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Las cepas de Bacillus thuringiensis producen, ademas
de las proteinas Cry, una exotoxina termoestable de
bajo peso molecular denominada B-exotoxina. Este
metabolito presenta un amplio espectro de toxicidad
que abarca diversos 6rdenes de insectos. Se han descri-
to algunos métodos para su deteccién, de los cuales el
HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia) es
el mas utilizado, y por él se detectan dos tipos de 3-exo-
toxina (tipo I y tipo II). Su uso a nivel mundial como
insecticida biolégico en la agricultura se ha limitado en
vertebrados por su posible efecto toxico. Es por ello
que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha re-
comendado que las cepas de B. thuringiensis que pro-
ducen este compuesto no deben utilizarse para el con-
trol biolégico de insectos, o los productos comerciales
obtenidos a partir de este microorganismo deben estar

libres de B-exotoxina [WHO, 1999].

El Laboratorio de Bioplaguicidas del Instituto de In-
vestigaciones de Sanidad Vegetal (Inisav) cuenta con
un cepario de B. thuringiensis, en el que las cepas se
han caracterizado por métodos bioquimicos, serolégicos
y moleculares, donde se ha incluido la deteccién de B-exo-
toxina por precipitacién con solventes organicos y HPLC
[Baré, 2005; Carreras, 2008]. Desarrolla ademas pro-
ductos bioplaguicidas a base de esta bacteria, por lo
que la deteccién de B-exotoxina es un paso importante.
En este trabajo se realizé la determinacién de 3-exo-
toxina en el sobrenadante del caldo de fermentacion y
en la suspensién concentrada obtenida por centri-
fugacién de un producto nematicida en desarrollo ob-
tenido en el laboratorio de bioplaguicidas del Inisav, y
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en la planta de bioplaguicidas de Giiira de Melena,
municipio de La Habana.

El estandar de B-exotoxina I fue suministrado por el
doctor Jorge Ibarra (Laboratorio de Bioinsecticidas del
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del Ins-
tituto Politécnico Nacional de México (Cinvestav)),
obtenida a partir de la cepa HD2 Berliner Bacillus
thuringiensis var. thuringiensis. La concentracion fi-
nal de la solucién patrén de B-exotoxina I inyectada en

el HPLC fue de 20 pg * mL™".

Parala determinacién del compuesto se tomaron 0,2 mL
del sobrenadante del producto y 10 g de la suspensiéon
concentrada, que se resuspendieron en 20 mL de H20
destilada estéril; posteriormente se realizo6 el procedi-
miento descrito por Gohar y Perchat (2001), para lo
que se tomaron 0,2 mL de las muestras y se les adicio-
né acetona hasta una concentracién final del 90%, se
incubé 15 min a temperatura ambiente y luego se
centrifugé a 10 000 r » min™'. El precipitado resultante
se disolvié en agua destilada y se adicioné acetonitrilo
hasta una concentracién del 40%, se centrifug6 nueva-
mente y la concentraciéon de acetonitrilo del sobre-
nadante se llevé hasta el 90%. El precipitado se colecto
por centrifugaciéon y se solubilizé en 0,1 mL de agua
destilada. El proceso de separacion se realizé segin
Levinson et al. (1990). Se empleé una columna C , de
fase reversa. La corrida se efectué a 25°C en 50 milimo-
les « L' de KH,PO, (pH 3) a una velocidad de flujo de
2 mL * min™' con deteccién a 260 nm. El volumen de
inyeccién fue de 100 mL.
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La Fig. I muestra los cromatogramas obtenidos en el
proceso de deteccién de la B-exotoxina en las muestras
analizadas. En el sobrenadante del producto de la cepa
LBT25 se detect6 el compuesto a la concentracion de
0,13 pg * mL"' (LBT25 Laboratorio Bioplaguicidas,
Inisav) y 0,63 pg » mL™ (LBT25 Planta de Biopla-
guicidas, Giiira de Melena). Marquez (2005) cuantificé
la produccién de B-exotoxina en la cepa LBT25 a una
concentraciéon de 0,045 pg * mL™". Estos resultados no
son contradictorios, ya que los niveles de produccion del

metabolito pueden ser muy variables, aun al cultivarse
las cepas en el mismo medio de cultivo. Esto ha sido
demostrado por otros autores al resaltar que resulta di-
ficil producir esta toxina con rendimientos constantes
debido a que su produccion depende de diversos factores
dificiles de establecer [Gohar y Perchat, 2001; Henandez
etal.,2001]. En la suspensién concentrada del producto
no se detect6 -exotoxina, lo que indica que en el proce-
so derecobrado y formulacién se elimina el compuesto,
lo cual se corroboré con el anilisis.
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Figura 1. Cromatogramas obtenidos en la deteccion de B-exotoxina. (A)
Patron de B-exotoxina 20 pg e mL™; (B) LBT250,13 uge mL%; (C) LBT25
0,63 ug » mL* (D) Suspensién concentrada.

Este resultado es importante, ya que al obtener una
suspension concentrada libre de B-exotoxina el producto
cumple las exigencias de organizaciones internaciona-
les como la OMS y la EPA (Agencia de Proteccion
Ambiental de Estados Unidos), y puede utilizarse para
el control de nematodos.

El empleo de la B-exotoxina como parte de las
formulaciones a partir de B. thuringiensis resulta muy
polémico, debido al efecto mutagénico y clastogénico
encontrado en diferentes sistemas de ensayo; sin em-

bargo, algunos paises como Rusia y China han desarro-
llado y comercializado diferentes productos a partir de
este metabolito para el control de especies pertenecien-
tes principalmente al orden Diptera, y que no pueden
ser controladas por las -endotoxinas [Hernandez et
al., 2001].
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