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R E S U M E N 

Con el propósito de caracterizar bioquímicamente la S-endotoxina de — 
una cepa de Bacillus thurinqiensis aislada de suelo designada como (24-2, — 
la cual produce un cuerpo de inclusión paraesporal de forma rectangular ro-
deado por membranas y de compararla con Bacillus thoringieosis subsp. 
morrisoni serotipo H 8a 8b con la que cruza por serología flagelar/ sin em-
bargo de acuerdo a las pruebas bioquímicas no corresponde a ninguna varié— 
dad previamente descrita. Para caracterizar la 5-endotoxina se purificaron 
cristales los cuales fueron analizados mediante métodos de solubilización y 
separación de cromatografía en columna/ encontrándose que los cristales de 
GM-2 presentan una proteína con un peso molecular de 47,000 Da, bajo un mé-
todo de solubilización más drástico se degradó en dos proteínas, una de - -
30,000 Da y otra más pequeña ( 20,000 + 5,000 Da ), mientras que por el mis 
mo método de solubilización, la ^-endotoxina de Bacillus ttaurinqiensis 
subsp. morrisoni presentó una proteína con un peso molecular de 135,000 Da, 
además los bioensayos contra larvas de Aedes aeqypti y Trichoplusia ni con 
Bacillus thurinqiensis GM-2 no presentaron mortalidad mientras que 
Bacillus thurinqiensis subsp. morrisoni fué tóxico a larvas de — 
Trichoplusia ni. Por lo anterior concluímos que la 6-endotoxina de la cepa 
de Bacillus fchuringiensis GM-2 es diferente a la 5-endotoxina de 
Bacillus thurinqiensis subsp. norriscni en cuanto a composición bioquímica 
y actividad tóxica para insectos. 



I N T R O D U C C I O N 

El control microbial de insectos plaga de importancia'agrícola, médica 
y forestal, provee en la actualidad una alternativa al uso excesivo de los 
insecticidas químicos, los cuales han causado grandes daños ecológicos. Den 
tro del control microbial se ha destacado una bacteria esporulada denomina-
da Bacillus thiiringiensis que se caracteriza por producir un cuerpo de in— 
clusión ( 5-endotoxina ) que presenta actividad bioinsecticida. 

Las formulaciones a base de este microorganismo son utilizadas p°r su 
modo de acción selectiva hacia insectos plaga sin causar daños a otras espe 
cies animales o vegetales y/o contaminar el medio ambiente. Eh algunos pa— 
íses la producción de preparaciones comerciales a partir de esta bacteria 
han comenzado a sustituir gradualmente en el mercado a los insecticidas quí 
micos. 

Se han descrito numerosas cepas de Bacillus thurinqiensis las cíales 
se han clasificado dentro de subespecies por serología flagelar compleroen— 
tándose por pruebas bioquímicas, sin embargo/ hay cepas clasificadas dentro 
de la misma subespecie que contienen proteínas diferentes en el cuerpo de -
inclusión y diferencias en cuanto a toxicidad hacia la misma especie de in-
sectos. Esto ha llevado a realizar estudios dirigidos a analizar en que par 
te del cuerpo de inclusión producido por este microorganismo radica la ac— 
tividad tóxica hacia los insectos. 

El objetivo principal del presente trabajo, fué determinar la composi-
ción proteica y la toxicidad hacia insectos de importancia en Agricultura y 
Salud Pública de la 6-endotoxina de una cepa nativa de 
Bacillus thoringienfiis denominada GM-2, la cual tiene como característica 
poseer un cuerpo de inclusión con morfología rectangular rodeado por mesribra 
ñas diferentes a las reportadas internacionalmente y comparar su constitu— 
ción con la <5-endotoxina de Bacillus thurincriensis subspr morrisoni seroti-
po H 8a 8b con la que cruza por serología flagelar. 



H I P O T E S I S 

Suponernos que la S-endotoxina de Bacillus thurxnqiensis GM-2 está constitu 
ida por diferentes proteínas a las reportadas para Bacillus thuringiensis 
subsp. morriscmi 



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

El descubrimiento de Bacillus thuringiensis es acreditado al investi-
gador Ishivata en japón, quién en 1901, aisló una bacteria aeróbica formado 
ra de esporas a partir de larvas enfermas del gusano de seda (Bombix mari) 
y la denominó Bacillus sotto. En 1911, Berliner aisló una bacteria de una 
mariposa Ephestia kuniella enferma, y posteriormente en 1915, la denominó -
Bacillus thuringiensis. La describe como un bacilo esporulado gram positi-
vo, con flagelos perítrieos, observando que después de terminar su creci— 
miento vegetativo, el bacilo contiene, además de la espora una inclusión -
paraesporal la cual designó como " Restokoper " o cuerpo de desecho de ini. 
cial forma esférica y romboidal posteriormente. También en 1915, Aoki y — 
Chigasaki demostraron que cultivos viejos de Bacillus sotto contenían una 
sustancia tóxica que causaba fituerte en insectds. En 1927, Mattes confirmó 
lo de Berliner, observando además que el crecimiento del cuerpo de desecho 
cambia también la posición de la espora ( 17,19,24,46 ). 

En 1946, Smith et al_ describen a Bacillus thurincriensis cano una va— 
riedad de Bacillus cereus, porque independientemente de su patogenicidad -
para ciertos insectos y forma oblicua de la espora en las células, era muy 
similar a Bacillus cereus. En 1951, Toumanoff y Vago proponen dividir a — 
Bacillus thurlnqlensis en variedades diferentes, logrando aislar un micro-
organismo entomopatógeno formador de esporaè a partir de larvas enfermas -
del gusano de seda, encontrando similitudes entre el Bacillus sotto de - -
Ishivata, el Bacillus thuringiensis de Berliner y este nuevo aislamiento -
al cual denominaron Bacillus cereus var. alesti y en 1952, Toumanoff sugi— 
rió que los cultivos aislados por Ishiwata, Berliner, Vago y de él mismo, -
eran todas variedades pertenecientes a Bacillus cereus ( 17,19,24 ). 

En 1953,Hannay al estudiar la esporulación de esta bacteria confirma 
las observaciones de Berliner y sugiere por primera vez que la patogenici-
dad de este microorganismo podía estar asociada con los cristales en forma 
de diamante que se formaban durante el proceso de esporulación ( 24 ). En 
1954, Angus demostró que las observaciones de Aoki y Chigasaki, así cano -
de Hannay acerca de la relación entre el cristal y patogenicidad hacia el 



insecto eran válidas. La toxicidad para el insecto está principalmente aso 
ciada con el cuerpo de inclusión del bacilo, el cual debe primero ser solu 
bilizado por el jugo intestinal del insecto para activarse. En 1955, Hannay 
y Fitz-James reportan que la inclusión cristalina es de naturaleza protéi 
ca y su ingestión es suficiente para causar la muerte en larvas suscepti— 
bles de insectos lepidópteros; también publican las primeras microfotogra-
fías del cristal que tiene una forma regular bipiramidal cuya estructura -
superficial está formada por estrías en dirección paralela a la base del -
cristal ( 24, 46 ). 

En 1958-1959, Heimpel y Angus proponen que los bacilos entomopatóge— 
nos podían estar relacionados con Bacillus cereus,-sin embargo presentaron 
dos importantes diferencias, eran patógenos a insectos y producían un cuer 
po paraesporal dentro de las células, lo cual permitió colocarla como una 
especie separada ( 25 ). 

En 1962, H. de Barjac y Bonnefoi realizaron un estudio de clasifica— 
ción con 24 cepas diferentes de Bacillus tJnirinqiensis mediante pruebas — 
bioquímicas y serológicas, ( Antígeno flagelar H ) concluyen que el método 
serológico es rápido y adecuado para la identificación y separación de las 
cepas de Bacillus thurinqiensis en variedades y que las pruebas bioquími— 
cas deberían considerarse como parte complementaria del proceso de identi-
ficación. En 1963t Norris y Burges proponen que existen diferentes patro— 
nes electroforéticos de la enzima esterasa producido por las células vege-
tativas de Bacillus thurinqiensis, y que esto podría ser utilizado para — 
distinguir las variedades diferentes de este microorganismo, finalmente — 
concluyen que existe una relación estrecha entre la clasificación serológi. 
ca y análisis de esterasas ( 15, 40 ). 

En 1967, Heimpel propone que la toxina producida por 
Bacillus thurinqiensis sea llamada 6-endotoxina, sin embargo también se ha 
sugerido que solo la porción activa del cristal debe ser considerada como 
6-endotoxina ( 19, 37 ). 

La serología del cristal se ha relacionado con el espectro de toxici» 



dad y se considera una herramienta taxonómica de importancia. Qi 197% - -
Krywienczyk realizó un amplio estudio serológico del cristal de 332 aisla-
mientos de Bacillus thuringiensis proporcionando características que permi 
ten clasificarlos en grupos diferentes, los cuales corresponden en su mayo 
ría con subespecies por seroiogía flagelar. En 204 aislamientos identifica 
dos el antígeno flagelar y el antígeno del cristal fueron específicos para 
la misma variedad, en 38 aislamientos el antígeno del cristal fué diferen-
te del antígeno flagelar o presentaban cristales de composición antigénica 
mixta ( 33 ). Se han realizado estudios utilizando anticuerpos monoclona— 
les para el análisis detallado de la relación entre la estructura y la fim 
ción de la toxina de Bacillus thurinqiensis, en 1983, Huber-Lukac et al se-
latieran 8 líneas celulares híbridas que secretan Anticuerpos monoclonales 
directos contra la 5-endotoxina de Bacillus thurinqiensis, la especifici— 
dad de cada anticuerpo monoclonal para la toxina y la protoxina fué esta— 
blecida por medio de un estudio por ELISA ( 27 ). 

En 1986, la especie de Bacillus thurinqiensis es caracterizada en la 
novena edición del Manual de Bergey's cano diferente a Bacillus cerros por 
la patogenicidad a larvas de lepidópteros y por la producción dentro de la 
célula de un cristal paraesporal de proteína, ( rara vez dos o tres ), pa-
ralelo con la formación de la espora. Bacillus thurinqjgisis es clasifica-
do de acuerdo al antígeno flagelar H, forma del cristal, número de antíge-
nos, ciertas propiedades fenotípicas y patrones de DNA de plásmidos, éstos 
pequeños grupos han sido llamados variedades y subespecies. En 1986, 
Burges utiliza el término de variedades para describir a grupos de cepas -
de Bacillus thurinqiensis basados en el antígeno flagelar, pero que de — 
acuerdo al Código Internacional de Ndmenclatura de Bacteria solamente el -
término " Subespecie " ( subsp ) es apropiado para subgrupos taxonómicos -
de Bacillus thurinqiensis. Hasta 1987, H. de Barjac reporta 24 serotipos 
de Bacillus thuringiensis basados en el antígeno H, de los cuales algunos 
están divididos por subfactores antigénicos ( Tabla 1 ). Cl, 10 ) ¡ 

Cuando Bacillus thurinqiensis se propaga en un medio de cultivo arti-
ficial durante un período de crecimiento se lleva a cabo la formación de — 
la espora y el cristal los cuales son liberados al medio del cultivo des— 



pues ocurre la lísis celular. Para efectuar los estudios sobre el cristal 
"es necesario contar con una pureza de los mismos, sin embargo existen algu 
ñas dificultades para eliminar las esporas, debido a sus propiedades simi-
lares de tamaño y características superficiales. Los primeros intentos pa-
ra resolver este problema se basaron en sistemas de separación difásicos, 
empleando una amplia variedad de solventes orgánicos y polímeros de alto -
peso molecular. En 1957,Vanková introduce la centrifugación con gradientes 
de densidad de sacarosa, mientras que en 1966,Pendelton y Morrison propo-
nen un método basado en la hidrofobicidad de las esporas ( 39, 44 ). 

En 1972, Fast recomienda la purificación del cristal usando ultracen-
trifugación isopícnica en gradientes de cloruro dá cesio y en 1975,Sharpe 
et al recomiendan el mismo método en gradientes de renografin, mientras -
que Nishitsutsuji-Vto y Ttídsste utilizan imitantes no esporuladas para faci-
litar mayormente la purificación de cristales ( 20, 48, 53 ). Estos méto-
dos fueron útiles para purificar cristales, sin embargo los tubos de gra— 
dientes son intrínsicamente limitados en su capacidad. Eh 1978, Ang y Ni— 
ckerson reportan que utilizan centrifugación zonal en gradientes de bromu-
ro de sodio, presenta además ccmo ventaja la eliminación de las proteasas 
producidas durante el proceso de esporulación ( 2 ). 

En 1980, Rao y Shethna describen una técnica basada en la agregación 
específica de cristales en colurma con amortiguador salino ( 47 ). En 1984, 
Mahillon y Delcour describen un método simple y rápido para el crecimiento, 
esporulación y autolisis de Bacillus thurinqiensis en el cual los crista— 
les y las esporas pueden ser separados por centrifugación en urografin — 
( 38 ). 

Los estudios sobre composición de aminoácidos presentes en el cristal 
han demostrado una diferencia no significativa entre las variedades de — 
Bacillus thurinqiensis encontrándose que el ácido glutámico y ácido aspár-
tico forman más del 20f4 de los aminoácidos y son los responsables del bajo 
punto isoeléctrico 4.4, la cantidad de cisteína es extremadamente baja ( -
menor del 2% ) lo que produce una alta insolubilidad del cristal; aparte -
de su composición proteínica existen evidencias que contiene otras substan 
cias ( 37 ). 



En 1977, Baila et al reportan la presencia de un 5.6% de carbohidra— 
tos, pero existe la posibilidad que estos sean incorporados dentro del cris, 
tal cono impurezas durante el proceso de esporulación. El cristal también -
se caracteriza por su extrema insolubilidad lo cual dificulta el trabajo — 
analítico, desarrolándose actualmente métodos químicos y enzimaticos para 
su solubilización ( 9 ). 

Se conoce que el cristal es tóxico a un amplio rango de larvas de lepi, 
dópteros por ingestión, pero atóxicos cuando son inoculados dentro del heno 
cele del insecto, en base a esta observación, Angus ( 1954 ) sugiere que el 
cristal es una protoxina, requiriéndose su activación en el intestino de la 
larva del insecto susceptible para liberar la toxina, tomando en cuarta es-
ta hipótesis todos los estudios del cristal de Bacillus thtirinqiensis se — 
han enfocado hacia la identificación, aislamiento y caracterización de las 
subunidades tóxicas ( 3 ). 

El cristal produce un número variado de subunidades de proteína con un 
peso molecular de 1000 a 200,000 Daltons, étso depende del método empleado 
para la solubilización ( 46 ). La cromatografía de exclusión molecular o — 
filtración en gel se ha utilizado para preparar fracciones de proteína para 
un rango restringido de peso molecular. En 1967, Watanabe et al reportan — 
que el cristal de Bacillus thurinqiensis var. sotto, en solución a pH 11.5 
y por cromatografía a pH 7.8 presenta 2 componentes tóxicos. Qi 1968, 
Cooksey encuentra similares resultados con el aislamiento de Tfettes, y So— 
merville et al_, al trabajar con Bacillus thorinqiensis var. alesti, encuen-
tra que la proteína fué excluida del Sephadex G-100 y G-200, ésto demuestra 
lo difícil de trabajar con cristales disueltos ( 11 ). 

En 1972, Glatron et al indican que el cristal de T^iii« thairgiaisis 
var berliner se encuentra formado por una subunidad repetitiva con peso — 
molecular de 80,000 Da utilizan para hidrolizar el cristal tratamiento con 
mercaptoetanol e hidrocloruro de guanidina ( 22 ). tés tarde en 1974, Faust 
et al realizaron varios tratamientos para la degradación de cristales de — 
Bacillus thurinqiensis var. kurstaki, sus resultados indican que después — 
del tratamiento alcalino ( 0.05 - 0.1 M NaGH ) fué donde se encontró una — 



mayor toxicidad, la que fué asociada con una proteína de un peso molecular 
de 230,000 Da, cuando realizaron la digestión de los cristales en jugo in-
testinal de Bciribix mori encuentran resultados similares, 5 proteínas caus¿ 
ron toxicidad y presentaron un peso molecular de 235,000, 77,000, 30,200,-
5,000 y 1,000 Da, cuando la degradación la realizaron con diferentes enzi-
mas encontraron de 2 a 4 componentes tóxicos con peso molecular entre - — 
235,000 a 1,000 Da ( 21 ). 

En 1977,Chestukhina et al trabajan con cristales de 
Bacillus thurinqiensis var qalleriae y efectúan una completa disolución de 
los cristales bajo la acción de soluciones alcalinas ( pH 12 ), la influen 
cia simultánea de agentes desnaturalizantes y reductores, con el método de 
electroforésis en gel de poliacrilamida encuentran también que los crista-
les consisten de un 65e» de proteína con un peso molecular de 120,000-140,-
000 Da, 8-10% de proteína de 65,000 Da y un menor número de componentes — 
con peso molecular de 65,000 a 340,000 Da ( 12 ). 

En 1979, Bulla et al. aisla por cromatografía de filtración y electrofo 
résis en gel de poliacrilamida SDS y determina que la toxina de 
Bacillus fchuringiensis subsp. fcurstafci presenta un peso molecular de 68,— 
000 Da, ademas hipotetiza que el cristal está compuesto de una repetida — 
subunidad ( protoxina ) que es transformada a un compuesto más pequeño, por 
disolución con agentes reductores y desnaturalizantes, obtiene una máxima 
solubilización 5 h después de haber tratado con NaOH, bajo una prolongada 
incubación de hasta seis días, la protoxina fué convertida a toxina, y re-
sulta tóxica a larvas por ingestión del gusano cogollero - - -
(Spodoptera frugiperda) ( 8 ). 

La patogenicidad de las cepas de Bacillus thurinuiensis aisladas du— 
rante un largo período ( serotipo H 1 a H 13 ) fueron activas solamente — 
contra larvas de lepidópteros comparadas con el Bacillus prototipo descri-
to por Berliner ( 1915 ), sin embargo en 1977, Goldberg y Margalit en Isra-
el descubren un aislado nuevo tóxico para larva de mosquito y moscas-
negra, esto implicó un nuevo serotipo H 14 descrito por H de Barjac ( 1978 ) 
se denominó Bacillus thuringiensis subsp. israelensis ( 23, 34 ). 



En 1981 ,Yamamoto y Me Laughlin al trabajar con cristales solubiliza—• 
dos con mercaptoetanol y NaOH de Bacillus thuringiensis var. kurstaki, en— 
cuentran cuatro picos durante la filtración en gel, un ensayo inmunoelectro 
forético indica que los primeros dos picos designados como F-l y P-2 son an 
tigénicos e igualmente tóxicos a larvas del falso medidos de la col -
( Tricfaoplusia ni ), los picos tres y cuatro parecen ser ácidos nucleicos -
por el espectro en el análisis de absorbancia y carecen de toxicidad. El pe 
so molecular para P-l fué de 135,000 Da y el de P-2 fué de 65,000 Da, P-l -
está compuesto de dos partes: una resistente a proteinasas de 62,000 Da y -
otra sensible a proteinasas de 73,000 Da, P-2 resultó tóxico a larvas de — 
mosquito y se designó factor mosquito; se presenta en cristales de tipo K-l 
producidos por Bacillus thuriiKriensis var. kurstaki y var. thuringiensis — 
( 59 ). 

En 1982, Padua et al_ en Filipinas aisla una cepa de-
Bacillus thuringiensis denominada PG-14 y corresponde al serotipo H 8a 8b 
subsp. morrisoni, ésta fué recuperada de una muestra de suelo, produce un -
cristal esférico e irregular altamente tóxico a larvas de moáquito, su taxi 
cidad es igual que la reportada para Bacillus thuringiensis subsp. — 
israelensis serotipo H 14; recientemente en 1987,Yu et al establece que la 
actividad tóxica de Bacillus thuringiensis PG-14 hacia mosquitos radica - -
principalmente en una proteína de 65,000 Da y la actividad hemolítica en — 
una proteína de 25,000 Da ( 42, 43 ). 

En 1983,Yamamoto e lizuca por medio de una extracción selectiva y 
microscopía electrónica demuestran que P-2 no forma parte del cristal bipi-
ramidal el cual consiste solamente de P-l, además és solubilizado por trata 
miento alcalino sin agentes tiol ( 56 ). En 1983,Yamamoto realiza un amplio 
estudio con cristales de variedades diferentes de Bacillus thuringiensis y 
encuentra que la mayoría contiene solamente P-l, y algunas variedades como 
kurstaki, thuringiensis» kenyae, toluorthi, producen una _proteína adicional 
( P-2 ), ésta fué serológicamente similar al factor mosquito previamente — 
descubierto en la var. krustaki ( HD-1 ), ambas proteínas ( P-l y P-2 ) fue 
ron digeridas con tripsina y separadas por cromatografía líquida de alta re 
solución encontrando diferencias entre las toxinas de P-l aún en cepas de -



igual serotipo? en cuanto a °-2, su producción es independiente de P-l, y 
'se sugirió que la información genética para P-2 es codificada por un plás-
mido o DNA cromosomal diferente al de P-l (55 ). En 1983/Yamamoto et al -
analizan la composición de proteína del cristal de varias imitantes de - — 
Bacillus thuringiensls var. israelensis establece que la pérdida de activi 
dad contra mosquitos está asociada con la pérdida de una proteína de - — 
28,000 Da ( 57 ). 

En 1983, Tojo y Aizawa, trabajan con cristales de - -
Bacillus thurincriensis var. krustaki, solubilizados en jugo intestinal del 
gasano de seda (Banfoix mori ) encuentran que después de disolver los cris-
tales aparece una proteína tóxica con peso molecular de 50,000 Da ( 51 ). 

En 1983, Krieg et al en Alemania aislan una cepa nueva de 
Bacillus thurincriensis de Tenehrio molitor ( coleleóptera: Tenebrioni dae ), 
la cual produce un cristal paraesporal de forma cuadrangular y contorno lĵ  
so, de acuerdo a caractarísticas bioquímicas ccaaespornte avràsubespecie nue-
va que fué denominada Bacillus thurinqiensis subsp. tenebriaais, es activa 
solamente contra larvas de Chrysomelidae ( Coleóptera ) y pertenece a un 
nuevo patotipo denominado patotipó " C " ( 31 ). En 1988, Li e^ al conclu-
ye! qu» el cristal paraesporal de Bacillus thurinqiensis var. tenebricnis 
presenta una <5-endotoxina con un peso molecular de 67,000 Da ( 36 ). 

En 1984, Davidson y Yamamoto por medio de cromatografía en columna — 
sephacril S-200 seguida por DEAE-celulosa aislan un fragmento de 25,000 Da 
de la proteína tóxica de 28,000 Da del cristal de Bacillus thnrinqiengis 
var. israelensis demuestran que este fragmento de 25,000 Da presenta acti-
vidades citolítica, bemolítica, insecticida y letal en ratón, ésta proteí-
na es rica en aminoácidos cerno ácido aspártico y glutámico ( 13 ). 

En 1985, Armstrong et al describen un procedimiento para la purifica-
ción de una forma de 5-endotoxina de Bacillus thurinqiensis subsp. 
israelensis, el cual presenta toxicidad a cultivos de células y larvas de 
mosquito, causa lísis en eritrocitos y muerte en ratón. El extracto de pro 
teína fué tratado con álcali, neutralizado e incubado con tripsina y pro— 



teinasa K, después purificado por filtración en gel y cromatografía en co— 
lumna DEAE, obtienen 2 proteínas tóxicas: las proteínas 25a y 25b, ambas — 
presentan un peso molecular cercano a 25,000 Da en SDS-PAGE, son serológica 
mente relacionados y presentan perfiles similares con una digestión con pro 
teasa de S^ aureus y SDS, además contienen una secuencia idéntica de 10 ami 
noácidos. Sin embargo una diferencia entre la proteína 25a y 25b es la pre-
sencia de residuos de arginina y valina en los aminoácidos terminales de la 
molécula 25a. El Western Blot ELISA con anticuerpos monoclonales de la pro-
teína 25a indican que 25a y 25b son productos de división derivados de una 
proteína de 26,000 Da para Bacillus thurinqiensis subsp. israelensis HD916 
Y de 28,000 Da en Bacillus thuringiensis para la cepa de Abbott ( 4 ). 

En 1985, Pfannestiel et al estudian la toxina - -
Bacillus thurlnqiensis var. israelensis y su estabilidad después del trata-
miento químico, encuentran que la toxina no es activada por agentes sulfhi-
drilo, la toxina fué resistente a concentraciones altas de sal ( 8 M NaBr ), 
solventes orgánicos ( 40% Metanol ), desnaturalizantes ( 4 M Urea ) y deter 
gentes neutros ( 10% de tritón X-100 ) •, sin embargo fué inactivado por de— 
tergentes cargados positiva y negativamente, así como por hidrocloruro de -
guanidina ( 45 ). 

En 1985, Tojo investiga la liberación y descomposición de una proteína 
con peso molecular de 59,000 Da de Bacillus thurlnqiensis subsp. kunstaki 
( HD-1 ) en jugo intestinal del gusano de seda Bombix mori usando ELISA y -
bioensayos, sus resultados sugieren que el método de ELISA para P-59 es — 
efectivo para estimar la actividad de preparaciones 
Bacillus thurinqiensis hacia insectos lepidópteros ( 50 ). En 1986, Visser 
et al reportan la separación y propiedades tcrdcas de 4 componentes del cris, 
tal de proteína de Bacillus thurinqiesisis var. israelensis, la cual contie-
ne 3 proteínas de peso molecular de 230,000, 130,000 Da con actividad tóxi-
ca a mosquitos y una de 28,000 Da con actividad heraolítica; éstas proteínas 
fueron solubilizadas de cristales incubándose en 10 mM DTT, pH 9.5 y purifi^ 
cadas por centrifugación en gradientes de sacarosa ( 52 ). 

En 1986, Herrnstadt et al reportan el aislamiento de una cepa de 



Bacillus thurinqiensis con actividad tóxica para coleópteros pero no contra 
lepidópteros ni dípteros, este nuevo aislado fué designado cano 
Bacillus thurinqiensis var. san diego, sus cristales son en forma de rectán 
guio plano y diferente a la estructura bipiramidal de los cristales de ce— 
pas de Bacillus thurinqiensis tóxicas a lepidópteros, el cristal de esta va 
riedad presenta una proteína con un peso molecular de 64,000 Da con activi-
dad insecticida hacia coleópteros ( 26 ). 

En 1987, Krieg et al proponen que de acuerdo al rango de hospedero — 
existen 3 patotipos diferentes de Bacillus thurinqiensis dentro del seroti-
po H 8a 8b: Bacillus tharinqiensis subsp. norrisoni ( aislados G-2 y — — 
morrisoni ). Patotipo "A" ( Patógenas solo para larvas de lepidópteros ), -
Bacillus thurinqiens ( Cepa PG-14 ) Patotipo "B" ( Patógena solo para lar— 
vas de Nematócera, Díptera ) y Bacillus thurinqiensis ( cepa Bl 256-82 ) Pa-
totipo "C" ( Patógena solo para larvas de Chrysomelida, Coleóptera ). Los -
cristales paraesporales de los 3 patotipos difieren en morfología, patrón 
de proteína y serología ( 32 ). 

En 1987, Ohba et al reportan el aislamiento de dos cepas de -
Bacillus thurinqiensis que producen una inclusión típicamente romboidal sin 
toxicidad contra Bambuc mori, Masca doméstica, Sedes aeqypti, y 
P. tibialis, este cristal contiene una proteína de 60,000 Da y algunas pro-
teínas menores ( 41 ). 

En 1987, Hurly et al describe la purificación por homogeneidad electro 
forética, filtración en gel y cromatografía de intercambio iónico de 2 pro-
teínas del cristal de Bacillus tharinqiensis subsp. israelensis; una proteí. 
na con un peso molecular de 68,000 Da que no presenta actividad citolítica 
y una pequeña proteína con un peso molecular de 28,000 Da cotí alta activi— 
dad citolítica, estas proteínas fueron ensayadas contra larvas de 
Aedes aeqypti, la proteína grande fué al menos cien veces más tóxica que la 
pequeña, una mezcla de las dos proteínas puras fueron significativamente — 
más tóxicas a larvas de mosquitos que la proteína sola ( 28 ). 

Recientemente en 1988, Donovan et al reportan una nueva cepa de 



Bacillus thuringiensis aislada a partir del polvo de grano de haba y tóxi-
ca para larvas del escarabajo colorado de la papa 
(leptinotarsa decemlineata), esta cepa sintetiza dos cristales paraespora-
les de proteína; un cristal de forma romboidal compuesto por una proteína 
de 73, 116 Da y uno plano forma de diamante compuesto de 30,000 Da ( 18 ). 



MATERIAL Y METODOS 

BACTERIAS OSADAS: 
Las cepas de Bacillus thuringiensis utilizadas en el presente trabajo 

fueron: Bacillus thuringiensis clave GM-2 cepa nativa aislada a partir de 
suelo agrícola de General Terán,N.L. ( México ) (5), 
Bacillus thuringiensis subsp. morrisoni ( HD-12 ), Bacillus thurinqiensis 
subsp. kurstaki ( HD-1 ), Bacillus thuringiesisis subsp. isr^lgngis - - -
( HD-654 ), proporcionadas estas últimas por el Dr. Howard Tf. Dulmage del 
Depto. de Agricultura de víeslaco Texas, E.U.A. 

Las cepas fueron conservadas por resiembras periódicas cada 3 meses -
en tubos de ensaye con agar nutritivo inclinado pH 7 ( Merck ), y mediante 
liofilización ( utilizando como soporte leche desnatada estéril al 10% ), 
y se mantuvieron en refrigeración a 4°C. Se realizaron observaciones raorfo 
lógicas de las células vegetativas, esporas y cristales de las diferentes 
cepas al microscopio. 

IDOrriFICACION BIOQUIMICA: 
Para Bacillus thurinqiensis GM-2 las pruebas bioquímicas que se efec-

tuaron primeramente fueron las correspondientes para la especie del género 
Bacillus de acuerdo al manual de Bergey's y posterioinnente las pruebas pa-
ra variedad establecidas por H. de Barjac y Krieg, éstas últimas también 
se realizaron para Bacillus thurinqiensis subsp. morrisoni ( 7,15,16,30 ). 

IDENTIFICACION SEROLOGICA: 
Esta se realizó con la preparación del antígeno flagelar o antígeno H 

de las cepas de Bacillus thuringiensis de referencia internacional y de — 
Bacillus thuringiensis GM-2 ( 6 ). 

MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES I® CREdMnWPO: 
Las cepas fueron actividades en tubo de agar nutritivo inclinado du— 

rante 18-24 h a 30°C, para la preparación del inoculo, se tana una asada a 
partir de éste y se pasa a un matraz con leche peptonizada ( Sheffield 
Products )• El cual es mantenido en agitación rotatoria a 200 rpm. ( Lab— 



Line Incubator ), durante 18-24 h a 30°C para después transferir un inocu-
lo de 0.5% al medio de producción que contiene: Leche peptonizada 1 gr/lto.* 
glucosa 0.5 g/lto., extracto de levadura 0.2 gr/lto., FeSO^.TiyD, ttiSO^.f^O 
(0.02 gr/lto ) y WqSO^Rp ( 0.3 gr/lto ) ( 56, 58 ). Se mantienen en agi-
tación rotatoria a 250 rpm. durante 48-72 h a 30°C. Después de la lísis ce-
lular la mezcla de cristales y esporas son recuperadas por centrifugación a 
10,000 rpm. ( Centrífuga Beckman J2-21 ) por 30 minutos a 3°C ( Figura 4 ). 

METODO DE PURIFICACION DE LOS CRISTALES PARAESPGRALES: 
Cha vez recuperado el precipitado se resuspende en NaCl 1M y se centri 

fuga, este tratamiento se repite 3 veces y el precipitado se resuspende en 
agua destilada pH 7, se pasa a un embudo de separación y se agita para for-
mar espuma con el fin de descartarla ya que esta contiene esporas, este pro 
cedimiento se repite 8 a 10 veces, finalmente los cristales se purifl 
can parcialmente por flotación ( 56 ). El aislamiento de cristales puros se 
realiza por ultracentrifugación en gradiente de densidad de NaBr ( 30-36% ) 
( 2 ) a 25,000 rpm. por 90 minutos ( Ultracentrífuga Beckman L5-50E ). Las 
bandas resultantes se colectan mediante un fraccionador de gradientes (ISC0) 
y se examinan al microscopio de luz, la banda de los cristales se concentra 
y se lava con f^O destilada pH 7 a 30,000 ron. por 30 minutos, después se -
dializa contra agua destilada y se liofiliza, se guarda a -20 °C hasta su — 
uso ( Figura 5 ). 

SOLUBILIZACION DE CRISTALES: 
Los cristales purificados (4 o 5 itg <3a qAi ) de Bacillus thurinoiensis 

GM-2, subsp. morrisoni ( HD-12 ), subsp. kgrstaki ( HD-1 ) y subsp. 
israelensis ( HD-654 ) fueron disociados en 2% de 2 mercaptoetanol pH 10 y 
centrifugados a 30,000 rpm. por 30 minutos, posteriormente el sobrenadante 
se pasa a través de una columna de Sephacril S-300 ( 2.5 x 90 an. ) ( Ftiar-
macia ) equilibrada con solución amortiguadora Tris-HCl 50 mM a pH 8 en — 
0.1% de 2-mercaptoetanol, EDTA 1 mM. En todos los casos los eluentes se re-
cuperaron en un colector de fracciones ( ISCO ) y se monitorearon 
a 280 nm de absorbancia. La columna fué previamente equilibrada con proteí-
nas con peso molecular conocido ( Sigma ), tales como alcohol deshidrogena-
sa 150,000 Da, albúmina de suero bovino 66,000 Da, anhidrasa carbónica - -



29,000 Da, a una temperatura de 4°C ( 59 ). 

Además del método anterior se utilizaron los siguientes métodos de s£ 
lubilizaciónpara los cristales de Bacillus thurincTiensis GM-2: 

a) 2 mercaptoetanol al 2% pH 11 con NaOH 2N 
b) " " " pH 11 con NaOH 2N durante 2 h de incubación 
c) " " 4% pH 10 con NaOH 2N 
d) " " 2% pH 11 con KOH 0.1M 
e) " " " pH 10 con NaOH 2N 1% de SDS 
f) DTT 0.05 M pH 12 con NaOH 2N, 1% de SDS. 

En todos los tratamientos anteriores se utilizó una columna de 
Sephacril S-300 ( 1.5 x. 40 cttv. ), en cada paso se realizaron observaciones 
al microscopio. 

DETERMINACION DEL PESO KJLECGLAR: 
Para encontrar el peso molecular de las proteínas de los cristales so 

lubilizados se realizaron electroforésis en gel de poliacrilamida ( PAGE ) 
de acuerdo al método de Laemly ( 35 ), utilizando un gel separador de poli 
acrilamida al 11% ( 12 cm. de longitud y 2 rrni de grosor ). Se colocaron — 
alícuotas de cada una de las muestras en el gel separador y se llevó a ca-
bo la electroforésis ( cámara biorad ) a 100 volts ( búchler 3-1500 ) has-
ta que el colorante había migrado el 90% de la longitud del gel. Para de— 
terminar la curva de calibración se utilizaron estándares de peso,molecu— 
lar conocido ( SIGMA ): $-galactosidasa 116,000 Da, albúmina de suero bovi 
no 66,000 Da, albúmina de huevo 45,000 Da,gliceraldéhído 3 fosfato deshi— 
drogenasa 36,000 Da, anhidrasa carbónica 29,000 Da, tripsinógeno 24,000 Da, 
a-lactoalbúmina 14,200 Da. 

BIOENSAYOS: 
La actividad tóxica de las cepas de Bacillus thurinqieansis GM-2, subsp. 

morrisoni, subsp. israelensis se realizó con cristales enteros, cristales 
solubilizados y con las proteínas obtenidas después de la separación en co-
lumna contra larvas del mosquito Aedes aeqypfci del cuarto estadio ( 54 ), -



para lo cual se utilizó una colonia de flete aegypti mantenida en el in-
sectario del Laboratorio de Entomología tédica del Depto. de Zoología de -
invertebrados de la FCB-UANL; ios bioensayos se realizaron por triplicado 
con tres repeticiones utilizando lotes diferentes de larvas, los recipien-
tes se incubaron a 30°C en un cuarto con 50-60% de humedad relativa. Se -
realizaron lecturas para ver el porciento de mortalidad a las 24-48 h. 

Se realizaron bioensayos con larvas de Trichoplusia ni con cristales 
enteros y solubilizados de las cepas Bacillus thurinqiensis GM-2. s u b s p. -
morrisoni.subsp. kurstaki. ( 59 ) ( Figura 6 ). 



R E S U L T A D O S 

OBSERVACION MORFOLOGICA I® Bacillus thurinqiensis: 
La cepa de Bacillus thuringiensis GM-2 aislada de suelo agrícola de -

General Terán, N.L. ( México ) en su morfología macroscópica cuando se cul 
ti va en agar nutritivo presenta colonias planas con borde escasamente fila 
mentoso de un color blanco-grisáceo sin pigmentación, pero presenta pigmen 
tación rosácea en agar yema de huevo. En su morfología microscópica presen 
ta células de forma bacilar, flageladas, gram positivas con una espora — 
ovoide subterminal ( Figura 1 ) y con la característica principal de pre— 
sentar un cuerpo de inclusión de forma rectangular rodeado por membranas 
( Figura 2 ). 
IDENTIFICACION BIOQCJIMICA Y SEROLOGICA: 

Por otra parte con el propósito de clasificar la cepa en estudio 
Bacillus thurinqiensis GM-2, se realizaron las pruebas bioquímicas para el 
grupo de Bacillus thurinqiensis, se encontró que corresponde a este grupo, 
sin embargo, presentó las siguientes diferencias: Ausencia de crecimiento 
en agar dextrosa safcoraud al 7&TfeCL asi coro de la hidrólisis de la caseína, — 
además la cepa GM-2 produjo una pigmentación rosácea en agar yema de hue-
vo, la cual no es característica de Bacillus thurinqiensis ( Tabla 2 ). Eh 
la tabla 3 se muestran los resultados de las pruebas bioquímicas para va— 
riedad, se encontró que las características bioquímicas de 
Bacillus thurinqiensis GM-2 no concuerdan con ninguna de las variedades ac 
tualmente descritas en la literatura. Con respecto a la identificación se-
rológica se encontró que Bacillus thurinqiensis GM-2 corresponde al seroti_ 
po H 8a 8b subsp. morrisoni ( Tabla 4 ) „ En la tabla 3 se muestran también 
los resultados de las pruebas bioquímicas para esta subespecie, sin embar-
go, de acuerdo a éstas existen diferencias entre GM-2 y morrisoni tales co 
mo: Citratos, caseinasa, gelatinasa, salicina, glucosa, mañosa y la pigmen 
tación rosácea en la hidrólisis de gelatina y lecitina. 

CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS TOXINAS: 
Para llevar a cabo la caracterización bioquímica en cuanto a los tipos 

de proteína que presentan las diferentes variedades que se utilizaron en — 
éste trabajo se realizaron diferentes tratamientos de solubilización. Cuán-
do los cristales de Bacillus thurinqiensis GM-2 fueron tratados con 2-mer— 



captoetanol al 2% pH 10 con NaOH 2N, no se logró su completa solubiliza— 
ción ya que cuando se hicieron observaciones al microscopio se veía la pre 
sencia de algunos cristales, con este método se obtuvo una sola proteína 
con un peso molecular de 47,000 Da ( Figura 7 ), mientras que para la - -
subsp. norrisoni con este mismo tratamiento se obtuvo una proteína con un 
peso molecular de 135,000 Ea ( Figura 8 ). Para fecillus thurinciiensis — 
subsp. kurstalci se obtuvieron dos proteínas con peso molecular, una de — 
135,000 Da y otra de 65,000 Da ( Figura 9 ), y para la subsp. israelensis 
una sola proteína con peso molecular de 64,000 Da ( Figura 10 ), con las -
tres últimas cepas se obtuvo una completa solubilización de las toxinas. 

Cuando se utilizaron otros tratamientos de solubilización para 
Bacillus thuringiensis GM-2 a base de mercaptoetanol a diferentes pH con -
NaOH o K0H, con todos éstos se obtuvo también una sola proteína con un pe-
so molecular de 47,000 Ifa ( tratamiento a, b, c, d, ). ( Figura 11-14 ). -
Como los cristales de GM-2 no fueron solubilizados por completo con los — 
tratamientos anteriores se utilizaron dos tratamientos más fuertes usando 
2-mercaptoetanol al 2% a pH 10 con NaOH 2N y 1% de SDS y otro con 1% de — 
SDS 0.05 M de E/IT a pH 12 con N&0H 2N y se obtuvieron con ambos tratamien-
tos dos proteínas con un peso molecular, una de 30,000 Da y otra menor — 
( 20,000 + 5,000 Da ) ( Figura 15 y 16 ), sin embargo con ningún tratamien 
to se logró una solubilización completa. 

BI0HNSAY0S: 
Los bioensayos realizados con cristales enteros de 

Bacillus thuringiensis GM-2 contra larvas del cuarto estadio de 
fledes aeqypti fueron negativos, aún cuando se probaron dosis mas altas de 
500 úg/ml, éstos resultados fueron también observados para 
Bacillus thuringiensig subsp. norrisoni mientras que para 
Bacillus thuringiensis subsp. israelensis se obtuvo una mortalidad de 92% 
con una dosis de 30 ug/ml ( Tabla 5 ). Cuando se utilizaron los cristales 
solubilizados y las proteínas obtenidas después de la separación en colurma 
para la subsp. morrisoni y los obtenidos para GM-2 con los diferentes trató 
mientos de solubilización también fueron negativos, mientras que para la -
subsp. israelensis se observó una mortalidad de 97% con una dósis de 30 ug/ 



mi con cristales solubilizados y QTÍ con una dosis de 1 ug/ml con la proteí. 
na ( Tabla 6 y 7 ). 

Los bioensayos contra larvas de Tricftoplusia ni de las cepas de 
Bacillus thurinqiensis GM-2, subsp. fcursta)ri y sitóp. morrisoni se realiza-
ron con una sola dosis de 500 ug/ml con cristales enteros y solubilizados y 
se encontró 100% de mortalidad para las subsp. morrisoni y Kurstaki raien 
tras que para GM-2 se encontraron resultados negativos ( Tabla 8 ). 



DISCUSIONES Y CONCLUSIONES 

Fué reportada en 1982, por Galán Wong et al el aislamiento de una cepa 
de Bacillus thurinqiensis denominada GM-2 la cual presenta como caracterís-
tica principal un cuerpo de inclusión de forma rectangular el cual es dife-
rente a los reportados en la literatura ( 5 ), esta característica podría 
indicar que se trata de una nueva subespecie de Bacillus Qioringiensis. r-és 
tarde en 1983, Krieg et al encuentran una nueva subsp. de 
Bacillus thuringiensis denominada tenebrionis y en 1986, Herrnstadt et al 
reporta también otra nueva subespecie de Bacillus thurinqiensis denominada 
san diego arribas cepas son tóxicas para coleópteros y presentan una inclu— 
sión similar a GM-2, sin embargo estas cepas no han. estado disponibles para 
realizar un estudio comparativo ( 26, 31 ). 

De acuerdo a la identificación serológica Bacillus thurinqiensis GM-2 
cruza con Bacillus thuringiensis serotipo H 8a 8b subsp. morrisoni, sin em-
bargo, con respecto a las pruebas bioquímicas se observaron diferencias co-
mo: Citratos, caseinasa, gelatinasa, salicina, glucosa, mañosa y pigmenta— 
ción rosácea de la colonia en agar yema de huevo así cono en la hidrólisis 
de la gelatina. Otra diferencia entre GM-2 y la subsp. morrisoni es su cue^ 
po de inclusión característico de forma bipiramidal { Figura 3 ), el encon-
trado para OI-2 es de forma rectangular rodeado por membranas y totalmente 
diferente a cualguier tipo de inclusión actualmente descrita ( Figura 2 ). 

Para tratar de establecer una comparación más estrecha entre - -
Bacillus thurinqiensis GM-2 y Bacillus thurinqiensis subsp. morrisoni se — 
efectuó la caracterización bioquímica de la 6-endotoxina de ambas cepas así 
como de Bacillus thuringiensis subsp. kuretaki tóxica para lepidópteros y -
Bacillus thurinqiensis subsp. israelensis tóxica para mosquitos. 

El cuerpo de inclusión de Bacillus thurinqiensis GM-2^ resultó ser muy 
poco soluble al tratamiento mediante el cual la mayoría de los cristales de 
Bacillus thuringiensis se solubilizan probablemente ésto se debe a la pre— 
sencia de membranas que rodean el cuerpo de inclusión, por otra parte se en 
contró que con el tratamiento de 2-Mercaptoetanol al 2% a pH 10 con NaOH 2N 



el cristal de GM-2 presenta una sola proteína con un peso molecular de — 
'47,000 Da, la misma que fué observada cuando se realizaron modificaciones a 
este método, sin embargo, cuando se utilizaron agentes como DTT o SDS se ob 
servaron dos proteínas, una de 30,000 Da y otra mas pequeña ( 20,000 _+ - -
5.000 Da ). Si observamos las proteínas recuperadas en los dos tratamientos 
mas fuertes para GM-2, las dos proteínas obtenidas en estos tratamientos — 
pueden ser el producto del rompimiento de la proteína obtenida con el trata, 
miento convencional y en los tratamientos ( a, b, c, d, ), ésto debido a — 
que el volumen de elución de ellas corresponde al observado en los trata— 
mientos en los que se presentó una sola proteína. 

En cuanto a la subsp. morriscrii se encontró una sola proteína de - -
135,000 Da, mientras que para la subsp. israelensis se observó una de 
64,000 Db, en el caso de la subsp. kurstaki dos proteínas, una de peso mole, 
cular de 135,000 Da y otra de 65,000 Da, éstos resultados son muy similares 
a los reportados por Yamamoto ( 55, 59 ). 

Con respecto a la actividad tóxica de Bacillus thurinqiepsis GM-2, és 
ta fué nula cuando se utilizaron tanto cristales enteros y solubilizados — 
así CODO las proteínas contra larvas de Aedes aeqypti y Trichoplusia ni pa-
ra la subsp. morrisoni también se encontró una ausencia de actividad tóxica 
para Aedes aeqypti mientras que para Trichoplusia ni se presento un 100% de 
mortalidad. Los resultados de toxicidad obtenidos para GM-2 contra — 
Trichoplusia ni 0% de mortalidad concuerdan con lo reportado en la litera-
tura, ya que con ninguno de los tratamientos de solubilización encontramos 
una proteína de 135,000 Ea, la cual en 1983 Yamamoto e Iisuka la reportan -
como una proteína tóxica para larvas de lepidópteros ( 56 ). En 1983, Yama-
moto et al_ aislaron una proteína de 25,000 Da a partir de una proteína de -
28,000 Da, con una actividad para Aedes aeqypti ( 13, 57 ), nosotros encon-
tramos dos proteínas con un peso molecular cercano al reportado por ellos, 
sin embargo no presentaron actividad tóxica para Aedes aeqypti. 

Los bioensayos realizados con la subsp. israelensis y kurstaki se reâ  
1.1 za ron con la finalidad de usar en nuestros experimentos cepas testigo que 
fueran efectivas contra Aedes aeqypti y Trichoplusia ni, respectivamente. -



Bacillus thurinqiensis GM-2 corresponde serológicamente al serotipo h 
8a 8b subsp. morrisoni, en la tabla 9 se observan las diferentes cepas que 
corresponden a este serotipo, y sin embargo presentan diferentes espectros 
de toxicidad. Resultando hoy en día altamente interesantes todas las cepas 
de Bacillus thuringiensis pertenecientes al serotipo H 8a 8b subsp. — — 
morrisoni. 

En 1987, Krieg et al proponen que de acuerdo al rango de hospedero — 
Bacillus thurinqiensis serotipo H 8a 8b subsp. morrisoni se divide en 3 pa 
totipos: A,B,C, Bacillus thurinqiensis GM-2 podría quedar cano una cepa — 
atóxica dentro de este serotipo diferente a los patotipos descritos por — 
Krieg et al_ ( 1987 ), agregando la presencia de un cuerpo de inclusión pa-
ras spor al rectangular rodeado por membranas, una serie de pruebas bíoquxmi 
cas, así como una composición bioquímica de la á-endotaxina. Debido a que 
la subsp. tenebrionis y san diego presentan un cristal de morfología pare 
cida a GM-2 y presentan toxicidad contra coleópteros, sería conveniente — 
realizar bioensayos de Bacillus thurinqiensis GM-2 contra estos insectos. 

En 1987, Thiery remarca que la preparación de cristales es de impor— 
tancia fundamental para determinar el potencial larvicida de cada polipép-
tido ( .49 ). Existen 3 factores que contribuyen a la potencia de la 6-endo 
toxina de Bacillus thuringiensis. El origen de la toxina ( cepa ), la habi 
lidad del jugo intestinal para disolver los cristales y la susceptibilidad 
intrínseca del insecto a la toxina ( 29 ), estos factores o alguno de - -
ellos podrían estar interactuando entre sí para que la <$-endotoxina de — 
Bacillus thurinqiensis cepa GM-2 resulte atóxica a los insectos probados, 
aunque no se descarta la posibilidad que podría resultar tóxica para otros 
insectos no probados hasta este momento. 



A P E N D I C E 



CLASIFICACION DB CEPAS DE Bacillus thurinqiensis Bí BASE AL SHKOTPO H 

SEROTIPO H BIOTIPO SUBESPECIES ( O SEROVAR ) 

1 I thurinqiensis 
2 II finitimus 
3a III 1 alesti 
3a, 3b III 2 kurstaki 
4a, 4b IV 1 sotto 
4a, 4b IV l dendrolimus 
4a, 4c IV 2 kenyae 
5a, 5b V 1 galIeriae 
5a, 5c V 2 canadensis 
6 VI subtoxicus 
6 VI entomocidus 
7 VII aizawai 
8a, 8b VIII 1 morrisoni 
8a, 8c VIII 2 ostriniae 
8a, 8d VIII 3 nigeriensis 
9 IX tolworthi 
10 X darmstad iensi s 
Ua, U b XI 1 toumanoffi 
Ua, 11c XI 2 kyushuensis 
12 XII tanpsoni 
13 XIII pakistani 
14 XIV israelensis 
15 XV dakota 
16 XVI indiana 
17 XVII tohokuensis 
18 XVIII kumamotoensis 
19 XIX tochigiensis 
20a, 20b XX 1 yunnanensis 
20a, 20c XX 2 pondicheriensis 
21 XXI colmeri 
22 XXII shandongi ens i s 
23 XXIII japonensis 
24 XXIV neoleonensis 

N.B. una variedad ( no móvil ) wuhanensis 

Comunicación personal Dra. H. de Barjac 



RESULTADOS DE PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA EL GRUPO DE BacillUS thurinqiensis 
COMPARADAS CON LAS OBTENIDAS PARA Bacillus thurinqiensis GM-2 

Bacillus thurinqiensis GM-2 

Producción, de ácido a partir 
de Arabinosa, Xilosa y Manitol 

Nitratos a Nitritos + + 

Motilidad d + 

Producción de ácido a partir 
de glucosa. 

Producción de gas a partir 
de glucosa 

Cristales intraceluíares de 
proteína 

Hidrólisis del almidón 

Crecimiento en agar dextrosa 
Saboraud con 7% de NaCl. 

Crecimiento en agar yema de huevo + + * 

Hidrólisis de caseína + 

* Pigmento rosáceo en el medio 
- Negativa 
+ Positiva 
d duda 



RESLLTCCtB CBIENID06 DE HSIEAS BrOQU3MB3S RB3MNEHERS KK H CE B4OTC Y W0B3 
BcjJJxb ttMriiqjaisis (34-2 y Tanhun tfiariiEpaEis sitep. wrrinmí 

GM-2 morriscm 

Acetil metil carbinol + + 

Película + + 

Rojo de metilo + + 

Citratos + -

Proteólisis + + 

Hidrólisis del almidón + + 

Producción del pigmento - -

Ureasa - -

Quitinasa + ND 
Lecitinasa + * + 

Arginina deshidrolasa + + 

Caseinasa - + 

Gelatinasa + * -

Hidrólisis de esculina + + 

Producción de ácido a partir de: 
Sacarosa - -

Salicina + -

Glucosa + -

Manitol - -

Celobiosa - -

Arabinosa - -

>&nosa - + 

* Pigmento rosáceo en el medio 
+ Positiva 
- Negativa 
ND No determinada 



REACCIONES CRUZADAS USANDO LOS SEROTIPOS DE Bacillus fchnrinqiensis DE REFE 
RENCIA INTERNACIONAL COMO ANTIGENO CO*!TRA. EL ANTISUERO DE 

Bacillus thuringiensis GM-2 

CLAVE: SEROTIPO: VARIEDAD: GM-2 

HD-2 1 tfruringiensis -

HD- 3 2 finitimus -

HD-4 3a alesti — 

HD-1. 3a 3b kurstaki -

HD-7 4a 4b dendrolimus -

HD-930 4a 4b sotto — 

HD-650 5a 5b galleriae . -

HD-553 5a 5c canadeasis -

HD-109 6 subbGocicus — 

HD-9 6 entomocidus -

HD-126 7 aizawai -

HD-12 8a 8b morrisoni + 
HD-501 8a 8c ostriniae -

HD-121 9 tolwarthi — 

KD-146 10 darmstadiensis -

HD-201 lia 11b touaanoffii -

HD-541 lia 11c kyushuensis -

HD-542 12 thcnpeoni -

HD-395 13 pakistani -

HD-567 14 israelensis -

HD-521 15 indiana — 

HD-932 16 dakota -

HD-866 17 tohokueasis -

HD-867 18 kunamotoensis -

HD-868 19 tocàiigiensis -

HD-847 20 colmeri — 
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pigurs 1.- Cepa de Bacillus t-huriiKjisnsi s G?-)-2 
en donde se observan los cristales 
de forms rectangular (c) las célu— 
las vegetativas (cv) y las esporas 
(e). í. 1,200 aumentos ). 



Figura 2.- Cuerpo de inclusión paraesporal 
de Bacillus thurinqiensis GM-2 en donde se 
observa que está rodeado por membranas 

( 130,000 aumentos ) . 



Figura 3.- Cuerpo de inclusión paraesporai áe 
Bacillus tmirinqiensis subsp. norrisani 

( HD-12 ) ( 19,437 aumentos }. 



LISIS CELULAR 

i 

Bacillus thurinqiengis 
Agar nutritivo pFí 7 
18-24 h a 30°C. 

Leche peptonizada pH 7 
250 rpm. 
18-24 h a 30°C 

Leche peptonizada y sales 
pH 7 250 rptn. 
48-72 h a 30°C. 

CE2/TRIF0GACI0N 
a 10,000 rpq/30' a 4°C. 

Figura 4.- Producción de Bacillus thurinqiensis 



Purificación por flotación 
Resuspender MaCl 1M 
Centrifugación a 10,000 rpm/30' 
a 4°C, Lavar con agua destilada pH 7 
Agitar y descartar la espuma. 

Purificación en gradientes de.NaBr 
( 30 - 36% ) 25,000 rpm/90'.. 

• 

Colectar bandas de cristales 
Concentrar y lavar. 

V 
Liofilización 

v 
Conservación a -20°C 

Ti gura S . - Purificación de cristales paraesporales de Bacillus thurinqlensis 



CRISTALES 
| BIOENSAYOS 

SOUJBILIZACION ^ ^ 
| BIOENSAYOS 

C0WRIFOGAR A 30,000 rpn/30' 

SOBRH®MNTE 

1 
CROMATOQtAFIA SEPHACRIL S-300 

! ELOEOTE M3NIT0READ0 X 280 nm 
i 

FRACCIONES COLECTADAS 

i 
DIALISIS „ 

I LIOFILIZACICN . 
^ BIOÍNSAYOS 

ELECTROFORESIS 

Figura 6.- Caracterización de las toxinas. 
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Fiq. 7 Filtración en gel de cristales de Bacillus thurinqiensis GM-2 
solubilizados en 2-Mercaptoetanol al 25 naOH 2N pHr:10 y separa 
dos en una columna de Sephacril S-300 ( 2.5 x 90 en f eluída 
con Tris-HCl 50 nf{ pH8, 0.1% de 2 Mercaptoefcanol y tSX* í 
y monitoreado a 280 nra. 



TOUKBf TK JVaCUM 

Fig. 8 Filtración en gel de cristales de Bacillus thurincriensis HD-12 
solubilizados en 2-Mercaptoetanol al ̂  NaOH 2N pHIO y separa— 
dos en una columna de Seohacril S-300 ( 2.5 x 90 cm ) eluída 
con Tris-HCl 50 mM rMB, 0.1o/3 de 2 Mercaptoetanol y M A 1 M • 
y monitoreada a 280 nm. 



VGLOHEN DE M C I O N 
( ) 

Fiq. 9 Filtración en qel de cristales de Bacillus thurinqiensis HD-1 
solubilizados en 2-?fercaptoetanol al T3L ^ ^ 2N dHIO y separa-
dos en una columna de Seohacril S-300 ( 2.5 x 90. an ) eluída 
con Tris-HCl 00 mM oH8, 0.1^ de 2 Mercaptoetanol y E57T* 1 fflN-
y monitoreada a 280 nm. 



Fi-i. .10 Filtración eri -r<?l de rristal.es de Bacillus t^uringiensis HD-654 
solubiliza^o^ en 2-Mercaptoetanol al ^AOH 2KT DHIO V seoarados 
en una columna d® Seohacril S-300 ( 2.S x % cu ) eluída con 
Tris-ÍICl 50 mM pH8, 0.1% de 2 Mercaptoetanol y EOTA l mM v moni. 

toreada a 280 nm. 



VOLOHEN BE ELUCION 
( ral ) 

Fig. 11 Filtración en gel de cristales de Bacillus thurinqiensis GM-2 
solubilizados en2-Mercaptoetanol al NaOH 2N pHU y separa-
dos en una columna de Sebhacril S-300 ( 1.5 x 40 cm ) eluída 
con Tris-HCl 50 mMDH8, 0.1^ de 2 Mercaptoetanol y EOTA \ m-
Y monitoreada a 280 nm. 



voTjUmen re elución 
( mi ) 

Fiq. 12 Filtración en qel dp cristales dp ^cillus thurinqiensis GM-2 
.solubilizados en 2-Mercaptoetanol al 2i ̂ aOH 2N oHtl* y separa 
dos en un-i o~> U r i n a de Seo'iacril S-300 ( 1.5 x 40 cm ) eluída 
ron Tris-HCl 50 mM pHR, O.V* de 2 Mereaptoetanol y EDTA 1 mM 
y monitoreada a 280 nm. 

* 2 horas de incubación. 



VOLUMEN DE ELUCION 
( ni ) 

Fia. 13 Filtración en gel de cristales de Bacillus thurinqiensis GM-2 
sdlubilizados en 2-Mercaptoetanol al NaOH 2N pffl.0 y separa-
dos en una columna de Seohacri1 S-300 ( 1.5 x 40 cm ) eluída 
con Tris-HCl 50 mM pH8, 0.l°é de 2 Mercaptoetanol y eeta 1 mM~ 
y monitoreada a 280 nm. 



VOLOMEN T1E EUOCION 
( mi ) 

Fia- M Filtración en gel do cristales de Pacillus thurinqiensis GM-2 
solubilizados en 2-Mercaptoetanol al KOH 0.1 M pH 11 y se-
parados en una columna de Sephacril S-300 ( 1.5 x 40 cm ) elu 
ida con Tris-HCl 50- rriM dH 8, 0.1% de 2 Mercaptoetanol y FD^A 
1 riW y monitoreada a 280 nm. 



VOLnHEN PE EWJCION 
( mi ) 

Fiq. Filtración en gel de cristales de Bacillus thurinqiensis GM-2 
solubilizados en 2-Mercaptoetanol al TA ̂ aOH 2N pH10 1% SDS -
y separados en una columna de Sephacril S-300 ( 2.5 x 90 ero ) 
eluída con Tris-HCl 50 mM pH 8, 0.1^ de 2 Mercaptoetanol y — 
1 mM y ntoni toreada a 280 run. 



VQUMBf VE HjOCION 
(mi ) 

Fig. t6 Filtración eft gel de cristales de Bacillus thuringieftsis GM-2 
solubilizados en 1% de SDS, T7TT 0.05 M NaOH pH12 y separados -
en una columna de Sephacril S-300 ( 1.5 x 40 tm ) élufda con -
Tris-HCl 50 mM pH 8. 0.1% de 2 Mercaptoetanol y EETA 1 « 4 y O» 
nitoreado a 280 nm. 
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ABREVIATURAS 

subsp. subespecie 
var. variedad 
N Normal 
M Molar 
Da. Daltons 
mM mil amolar 
mg/ml miligramos por mililitro 
jüg/ml microgramos por mililitro 
h horas 
d días 
rpm revoluciones por minuto 
cm centímetros 
nm milímetros 
°C grados centígrados 
% porciento 
gr/lto gramos por litro 
nm nanómetros 
c/u cada uno 
SDS Dodecil sulfato de sodio 
DTT Di thi othrei tol 
PAGE " Electroforésis en gel de poliacrilamida 
ELISA Análisis inmunoenzimatico específico 




