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DETECCION Y EVALUACION DE b-EXOTOXINA EN CEPAS
NATIVAS DE BACILLUS THURINGIENSIS

Yamilé Bar0 y Eleazar Botta

Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal. Calle 110 no.514 e/ 5a. B y 5a. F, Playa, Ciudad de
La Habana, CP 11600, c.e..: mmarquez@inisav.cu

RESUMEN

ABSTRACT

Con el fin de detectar la presencia de la b-exotoxina en cepas nativas de
Bacillus thuringiensis por medio de la técnica de precipitacién con sol-
ventes organicos, se estudiaron nueve cepas pertenecientes a la colec-
cion del INISAV. Mediante anélisis quimico se determind la presencia de
una exotoxina termoestable en los medios de cultivo caldo triptona-soya
y Conner-Hansen. En el primero se obtuvieron los mayores valores de
densidad dptica a 260 nm, lo cual se atribuye a la mayor produccion de
este metabolito. En el ensayo biolégico sobre Tetranychus tumidus, los
niveles de mortalidad obtenidos con la exotoxina purificada fueron bajos
Y no se observo ningun efecto sobre la ovoposicion; en cambio, los
sobrenadantes del cultivo de estas mismas cepas presentaron niveles
de mortalidad a patrtir de las 24 horas.

Palabras clave: Bacillus thuringiensis, b-exotoxina, exotoxina termoestable,
ensayo biolégico

An organic solvent precipitation was used for heat stable exotoxin
detection in subspecies of Bacillus thuringiensis. Nine native strains
from Plant Health Research Institute collection were tested. Tripticase
soy broth and Conner and Hansen media cultures were used for
microorganism reproduction. High values of optical absortion at 260
nm were obtain with tripticase soy broth media which suggest the
higher production of the exotoxin. The supernatant fluids of these
strains produce high mortality levels against adult female of
Tetranychus tumidus since 24 hours. Nevertheless it was observed
low mortality levels and any laid eggs with the exotoxin purified.

Key words: Bacillus thuringiensis, b-exotoxin, heat stable exotoxin,
bioassay

INTRODUCCION

Bacillus thuringiensis es un microorganismo ento-
mopatdgeno que se caracteriza por producir diversas toxi-
nas. Entre las mas importantes por sus propiedades bio-
légicas se consideran las denominadas dendotoxinas y
las b-exotoxinas. Estas Gltimas, también conocidas como
thuringiensin, exotoxina termoestable o factor mosca, es un com-
puesto termoestable de naturaleza nucleotidica de bajo
peso molecular (701 Da) que se secreta al medio de fer-
mentacion al inicio de la fase de esporulaciéon. Este com-
puesto es toxico a larvas de una amplia variedad de espe-
cies de invertebrados, por lo cual aquellos aislados que
las producen resultan de gran interés practico. La pro-
duccién de la toxina se ha atribuido a las cepas pertene-
cientes a los serotipos H1, H4, H7, H9, H10 y H14.

Aun cuando se les atribuyen a estas toxinas algan efecto
genotoxico, su estudio ha despertado el interés de nume-
rosos investigadores, pues consideran que no todas tie-
nen iguales caracteristicas [Glare y Callaghan, 2000].
Existen diversos métodos de deteccién para este compues-
to; sin embargo, son laboriosos y caros como es el empleo
de la técnica de HPLC, mas comtanmente utilizada para
su deteccién y cuantificacién. Este hecho ha generado
la necesidad de encontrar y aplicar métodos sencillos

de deteccion de la toxina, lo cual seria de gran utilidad en
los programas de caracterizacion de cepas de B. thu-
ringiensis, asi como para el registro de cepas de impor-
tancia comercial. El objetivo del presente trabajo fue
detectar la presencia de b-exotoxina en cepas nativas
de B. thuringiensis con el empleo de la precipitacién
con solventes organicos.

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico: Se emplearon nueve cepas de Bacillus
thuringiensis pertenecientes a la coleccién del Instituto de
Investigaciones de Sanidad Vegetal, las cuales fueron
seleccionadas acorde con su serotipo flagelar y a la activi-
dad bioldgica exhibida en el sobrenadante esterilizado a
121°C. Se utiliz6 ademas la cepa HD1 estandar interna-
cional de B. thuringiensis como control negativo (1abla 1).

Crecimiento de las cepas: Las cepas de B. thuringiensis se
pusieron a crecer a 28 + 2°Cy 140 rpm en el medio de
cultivo caldo triptona-soya y en el medio de Conner y
Hansen. El tiempo de incubacién se determiné por obser-
vacién directa al microscopio, como el que se inicia la
fase de esporulacion del microorganismo.
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Tabla 1. Cepas de Bacillus thuringiensis
empleadas en el estudio

Cepas Serotipo
LBt-4 kenyae (H4)
LBt-5 thuringiensis (H1)
LBt-7 kenyae (H4)
LBt-9 thuringiensis (H1)
LBt-12 thuringiensis (H1)
LBt-13 no determinado
LBt-16 thuringiensis (H1)
LBt-25 no determinado
LBt-47 no determinado
HDI1 kurstaki

Obtencion de la exotoxina: Transcurrido el tiempo de cultivo
del microorganismo, este fue centrifugado a 10 000 rpm
durante 30 minutos en centrifuga refrigerada. El
sobrenadante obtenido se esteriliz6 a 120°C duran-
tel5 minutos y se filtré a través de membranas Millipore
(Whatman) de 0,2 mm. Las muestras obtenidas se guar-
daron a -20°C hasta su uso.

Precipitacién con solventes orgdnicos: Para la precipitacién
con solventes se tomaron 0,2 mL de las muestras a las
cuales se les adicioné acetona hasta una concentracién
final del 90%; se incubaron durante 15 minutos a tem-
peratura ambiente y posteriormente se centrifugaron a
10 000 rpm. Los pellets resultantes se disolvieron en
0,2 mL de agua destilada y se adicioné acetonitrilo

hasta una concentracién del 40%. Las muestras se
centrifugaron nuevamente a 10 000 rpm por 15 minu-
tos y posteriormente la concentraciéon de acetonitrilo
del sobrenadante se llevo hasta un 90%. Se colectaron
los precipitados por centrifugacién en las mismas con-
diciones, y se solubilizaron en 1,5 mL de agua destila-
da para el andlisis espectrofotométrico y para el
bioensayo sobre Tetranychus tumidus [Gohar and Per-
chat, 2001].

Andlisis espectrofotométrico: Se realizaron lecturas de
absorbancia a 260 y a 230 nm.

Ensayo bioldgico: Se evalu6 el efecto sobre la mortalidad
y la ovoposicién en 10 hembras adultas fecundadas de
Tetranychus tumidus, con la exotoxina purificada y con el
sobrenadante del cultivo esterilizado y filtrado. El expe-
rimento se evalué a los siete y los 14 dias.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 2 muestra los valores de absorbancia obtenidos en
las cepas de B. thuringiensis en los medios de cultivos evalua-
dos. Las cepas LBT-4, LBT-5, LBT-7, LBT-13 y LBT-47
mostraron los mayores valores de absorcién a la longitud
de onda caracteristica reportada para la b-exotoxina, en
el medio de cultivo caldo triptona soya, con respecto al
resto de las cepas y a la cepa HDI (estandar internacio-
nal de B. thuringiensis, perteneciente al serotipo H3, varie-
dad kurstaki), conocida por no presentar esta exotoxina.

Tabla 2. Lecturas de absorbancia de las cepas

en estudio a 260 y 230 nm

Cepas 260 nm | 230 nm 260 nm 230 nm

Caldo triptona soya Conner y Hansen
LBT-4 1,342 0,059 0,139 0,029
LBT-5 2,092 0,130 0,324 0,030
LBT-7 1,802 0,063 0,333 0,016
LBT-9 0,531 0,068 0.165 0,027
LBT-12 0,515 0,096 0.186 0,016
LBT-13 2,163 0,253 0,309 0,021
LBT-16 0,538 0,082 0.202 0,080
LBT-47 2,273 0,043 0,339 0,045
HDI 0,024 0,036 0,021 0,035

El hecho de que la b-exotoxina sea un andlogo
nucleotidico de ADN permite su recuperaciéon en sol-
ventes organicos, basado en la pobre solubilidad de los
nucleétidos en este tipo de solventes. Gohar y Perchat
(2001) emplearon este mismo método para determinar la
produccién de b-exotoxina en 300 cepas de B. thuringiensis.
Con este estudio los autores citados obtuvieron un 80% de
recobrado de la toxina, y al combinar, en un paso posterior,
la cromatografia en columna o HPLC, lograron una buena
separacion. La precipitacién de b-exotoxina con etanol,
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sin el subsiguiente paso cromatografico, fue utilizada
por Galan y Arévalo en 1996, aunque obtuvieron ren-
dimientos menores.

Las cepas evaluadas presentan serotipos que estin infor-
mados en la literatura como productores de la b-exotoxina;
sin embargo, no se obtuvieron altos valores de absorbancia
a 260 nm en cada una de ellas, lo cual implicaria la no
presencia de la toxina en estas cepas. Aunque los estudios
que relacionan la produccién de la b-exotoxina y el tipo
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de serovar que presenta la cepa de B. thuringiensis son
muy escasos, y en la mayoria de ellos se incluyen muy
pocas cepas, algunos autores plantean que la produccién
de exotoxina esta limitada a los serotipos flagelares
thuringiensis, kenyae, galleriae, aizawai, morrisoni,
darmstadiensis, toumanaoffi y thompsoni (serotipos H1, H4ac,
Hb5ab, H7, H8ab, H10, Hllab y H12) respectivamente
[Galan y Arévalo, 1996; Glare y Callaghan, 2000].

Los resultados en este trabajo coinciden con los obte-
nidos por otros autores, quienes han mostrado que la
produccién de la exotoxina termoestable es mas una
propiedad especifica de la cepa de B. thuringiensis que
una propiedad serotipo especifica. Se ha probado ade-
mas que su presencia en una cepa en particular no im-
plica la produccién de la exotoxina por otras cepas per-
tenecientes al mismo serovar [Ohba et al., 1981;
Levinson et al., 1990; Hernandez et al., 2001].

Hernandez et al. (2001) analizaron 100 cepas de B. thu-
ringiensis pertenecientes a diferentes serotipos (thuringiensis,

kurstaki, aizawai, kenyae y morrisoni), con el objetivo de
establecer una posible relacién entre la produccién de
exotoxina tipo I y el tipo de serovar, al cual pertenece
la cepa. El 79% de las cepas del serotipo thuringiensis y
el 20% de las pertenecientes al serotipo kenyae produje-
ron b-exotoxina tipo I. En el presente estudio dos de
las cepas que mostraron mayores valores de absorbancia
pertenecen al serotipo kenyae (LBT-4, LBT-7), una de
ellas al serotipo thuringiensis (LBT-5) y las dos cepas
restantes LBT-13 y LBT-47; sin embargo, no ha sido
posible determinarles el serovar al que pertenecen. La
clasificacion de las cepas de B. thuringiensis en serovares
fue desarrollada sobre la base de los antigenos flagelares.
Las bases genéticas y bioquimicas de este sistema adn
son desconocidas. Esto hace especialmente dificil en-
contrar una relaciéon directa entre los genes determi-
nantes del serovar y otros genes en B. thuringiensis como
los que determinan la sintesis de b-exotoxina
[Hernandez et al., 2003]. Los resultados de la mortali-
dad de T. tumidus se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Mortalidad alcanzada con la exotoxina purificada
y los sobrenadantes del cultivo de B. thuringiensis
en el medio caldo triptona soya sobre T. tumidus

Cepas Mortalidad sobre Tetranychus tumidus (%)
Exotoxina purificada Sobrenadantes del cultivo
7 dias 7 dias 14 dias
LBT-4 21,45 58,92 72,23
LBT-5 26,10 39,28 88,48
LBT-7 21,45 25,89 61,68
LBT-9 16,15 66,07 87,5
LBT-12 21,45 41,07 64,45
LBT-13 26,10 87,50 92,5
LBT-16 33,60 54,46 84,03
LBT-47 39,41 52,67 76,25

Los niveles de mortalidad obtenidos con la exotoxina
purificada fueron bajos, en cambio los sobrenadantes del
cultivo de estas mismas cepas presentaron niveles de mor-
talidad a partir de las 24 horas. La cepa LBT-13 presen-
t6 un 87,5% de mortalidad a los siete dias, seguida de la
cepa LBT-9 con un 66,07%. Los resultados en la
ovoposicién no mostraron ningin efecto al evaluar la
exotoxina purificada; sin embargo, el sobrenadante de las
cepas LBT-4, LBT-5, LBT-12, LBT-13, LBT-16 y LBT-47
provocaron reducciones drasticas en la puesta de huevos,
donde la de mejor comportamiento fue la cepa LBT-12.

En estudios previos realizados por Marquez et al. (1999)
se ha visto la accién acaricida del sobrenadante esteri-
lizado de la cepa LBT-13 de B. thuringiensis, lo cual se
ha atribuido a la presencia de la exotoxina termoestable
en este cultivo. Esta cepa es estable y provoca sinto-

mas muy tipicos propios de un aislado de B. thuringiensis
que contiene b-exotoxina, aunque no se descarta el efec-
to combinado con la d-endotoxina.

Mundialmente se conocen algunas cepas de B. thu-
ringiensis que presentan acciéon acaricida, y en la mayo-
ria de los casos esto guarda relacién con la produccién de
b-exotoxina [Krieg, 1986; Hay and Ling, 1987; Calberg,
1973]. Se ha demostrado ademas que los huevos de estos
organismos son inhibidos por esta toxina [Ignoffo, 1992].
Royalty et al. en 1990 sugirieron que con altas dosis de
esta toxina se puede originar la muerte de insectos suscep-
tibles, mientras que a bajas concentraciones se obtienen
descendientes morfolégicamente anormales. También se
ha observado una reducciéon de la fecundidad en al-
gunos insectos y 4caros tratados, asi como inhibicion
de la alimentacién [Ignoffo y Drovkin, 1977]. Ade-
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mas, todas ellas han resultado toxicas contra el nematodo
Meloidogyne incognita tanto in vitro como in vive [Marquez,
2003]. Los resultados en este trabajo concuerdan con los
encontrados anteriormente; sin embargo, no se obtuvo
respuesta con la exotoxina purificada, lo que puede estar
dado por niveles de concentracién bajos en la solucién.

CONCLUSIONES

* Las cepas LBT-4, LBT-5, LBT-7, LBT-13 y LBT-47 mos-
traron valores de absorbancia mayores que el resto de
las cepas en el medio caldo triptona soya a la longitud
de onda caracteristica reportada para la b-exotoxina.

* La exotoxina purificada mostré niveles de mortali-
dad bajos contra Tetranychus tumidus.

* Los sobrenadantes esterilizados de los cultivos de las
cepas LBT-4, LBT-5, LBT-7, LBT-9, LBT-12, LBT-13,
LBT-16 y LBT-47 mostraron niveles de mortalidad
contra Tetranychus tumidus a partir de las 24 horas.
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