- £ 

s Qt 

o o o o CN O • » • • * • • o o m IT) Ifi m co o 

o o o O O o o • # • • • • • o o r» CT> m o CN 

o o o o o o CD CM o 
« • • • • • » • • o o ro co r-• co CO o CM CN 

o o o o O & r» o 
• • • • • • • » • o M 0\ CM OD o o CO m 

o o o o ^ m fO o • • • « t o o <fi co I-» m «fi o «— CM «fi m «fi 

o o o O O o <f o 
• • • • t • • • • o CM co CO o O o> o « co in f» m TT 

o o o o o o co _ o • « • • t 1 • • • o o 00 CN * m o 
* — I© CM m r» t— 

CN r- \o 

5 S S Q 

CM CD (S T r-
y s 
2 ° O o 

W 
3 CO 
H S 
3 8 

O 
h» 

S 

CJ o O CO 
<0 

s m 

S 

> 

«rt 
O 
O rH 3 Ü \0 c 



O f) Iii f) • f i * r-» r- r» co 

O 1 03 fS IÛ <N T r- ffi 

X 04 

o o o o m O o 
• • • 1 • g » o <- co -r«. GO [N Y-" m o 

o cn r-o o o o o O CN o r> O « • « « « g « g • k r-co co o o m m m r» en O 
* * m CN 

o CN m Ol o o o o r» in co o • • • 1 « » * • • • r-r». r- o CN IS> CO o r- o CN «N 

o CN ií> co ff> o o o O o CN o 
• • • • • • • » « « » g r- r-r* r» o o CÌ en co 0> o O 

O fO \o co o o o O o 01 * CO o 
• • • • i • » » i • • • ps t-r» f-r- o o o en r- o m 

o m CN o o o O o O CT co 
• • • • • • » • • • g • • • r- r-r-CO o o o m (Si 00 r- UÌ 

O CN in r-o o o o o V o O r-vû o 
• • » • • « • • • • • » g • t-> t-r» co o o in r-CN r- O o ro \0 r> 

O Œ CN vO CN f C*" 

8 (0 
H < O 
K 6-1 ö O W £ 
as o 

u « O Cd O Z Q ft 

O T CD (N <N P-

W 
(0 o — 
U D \ D U O * 
3 S U 



8 
n 

S O* 
9 « 

u . o 
> r-H 6H H J te O -H o o 

• H W C Q -H 
Ss Û4 H 
Û -

W «• * 
— m ) . S o 

i1 • 
° 3 O «S fi V 

4) H 
«3 . CO S 

o o H O y in < 
EH C Z \0 
s o S nJ 
E S o* 

Ö » H U 
U S Z EH H H U u 

W o H Q 

CM I a 

§ H 
S D U 
û ¿ 

CM 

6 

o 

u H EH 

O * r-
<r> « 
sO 

r-
\0 

© f"- o Cl 
\o sO 

CM m « r-

CM « 
r> 

CM 00 CM r-

E 0« 

CN 

r-
CM 

CM 

m 

n CM 

LA CN CO PO 

£0 CN r» 

io m \o • * » 
(N fl W 

m oo co 
• • 4 o *-

co o* 
Oí CM 

N N ® 
Cl en 

O ^ C0 CN cm ^ r* 

w 
g O EH O S o . 
S-G 
w o 

D fr 



g 
o z 
s 
9 

8 

8 o 
2 t* H 0 
8 
e 

1 & 
g co 

§ 
s H 
5 o • o o 
Cd O rH m •rt M ü 
a -H u c S H 
z s U Ol 
Cs) 

•V 0» 
<iT> çj 

W O 

5 c á-H o • O M m 
M » & 
5 S M 

I«: w à 

e o o W (N û c 
< \0 U -H H U E-I <0 u -u Z -h H Cr u < 

g H 
s D U 
g 

8 a 

o 

H 

O 
r-. 

o o 
r» r-

m 
vo 

o «-
r» r-

O 
r-

\D 

O 
r-> 

«n 
rÑ 

r-» • i r- co 

in in 
co 

(N CO CN 

(N CTI 

m «-

o <N 

o 
g 
o u 
Q « á O S Qi H 
S W « a 
a £h W 
6 S z u 

10 

o ^ T O «- n t-

C0 (N 

Ol Iß 
"ï U3 (N 

<*> * O O • I m 

o CS 
r» 
r» 

<T> 

M t-
O 

<T> 

O ^ ffl (N CN» 



as 

fe < 

t 
& 

« 3 

« CO 
g 
s 

§ 
2 EH 
ö 
8 

BB 
i s w fe l <o 

§ H > H 
g 

co 
SN 
3 

u 
§ 

_ H 

I fe CO w w a 
G S 
* s 

g 

g 

o fe co M 
g 

fi* z u 
B1 

o 
ä l u 

< fe e 

<í XO m CN \0 m o o 00 o Oí CS 

4 0> ° 2 o o 
o o S o o o o o o CN O O w N N 

r- r- r- « vD vo œ r- vO o o o o O O o o o O O 
^ * " 

X X X X X X X X X X 
Gï r> CN ^ m Oï r- SÖ o in r- ffl O 00 CN co m 

• • • » • • • » • 4 » 
» » M M CN 

«- cn m i «- CM M ^ rs 



8 H Q 

M Q « 
M 

ft 
< 

«J 
s1 

«S 

S 

«s co 
g 

g . 3 8 
o u 
S S 
i g w u 

i l 
w a 
° 9 
o¡ Q a. o 

H EH 

1 § 
O Z ft O 
w u 
" g 
H 
A _ D Z o 

ë w U Q 

g 

! o m 

M Q 
r-
Z u 

I § 

CO CN CN ID ^ <S 00 

S 

o ft 
8 g. 

g 2 a § u s 

< ft 8 

œ M o f4 M CO fO CN O CN co M CN ^ lô (N CN «- CD 

0 r- \0 «o r- r» VO o o O o O o o o o o O 
* — t— ^ 

X X X X X X X X X X X 
o m PO io ro «O m r-CO m m r» V0 CN \0 ft. a • » • • • • • • » CQ 00 in «N r- CN r-

«- CN CO l 

CM I 
g 



S 
a 
A 
m 
«S 

»—i 

o ss 

§ u 

co 

<7> 3 O O 
in 

9 
S 
r-

g ^ 
* K 

O fe CO 
S* W B P \ u 

g u 

O 
3 

co oo <M CO 

CO io M O CN CS O tn m co o M O 00 CS I 

io to so o 10 ID O O O J O O O 
X 
co 

X 
10 

X 
CS 
CM 

X 
m 

X 
o 

X 
o « 
es 

V lO IS lí <c o o o o o 
X X X * X 
o «n o> r- o « • • • i " CN CO «- »-

H H 
H 

H H H 
s a s 

N 
«S 
8 
o 
c 
» 

ä X 



APENDICE 
DE 

FIGURAS 





u m » « z 

M 
m e o _ < — 

N E 
3 s -r ° «e 

< te D C3 



« o V < 
*> z 
Ml O 

HI o 

« e w z IÜ 9 

O a. 
K o o» hi O 

u 

< o - ? í - « 
•> o 

(D 
J 

?! ü W < , 
« J 
xt-
w S 

4 

u 
O W M 3 

- 0 ) w 



FIGURA IV. Bacillus thuringiensis GM-1 al microscopio 
electrónico de transmisión aplicando la técnica de Tin-— 
ción negativa con Acetato de Uranilo (18,512 Aumentos). 



FIGURA V. Corte longitudinal de Bacillus thuringiensis 
GM-1 observado al microscopio electrónico (30,000 aumen 
tos). 

FIGURA VI. Corte longitudinal de Bacillus thuringiensis 
GM-2, al microscopio electrónico de transmisión (30,000 
aumentos). 
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