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“Cuestionen la autoridad. Ninguna idea es verdadera solo porque alguien  

más lo dice, piensen por sí mismos, cuestiónense a sí mismos 

No crean en algo solo porque quieren creer. Creer en algo no lo hace verdadero,  

Prueben sus ideas por medio de la evidencia obtenida de la observación y experimentación.  

Si una idea favorita falla una prueba bien diseñada, está equivocada, supérenlo.  

Sigan la evidencia hasta donde esta los lleve.  

Si no tienen evidencia resérvense su juicio 

Podríamos equivocarnos. Somos humanos. 

La ciencia es una forma de evitar engañarnos a nosotros mismos y a los demás.” 

 

Sin miedo a la oscuridad. Cosmos. 
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RESUMEN 

Bacillus thuringiensis es una bacteria mundialmente conocida por la capacidad de 

producir cristales con características insecticidas, esta propiedad ha sido utilizada 

para la elaboración de formulados comerciales que han logrado posicionarse entre 

los más vendidos en el mercado de los bioinsecticidas. En la última década se ha 

explorado al cultivo en medio sólido como una alternativa para la producción de B. 

thuringiensis, mejorando los rendimientos de esporas y cristales que esta bacteria 

produce. Principalmente se han utilizado residuos agroindustriales como soporte y 

fuente de nutrientes para la producción de esporas y cristales, sin embargo, la 

comparación entre lo producido entre cultivo sólido y líquido tiene un sesgo en 

cuanto a la cantidad de nutrientes en los medios o soportes utilizados. El uso de 

soportes inertes como la espuma de poliuretano permite una comparación justa 

entre ambos sistemas de cultivo al poder utilizar el mismo medio.  

Aunque se ha demostrado que el uso de soportes inertes como la espuma de 

poliuretano mejora la producción de esporas y cristales de B. thuringiensis aun 

utilizando el mismo medio de cultivo en ambos sistemas, no es claro cuáles son los 

factores que influyen para que esto sea posible, en el trabajo que se presenta a 

continuación  se pretende determinar los cambios fisiológicos y morfológicos que 

sufre la bacteria al cultivarse en ambos medios de cultivo para  identificar qué 

factores influyen en el aumento en la producción y calidad  de las esporas y cristales.  

Se utilizaron dos cepas de B. thuringiensis, las cuales fueron cultivadas en medios 

con alta concentración de glucosa, en cultivo líquido y cultivo sólido. Durante 

diferentes tiempos de muestreo se determinó la cantidad de biomasa y esporas 

producidas. Al ser una bacteria capaz de producir biopelícula se determinó si existía 

retención del producto en las paredes de espuma de poliuretano por microscopia 

electrónica de barrido y recuperación de esta con un lavado a la espuma con 

solución de Tween 80 o cloruro de sodio.  Se realizaron pruebas de calidad a lo 

producido por estas cepas, se determinó la resistencia a choque térmico de las 

esporas, así como un bioensayo con larvas de Galleria mellonella.  Además de ellos 

se corroboro la producción del cristal insecticida (Cry) en ambos sistemas de cultivo 
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y los cambios morfológicos que sufre la bacteria al crecer en los diferentes sistemas 

de cultivo por microscopia óptica. 

Como se había demostrado antes, el cultivo en medio sólido mejora la producción 

de biomasa y esporas de B. thuringiensis, aun sin considerar lo retenido en la 

espuma de poliuretano, con microscopia electrónica de barrido se pudo observar 

que después de la extracción de las bacterias de la espuma de poliuretano,  una 

gran cantidad de restos celulares quedan adheridos a las paredes de la espuma, 

aun después de realizar un lavado (ya sea con Tween 80 o Cloruro de sodio).  

Haciendo uso de dos cepas identificadas de B. thurigiensis, se comprobó la 

producción de proteína Cry por SDS-PAGE al menos en cultivo en medio sólido. 

Además de corroborar por medio de electroforesis la presencia de la proteína 

insecticida, se realizaron observaciones en microscopio óptico identificando las 

formas tradicionales de estos cristales, así como de las esporas producidas por B. 

thuringiensis ambas en medio sólido. Se observo también un cambio morfológico 

drástico en la morfología de los bacilos producidos en cultivo líquido en comparación 

con la forma de crecimiento de la bacteria en cultivo sólido, se observa la producción 

de inclusiones irregulares en los bacilos los cuales no fueron identificados. 

Asimismo, se obtuvo un aumento en las características de calidad de las esporas 

producidas por cultivo sólido en comparación con el cultivo líquido, resistiendo mejor 

a un cambio drástico de temperatura y mostrando mayor infectividad contra larvas 

de Galleria mellonella. 

Como conclusión, lo cambios fisiológicos y morfológicos producidos por el uso de 

medios con alta concentración de glucosa en cultivo sólido y líquido tienen una 

repercusión importante en la producción y calidad de los productos de B. 

thuringiensis obtenidos. Demostrando que el cultivo en medio sólido es una 

alternativa para la producción de este tipo de compuestos. 
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ABSTRACT 

Bacillus thuringiensis is a bacterium known worldwide for the ability to produce 

crystals with insecticidal characteristics, this property has been used for the 

elaboration of commercial formulations that have managed to position itself among 

the best sellers in the bioinsecticide market. In the last decade, solid medium culture 

has been explored as an alternative to produce B. thuringiensis, improving the yields 

of spores and crystals that this bacterium produces. Mainly agro-industrial waste has 

been used as a support and source of nutrients to produce spores and crystals, 

however, the comparison between what is produced between solid and liquid culture 

has a bias in terms of the amount of nutrients in the media or supports used. The 

use of inert supports such as polyurethane foam allows a fair comparison between 

both cultivation systems by being able to use the same medium. 

Although it has been shown that the use of inert supports such as polyurethane foam 

improves the production of B. thuringiensis spores and crystals even using the same 

culture medium in both systems, it is not clear which are the factors that influence 

this to be possible. In the work presented below, it is intended to determine the 

physiological and morphological changes that the bacterium undergoes when grown 

in both culture media to identify what factors influence the increase in the production 

and quality of spores and crystals. 

Two strains of B. thuringiensis were used, which were cultivated in media with high 

glucose concentration, in liquid culture and solid culture. During different sampling 

times, the amount of biomass and spores produced was determined. Being a 

bacterium capable of producing biofilm, it was determined whether there was 

retention of the product on the polyurethane foam walls by scanning electron 

microscopy and its recovery with washing the foam with a Tween 80 or sodium 

chloride solution. Quality tests were carried out on what was produced by these 

strains, the resistance to thermal shock of the spores was determined, as well as a 

bioassay with Galleria mellonella larvae. In addition to them, the production of the 

insecticidal crystal (Cry) in both culture systems and the morphological changes 
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suffered by the bacteria when growing in the different culture systems by optical 

microscopy were corroborated. 

As previously demonstrated, culture in solid medium improves the production of 

biomass and spores of B. thuringiensis, even without considering what is retained in 

the polyurethane foam, with scanning electron microscopy it could be observed that 

after the extraction of bacteria from polyurethane foam, many cellular debris remain 

adhered to the foam walls, even after washing (either with Tween 80 or Sodium 

Chloride). 

Using two identified strains of B. thuringiensis, Cry protein production was verified 

by SDS-PAGE at least in culture on solid medium. In addition to corroborating the 

presence of the insecticidal protein by means of electrophoresis, observations were 

made in light microscope identifying the traditional forms of these crystals, as well 

as of the spores produced by B. thuringiensis, both in solid medium. A drastic 

morphological change was also observed in the morphology of the bacilli produced 

in liquid culture compared to the growth form of the bacteria in solid culture, the 

production of irregular inclusions in the bacilli which were not identified is observed. 

Likewise, an increase was obtained in the quality characteristics of the spores 

produced by solid culture compared to liquid culture, better resisting a drastic change 

in temperature, and showing greater infectivity against Galleria mellonella larvae. 

In conclusion, the physiological and morphological changes produced using media 

with a high concentration of glucose in solid and liquid culture have an important 

impact on the production and quality of the B. thuringiensis products obtained. 

Demonstrating that solid medium culture is an alternative to produce this type of 

compound.
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1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

1.1 Bacillus thuringiensis 

Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram positiva formadora de esporas 

perteneciente al grupo de Bacillus cereus; tiene la capacidad de producir una 

proteína de naturaleza cristalina denominada proteína Cry, una proteína insecticida 

de la cual se han reportado más de 300 holotipos (Crickmore et al, 2020). B. 

thuringiensis es considerado un microrganismo ubicuo por la diversidad de lugares 

de donde ha sido aislado, habitando normalmente en suelos (Dulmage y Aizawa, 

1982). La capacidad insecticida de las proteínas producidas por B. thuringiensis se 

ha comprobado comúnmente en insectos de los órdenes Lepidóptera, Díptera 

(Dulmage y Aizawa, 1982) y Coleóptera (Lambert y Perferoen, 1992), sin embargo, 

se ha comprobado que también actúa contra algunos insectos de los órdenes 

Hymenóptera, Homóptera, Ortóptera, Mallophaga, y sobre nemátodos, ácaros y 

protozoos (Feitelson et al, 1992). La síntesis de estas proteínas Cry se realiza 

durante la fase estacionaria del crecimiento de B. thuringiensis acumulándose 

dentro de la célula vegetativa como una inclusión cristalina que puede llegar a 

representar el 25% del peso seco de la célula esporulada (Figura 1.1) (Agaisse y 

Lereclus, 1995).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1. A) Micrografía electrónica de barrido de B. thuringiensis var. thuringiensis: E, 

espora y P, cristal de proteína Cry (Agaisse y Lereclus, 1995). B) Esquema del espectro 
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de acción conocido de distintos holotipos de la toxina Cry de B. thuringiensis (Palma et al, 

2014). 

Las propiedades insecticidas de B. thuringiensis se han aprovechado para la 

producción de un gran número de formulados con base en los cristales que produce, 

varios de los cuales participan en el mercado de bioinsecticidas como agente de 

control de plagas. Este tipo de control de plagas es definido como control biológico, 

el cual se define como el “uso de enemigos naturales (depredadores, parásitos y 

patógenos de plagas) y enemigos benéficos selectos (ciertos antagonistas y 

alelópatas) y sus productos, para reducir poblaciones de plagas y sus efectos” (King 

et al, 1996). La diversidad de serotipos B. thuringiensis y sus toxinas permite la 

formulación de diversos bioinsecticidas para cada uno de los órdenes de insectos 

hacia los cuales B. thuringiensis es tóxico. La biología molecular y manipulación de 

genes ha permitido aprovechar el potencial insecticida de la proteína Cry para 

desarrollar especies de plantas transgénicas capaces de producirla en sus tejidos y 

las hacen tóxicas para algunos insectos plaga; ejemplos de ellos son los cultivos de 

maíz Bt, algodón Bt y tabaco, etc (Sauka y Benintende, 2008; Vaeck et al, 1987, 

Romeis et al, 2019).  

1.2 Proceso de esporulación  

Muchos microorganismos como las bacterias poseen la capacidad de adaptarse a 

diversas condiciones ambientales como estrategia de sobrevivencia a los cambios 

en su entorno (generalmente privación de nutrientes). Estas estrategias involucran 

cambios rápidos en la expresión genética que altera el fenotipo de la célula, 

permitiendo la sobrevivencia de éstas. El proceso de esporulación es un ejemplo de 

este tipo de estrategias, la cual permite a las bacterias sobrevivir a condiciones 

desfavorables durante largos periodos de tiempo, hasta que las condiciones del 

medio que la rodea sean propicias nuevamente y pueda retornar a la forma de 

crecimiento vegetativo (McKenney et al, 2013). En Bacillus subtilis, se ha 

demostrado que el proceso de esporulación está controlado por un sistema de 

fosforelevo que involucra un complejo multicomponente de proteínas cinasas, 

proteínas fosforilables y aspartil-fosfato-fosfatasas (RAP-fosfatasas o fosfatasas de 



 

3 | P á g i n a  
 

la familia RAP), donde el factor de transcripción Spo0A (a veces llamado “el 

regulador maestro de la esporulación”), se activa mediante fosforilación e induce o 

reprime un gran número de genes (Figura 1.2) (Fujita y Losick, 2003; Aceves-Diez, 

2005).  

 
Figura 1. 2. Esquema general de la ruta de señalización del proceso de esporulación. Las 

flechas indican la transferencia del grupo fosfato entre las cinasas (Kin) y los factores 

Spo0F, B y A, así como la activación de genes y proteínas (Rap-fosfatasas, Sin I, Sin R, 

Sin H, AbrB son proteínas receptoras involucradas en procesos de quorum sensing). Las 

flechas truncas indican la represión de genes o proteínas (Modificado de Aceves-Diez, 

2005). 

Durante la fase de crecimiento exponencial, la bacteria se reproduce mediante fision 

binaria hasta que comienzan las condiciones desfavorables para mantener este 

crecimiento y se presentan señales ambientales o metabólicas que desencadenan 

la esporulación. Una vez que la bacteria ha procesado todas las señales 

ambientales y ha iniciado la esporulación se presentan diferentes cambios 

morfológicos divididos en varias etapas, hasta la liberación de una espora madura, 

todo este proceso tiene una duración de aproximadamente 8 h (Checinska et al, 

2015). La formación de una espora comienza con una división celular asimétrica, 
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donde la formación de un septo permite la división de la célula en dos 

compartimentos de diferente tamaño, la célula madre y la “preespora”; una vez que 

se ha formado el septo la célula ya no puede regresar a la forma vegetativa, pero 

esto tampoco es garantía de que la célula termine el proceso de esporulación y la 

preespora madure. En la siguiente etapa, la preespora es engullida por la célula 

madre para que en las siguientes etapas las preespora sea recubierta con diferentes 

capas protectoras de composición distinta. Posteriormente se produce un proceso 

de deshidratación y maduración final de la preespora. Al final, la célula madre sufre 

el proceso de lisis, liberando la espora madura al medio (Figura 1.3) (Errington, 

2003; McKenney et al, 2013). 

 

Figura 1.3. Esquema general del proceso de esporulación (Modificado de Errington, 

2003). 

Cada género y especie de bacterias presentan diferencias en los procesos de 

esporulación, sin embargo, la estructura de las esporas es similar entre diferentes 

especies bacterianas (Checinska et al, 2015). En la Figura 1.4 se muestra un 
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esquema general de la estructura de una espora de Bacillus subtilis. En el centro de 

la espora se encuentra el material genético de la bacteria (ADN) protegido por 

pequeñas proteínas acido solubles (SASPs), ribosomas y una cantidad mínima de 

proteínas necesarias para el proceso de germinación, todo esto deshidratado 

debido a la presencia de Ca2+- ácido dipicolínico (DPA). Rodeando todo esto, se 

encuentra una membrana interna, que se convierte en la membrana plasmática de 

la célula después del proceso de germinación. La siguiente capa, denominada 

corteza, protege el núcleo de la espora de estrés mecánico; esta capa está hecha 

de peptidoglucano, similar al peptidoglucano de la pared celular de la célula 

vegetativa. Después de la corteza, está presente la cubierta de la espora, cuya 

función principal es la de proteger y preservar el genoma de la espora; las proteínas 

de la cubierta ordenadas en forma de retícula fortalecen la estructura de esta capa 

y protegen a la espora de enzimas hidrolíticas. Aunque en la mayoría de las 

bacterias la cubierta es la última capa de la estructura de una espora, en algunas 

bacterias como B. thuringiensis existe una capa más, llamada exosporium, 

compuesta principalmente de proteínas como superóxido dismutasa y 

glucoproteínas, que proporcionan una capa más de protección a la espora 

(Checinska et al, 2015; McKenney et al, 2013). 

 

Figura 1.4. Esquema general de estructura de una espora de Bacillus subtilis (Modificado 

de McKenney et al, 2013) 
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1.3 Toxinas de Bacillus thuringiensis  

El interés biotecnológico hacia B. thuringiensis radica en su capacidad de producir 

una amplia variedad de toxinas y compuestos de interés industrial. B. thuringiensis 

produce amilasas, que se secretan al medio de cultivo durante el crecimiento (Li y 

Yousten, 1975; Kuppusamy y Balaraman, 1990; Smitha et al, 2013; Awasthi et al, 

2018), y una variedad de proteasas intra y extracelulares que son aprovechadas en 

diversas áreas de la industria (Brar et al, 2007). Entre estas últimas, B. thuringiensis 

produce metaloproteasas, serin y cistein proteasas, las cuales han sido objeto de 

estudio para la producción de bioplaguicidas (Kumar et al, 1997; Kumar et al, 1998; 

Brar et al, 2007).  

B. thuringiensis también produce una gran variedad de factores de virulencia, como 

algunas fosfolipasas, quitinasas y β-exotoxinas (thuringensina) (Sauka y 

Benintende, 2008); algunas toxinas producidas por B. thuringiensis son secretadas 

durante la fase de crecimiento, entre ellas se encuentras las proteínas insecticidas 

vegetativas o Vip identificadas y clasificadas en 4 familias (Vip1, Vip2, Vip3 y Vip4), 

y las proteínas insecticidas secretadas o Sip (Palma et al, 2014). Las proteínas Vip 

son tóxicas hacia insectos de órdenes de Lepidóptera, Hemíptera y Coleóptera 

(Warren et al, 1998; Sattar y Maiti, 2011; Estruch et al, 1996), mientras las proteínas 

Sip sólo han demostrado acción contra larvas de Coleópteros, dicha proteína tiene 

secuencias similares a la proteína Mtx3 de Bacillus sphaericus lo que sugiere que 

el mecanismo de acción de este tipo de proteínas está relacionado con la formación 

de poros en el intestino del insecto (Palma et al, 2014; Donovan et al, 2006; 

Crickmore et al, 2020; Domínguez-Arrizabalaga et al, 2020). En la última década se 

han descrito algunas proteínas que poseen características similares a las proteínas 

Cry, aunque no presentan actividad insecticida, sino actividad citotóxica contra 

células humanas cancerígenas de varios orígenes las cuales han sido denominadas 

como Parasporinas (Ohba et al, 2009; Okumura et al, 2010). 

A pesar de la diversidad de toxinas producidas por B. thuringiensis, las dos 

proteínas más conocidas de dicho organismo son las δ-endotoxinas Cyt y Cry. Las 

proteínas Cyt (citotóxicas) tienen actividad citolítica y hemolítica in vitro, y tienen 
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especificidad hacia dípteros in vivo; de hecho, las proteínas Cyt pueden actuar de 

forma sinérgica con las proteínas Vip y Cry, permitiendo en algunos casos disminuir 

la resistencia del insecto hacia algunas proteínas Cry (Sauka y Benintende, 2008; 

Palma et al, 2014; Soberon et al, 2013; Yu et al, 2012; Wang et al, 2020). Las 

proteínas Cyt pertenecen a la clase de toxinas formadoras de poro, al igual que la 

proteína Cry; pero esta última se ha estudiado más, incluso ya tiene aplicaciones 

industriales (Bravo et al, 2007; Melo et al, 2016; Jouzani et al, 2017).  

1.4 Proteína Cry  

Como se ha mencionado la toxina más importante producida por B. thuringiensis 

desde el punto de vista del control biológico, es la proteína Cry. Estas proteínas se 

sintetizan durante la fase estacionaria del crecimiento de B. thuringiensis como un 

cristal parasporal en forma de protoxina. Las proteínas Cry han sido clasificadas por 

el Comité de Nomenclatura de Toxinas de B. thuringiensis en 73 diferentes tipos de 

proteínas Cry. Desde el descubrimiento de B. thuringiensis se han reportado más 

de 700 secuencias de genes cry, generalmente localizados en grandes plásmidos 

(Höfte y Whiteley, 1989; Schnepf et al, 1998; Crickmore et al, 2020; Van 

Frankenhuyzen, 2009; Lechuga et al, 2020). Para incluir una nueva toxina Cry en la 

nomenclatura oficial, esta debe tener una secuencia similar (95% de identidad) con 

una o más toxinas dentro de la nomenclatura o ser una proteína de inclusión 

parasporal de B. thuringiensis que exhiba actividad plaguicida o algún efecto tóxico 

verificable para un organismo objetivo (Crickmore et al, 2020).  

Muchas de las proteínas Cry presentan claras diferencias en sus secuencias de 

aminoácidos, pero todas ellas comparten estructuras similares y conservadas. El 

alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos de las proteínas Cry ha 

revelado la presencia de 8 regiones altamente conservadas en la secuencia de la 

protoxina, 5 de estas regiones se encuentran conservadas dentro de los 3 dominios 

que usualmente se observan en la toxina en su forma activa (Figura 1.5).  
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Figura 1.5. Bloques conservados en la secuencia de la proteína Cry1Ac. Los bloques 

verdes son secuencias conservadas dentro de los dominios de la toxina activada 

(Modificado de Palma et al, 2014).  

Cada uno de los 3 dominios de la proteína Cry en su forma activa tiene una función 

diferente durante el proceso de infección en el hospedero; el dominio I, con 7 α-

hélices en su estructura, es responsable de la inserción de la toxina en la membrana 

del intestino del insecto, así como de la formación del poro; los dominios II y III 

(estructuralmente caracterizados, respectivamente, por 3 láminas β y por la 

presencia de láminas denominadas β-sándwich) son responsables de la unión a 

receptores membranales presentes en el insecto (Figura 1.6) (Li et al, 1991). 
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Figura 1.6. Estructura tridimensional de la toxina Cry2Aa. Los números romanos indican 

los 3 dominios de la proteína (Morse et al, 2001). 

1.5 Modo de acción 

El proceso de infección de insectos por proteínas Cry se ha caracterizado 

principalmente para Lepidópteros. Para este orden de insectos se han identificado 

4 proteínas que funcionan como receptores de los distintos dominios de la toxina 

Cry:  cadherina, aminopeptidasa anclada a glicosilfosfatidil inositol (GPI), fosfatasa 

alcalina anclada a GPI y un glicoconjugado (Bravo et al, 2007). El proceso de 

infección comienza con la ingesta de la proteína Cry en forma de protoxina y 

continua de la siguiente manera:  

1. La protoxina sufre una activación proteolítica por una proteasa en el 

intestino del insecto. 

2. La forma monomérica de la toxina activa se une con baja afinidad a los 

receptores APN (aminopeptidasa N) o ALP (Fosfatasa alcalina). 

3. La interacción con los receptores anteriores produce un aumento en la 

concentración de la toxina activada en las microvellosidades de las células 

del intestino medio lo que permite una posterior unión de alta afinidad con el 

receptor CAD (cadherina). En este receptor se realiza una escisión 

proteolítica del dominio I de la proteína. 
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4. Posterior a la escisión del dominio I, la proteína sufre una oligomerización 

(formación del pre-poro). 

5. El oligómero Cry se une nuevamente a los receptores ALP y APN con 

mayor afinidad que la forma monomérica. 

6. Los receptores ALP y APN inducen la inserción de pre-poro dentro de la 

membrana del intestino del insecto, formándose el poro. 

En los últimos años se ha descrito que los transportadores ABC, en especial el 

transportador ABCC2 tienen una función en el proceso de infección de algunos 

lepidópteros, teniendo un papel incluso más importante que el receptor cadherina, 

dicho transportador funciona como receptor de las proteínas Cry que promueve la 

oligomerización de las proteínas y facilita la inserción del pre-poro en la membrana 

del intestino medio del insecto (Martínez-Solís et al, 2018;  Endo et al, 2017; Sato 

et al, 2019; Pinos et al, 2019). La formación de este poro provoca el transporte libre 

de iones inorgánicos, aminoácidos y azúcares, dicha acción daña severamente el 

intestino medio del insecto, impidiendo la asimilación de alimento por parte del 

hospedero provocando la muerte (Figura 1.7) (Gill et al, 1992; Bravo et al, 2007; 

Palma et al, 2014; Pardo-López et al, 2013). 

Figura 1.7. Modo de acción de proteína Cry de B. thuringiensis en el intestino medio del 

insecto objetivo.1) Activación proteolítica. 2) Unión de Cry a receptores Fosfatasa alcalina 

(ALP) y Aminopeptidasa N (APN). 3) Unión de Cry en forma monomérica al receptor 

Caderina. 4) Oligomerización de Cry. 5) Unión del oligómero a ALP y APN. 6) Formación 

del poro en el intestino del insecto (Modificado de Pardo-López et al, 2013). 
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1.6 Producción de B. thuringiensis: Cultivo en medio líquido vs. 

Cultivo en medio sólido 

Desde su primer aislamiento hasta la fecha, se han desarrollado diversos medios 

de cultivo para la producción masiva de B. thuringiensis y obtención de un producto 

funcional como los bioinsecticidas; cada medio se ha optimizado para las diferentes 

variedades de B. thuringiensis aisladas, y por cada cepa nueva se realiza un nuevo 

ensayo de optimización. El desarrollo de nuevos medios de cultivo para B. 

thuringiensis tienen como objetivo mejorar la producción, así como calidad de 

esporas y toxina de dicho microorganismo (King et al, 1996; Goldberg et al, 1980; 

Bing-Lan y Yew- Min, 1998; Ernandes et al, 2013; Dulmage y De Barjac, 1973). Sin 

embargo, la diversidad de metabolitos producidos por B. thuringiensis han 

propiciado el desarrollo de nuevos medios y estrategias de producción, para mejorar 

también la producción de enzimas de interés industrial, como amilasas y proteasas, 

así como polihidroxialcanoatos (Smitha et al, 2013; Jisha et al, 2015; Smitha et al, 

2018; El-Gayar et al, 2020; Gomma, 2012). 

Aunque existe una gran cantidad de condiciones y medios de cultivo para la 

producción de B. thuringiensis, hay aspectos básicos que se deben considerar en 

cada uno de estos medios como: una fuente de carbono, una fuente de nitrógeno, 

elementos traza, así como las condiciones de pH, temperatura, aireación y relación 

carbono/nitrógeno, que dependerán del objetivo de producción del medio. Entre las 

principales fuentes de carbón utilizadas para la producción de B. thuringiensis se 

encuentran glucosa, almidón, glicerol y durante la última década se ha usado 

residuos agroindustriales como fuente carbono y otros de nutrientes. En relación 

con la fuente de nitrógeno, comúnmente se usan peptonas, extracto de levadura y 

sulfato de amonio. Muchos de los medios de cultivos propuestos contienen más 

elementos traza necesarios para el crecimiento de B. thuringiensis como lo son 

fosfato, carbonato, manganeso, magnesio, cobre y calcio (Patil et al, 2014; Posada-

Uribe et al, 2015; Mummigatti et al,1990). 

El principal sistema de producción utilizado para B. thuringiensis ha sido mediante 

cultivo líquido, con un medio optimizado para cada cepa de B. thuringiensis que se 
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utilice. Cada autor propone el medio y condiciones de cultivo con las que ha logrado 

obtener mejores resultados con la cepa que utiliza y el rango de producción es tan 

amplio que varía desde 1x106 hasta 1x1012 esporas o UFC/mL (Poopathi y Archana, 

2012; Shojaaddini et al, 2010; Lima-Pérez et al, 2019; Alves et al, 1997; Avignone-

Rossa y Mignone, 1993; El-Bendary, 2006; Sarrafzadeh et al, 2005; Zouari et al, 

2002); Zouari y colaboradores (1998) utilizaron diferentes fuentes de carbono 

(glucosa, sacarosa, melaza, celulosa, almidón e hidrolizado de harina de trigo) la 

producción de esporas con estas fuentes de carbono está en un rango de 1.9 a 

4.8x108 UFC/mL y de 370 a 965 mg/L de toxina. En 2008, Amin y colaboradores 

utilizaron lote alimentado en dos etapas para la producción de B. thuringiensis, al 

final de la segunda etapa obtienen 2.31x1012 esporas/mL y 20.1 g/L de toxina al 

utilizar 126.7 g/L de glucosa en lote alimentado. Dang Vu y colaboradores (2012) 

utilizaron 6 medios diferentes para la producción de B. thuringiensis, y mostraron 

que la producción de esporas tuvo un rango de 1x109 a 6x109 UFC/mL y una 

producción de toxina desde 0.5 hasta 1.2 g/L. En resumen, la producción de B. 

thuringiensis en cultivo líquido resulta en un amplio rango de producción de esporas 

y toxina, muchas veces dependiendo de las condiciones de cultivo, así como las 

mismas propiedades del medio,  

La capacidad de B. thuringiensis de crecer bajo diferentes fuentes de carbono y 

nutrientes, así como la creciente necesidad de reutilizar una gran cantidad de 

residuos agroindustriales, explica que en recientes años se haya incursionado en el 

uso de cultivos sólidos para la producción de B. thuringiensis. El uso de cultivos 

sólidos para la producción de diversos productos, derivados de hongos y otras 

bacterias de interés industrial,  en muchos casos ha mejorado los rendimientos de 

producción, en comparación con los rendimientos reportados al utilizar cultivos en 

medio líquido (CML), además de presentar distintas ventajas como la reducción de 

costos de operación (Pandey et al., 2000; Mitchell et al., 2000). Similar a lo que 

sucede con los diferentes cultivos líquidos, se ha propuesto el uso de diferentes 

tipos de sustrato para la producción de B. thuringiensis en cultivo sólido; entre los 

sustratos más comunes se encuentra el salvado de trigo, lodos provenientes de 

aguas residuales, algunas harinas, residuos de comida, salvado de arroz, residuos 
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de camarón, residuos de soya, muchos de ellos residuos agroindustriales (Zhang et 

al, 2013; Vimala-Devi et al, 2005; Rodríguez et al, 2019; Zhuang et al, 2011; Capalbo 

et al, 2001; Smitha et al, 2013; Zhang et al, 2015; Wu et al, 2014; Patil et al, 2013; 

Chaiharn et al, 2013).   

Aunque el uso de cultivos en sólidos (CMS) suele ser garantía de una mejora en la 

producción de diferentes metabolitos, puede presentar diferencias de producción 

dependiendo de la cepa de microorganismo que se utilice, las condiciones de cultivo 

y del propio sustrato; por ejemplo, Wu y colaboradores (2014) utilizaron un sustrato 

proveniente del cultivo de hongos para la producción de B. thuringiensis, el sustrato 

contenía salvado de trigo, cáscaras de semillas de algodón, aserrín, cal y carbonato 

de calcio; bajos diferentes combinaciones de este sustrato lograron producir 

esporas en un rango de 2x109 a 9.5 x1010 esporas/ g de sustrato. Vimala-Devi y 

colaboradores (2005) utilizaron salvado de trigo en 3 combinaciones diferentes con 

las cuales produjeron entre 6.6 x1010 y 9.2x1010 esporas/g de sustrato. El uso de 

este sistema de cultivo pareciera mejorar la producción de esporas de B. 

thuringiensis en comparación de lo reportado con el uso de cultivos líquidos, sin 

importar el sustrato utilizado, produciendo hasta 1x1011esporas/g de sustrato 

(Zhang et al, 2013; Zhuang et al, 2011; Adams et al, 2002; Wu et al, 2014; Jisha et 

al, 2015; Rodríguez et al, 2019; Capalbo et al, 2001; Smitha et al, 2013; Zhang et 

al, 2015; Patil et al, 2013; Chaiharn et al, 2013; Lima-Pérez et al, 2019).  

A pesar de que la producción de B. thuringiensis en cultivo sólido resulta 

conveniente, las comparaciones de producción en ambos sistemas de cultivo suelen 

ser tendenciosas, debido a las diferencias propias de los medios de cultivo y los 

soportes utilizados, pues la concentración y la naturaleza de los componentes del 

sustrato o del medio son claramente diferentes. Para determinar si el sistema de 

cultivo es el responsable del aumento en la producción de B. thuringiensis, y no las 

diferencias nutricionales, se ha propuesto el uso de soportes inertes utilizando el 

mismo medio de cultivo en ambos sistemas. En este sentido, se ha utilizado espuma 

de poliuretano y agrolita  como soporte inerte para la producción de diferentes 

metabolitos de diferentes microorganismos, desde hongos, levaduras y bacterias, 
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mostrando que las características del cultivo sólido sí mejoran la producción de los 

diferentes metabolitos, en comparación del cultivo líquido, aun utilizando el mismo 

medio de cultivo en ambos sistemas (Zhu et al, 1994; Romero-Gómez et al, 2000; 

Baños et al, 2009; Hu et al, 2011; John et al, 2007; Ramadas et al, 2013; Lima-Pérez 

et al; 2019; Lima-Pérez et al, 2018: López-Pérez et al, 2010; Guerrero-Urrutia et al, 

2021). 

Algunos autores han estimado que el mercado de los bioinsecticidas cotizaría entre 

4.5 a 6.6 mil millones de dólares entre 2020 y 2023 (Olson, 2015; Muñiz-Paredes, 

2017). Los formulados basados en esporas y toxinas de B. thuringiensis dominan 

dicho mercado de bioinsecticidas, lo que explica el interés en el desarrollo de 

nuevos sistemas de cultivo, con la intención de mejorar los rendimientos de 

producción de esporas y toxinas. Sin embargo, las características de calidad de 

dichos productos también resultan de gran interés, pues aumentar la calidad de 

infección o resistencia a los factores abióticos en campo se traduciría en una 

competencia directa con muchos de los insecticidas químicos, dándole al agricultor 

alternativas de consumo menos dañinas a su salud y amigables con el medio 

ambiente (Kiran-Kumar et al, 2019; Arthurs y Dara, 2019). Debido a ello los nuevos 

sistemas de producción, además de enfocar su atención en la mejora de los 

rendimientos, deberían ser capaces de mejorar la calidad del producto, en el caso 

de B. thuringiensis, producir esporas y toxinas más resistentes a condiciones 

abióticas y mejores tasas de infección al insecto plaga. Muchos estudios se han 

enfocado en realizar modificaciones genéticas para conseguir estas mejoras tanto 

en producción como en características de calidad, sin embargo, el uso de sistemas 

de cultivo sólido ha mostrado no solo mejorar los rendimientos de producción sino 

también dichas características de calidad reduciendo los costos de generar 

organismos modificados así como las implicaciones políticas que deben cumplir 

estos organismos modificados genéticamente para su uso en campo que al día de 

hoy generan desconfianza en la población (Muñiz-Paredes et al, 2017; Muñiz-

Paredes et al, 2016).  
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2. ANTECEDENTES 

  

La capacidad de B. thuringiensis para producir una gran variedad de compuestos, 

incluyendo proteínas con características insecticidas (proteína Cry), esporas y 

enzimas de interés industrial, ha provocado un amplio interés biotecnológico e 

industrial por desarrollar medios y sistemas de cultivos óptimos para la aumentar la 

producción de dichos productos biotecnológicos. 

Los niveles de producción de proteínas Cry, esporas y otros compuestos (enzimas), 

dependen de las condiciones de crecimiento de B. thuringiensis, por lo que desde 

el descubrimiento del potencial biotecnológico de este bacilo hasta la fecha se han 

desarrollado una gran cantidad de medios de cultivo, específicos para diferentes 

cepas de B. thuringiensis con el fin de aumentar los rendimientos de producción.  

Además, para mejorar dichos rendimientos, así como los costos de producción, se 

han explorado alternativas como el uso de cultivo sólido utilizando diferentes 

residuos agroindustriales, sin embargo, es muy difícil discriminar si realmente las 

cantidades producidas bajo cultivo sólido son mayores a las producidas por cultivo 

líquido, pues las diferencias en cuanto a la composición de los medios líquidos y los 

sustratos utilizados en cultivo sólido no permiten una justa comparación en cuanto 

a la producción de metabolitos de los microorganismos.  

El uso de soportes inertes, como la espuma de poliuretano (PUF), suele ser una 

alternativa de cultivo sólido que hace posible usar el mismo medio de cultivo en 

ambos sistemas (sólido y líquido). Esto permite una justa comparación en cuanto a 

rendimientos de producción, y con ello un mejor entendimiento de los factores que 

producen el aumento en la producción en un sistema u otro, creando nuevas 

oportunidades o áreas de optimización en los diferentes procesos. Por ejemplo, en 

2010, López-Pérez y colaboradores mostraron que el uso de PUF como soporte 

inerte mejora las condiciones de transferencia de oxígeno, produciendo un aumento 

en la producción de biomasa de Pichia pastoris en comparación con el cultivo 

líquido; en 2019, Lima-Pérez y colaboradores comprobaron un fenómeno similar, 

observando un aumento en la producción de biomasa y esporas de B. thuringiensis 

en cultivo en medio sólido en comparación del líquido, utilizando concentraciones 
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de glucosa de hasta 50g/L y PUF como soporte sólido. Flores-Tufiño (2016) mostró 

que la producción de esporas de B. thuringiensis en cultivo sólido era mayor en 

comparación con la obtenida en cultivo líquido, utilizando el mismo medio de cultivo 

con una alta concentración de glucosa (120g/L), concentración mucho  mayor a las 

reportadas para  ambos sistemas de cultivo; además, se observó un fenómeno de 

retención de biomasa en el soporte donde se llevó a cabo el crecimiento de dicho 

microorganismo (espuma de poliuretano PUF), sugiriendo la posible formación de 

biopelícula por B. thuringiensis dentro del soporte sólido. Además, se debe 

considerar que la formación de biopelículas en bacterias están relacionados con 

fenómenos de percepción del quórum (Quorum sensing), y que en B. thuringiensis 

la formación de biopelícula se inicia con la activación de un factor de transcripción 

involucrado también en la esporulación (Spo0A) (Cairns et al, 2014; Dubois et al, 

2013; El-Khoury et al, 2016; Pedrido et al, 2013; Hamon y Lazazzeral, 2001), motivo 

por el cual el crecimiento de B. thuringiensis en cultivos sólidos podría favorecer 

fenómenos de Quorum sensing, involucrados en los procesos de esporulación, 

siendo uno de los posibles motivos por los cuales se obtiene mayor rendimiento de 

esporas en cultivo sólido que en cultivo líquido. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

La producción de esporas y toxinas de B. thuringiensis presentan un amplio interés 

biotecnológico e industrial, por la capacidad de producir un amplio rango de toxinas 

Cry con un gran número de insectos blanco. Debido a este interés biotecnológico 

diversos investigadores han desarrollado medios de producción para incrementar la 

cantidad de esporas o proteína Cry (King et al, 1996; Goldberg et al, 1980; Bing-Lan 

y Yew- Min, 1998; Ernandes et al, 2013; Dulmage y De Barjac, 1973; Jallouli et al, 

2020). En años recientes se ha incursionado en la producción de esporas y proteína 

Cry mediante cultivos en medio sólido con resultados favorables, incluso mejorando 

la producción que se obtiene mediante los cultivos líquidos generalmente utilizados 

en la industria (Zhuang et al, 2011; Adams et al, 2002; Wu et al, 2014; Jisha et al, 

2015). Aunque el uso de cultivos sólidos mejore la producción de esporas y proteína 

Cry de B. thuringiensis, es necesario comprender cuáles son los factores de este 

sistema de cultivo que producen el aumento en la producción.  

Aunque se conocen algunos factores que promueven las mejorar de producción en 

cultivo sólidos, como la transferencia de oxígeno y la ausencia de represión 

catabólica, es necesario determinar los cambios fisiológicos y morfológicos que 

sufren los microorganismos al cambiar de sistema de producción, pero manteniendo 

el mismo medio de cultivo. Conocer estos cambios permitirá crear nuevas áreas de 

mejora durante el proceso de producción de esporas de B. thuringiensis y la toxina 

insecticida. En este trabajo se analizaron los cambios morfológicos y fisiológicos 

que experimenta B. thuringiensis al ser cultivado en cultivo sólido y líquido a altas 

concentraciones de sustrato, enfatizando la producción de biopelícula como un 

cambio fisiológico importante, pues al compartir señalizadores con el proceso de 

esporulación, el incremento en la formación de biopelícula puede estar relacionado 

con la mejora en la producción y calidad de esporas y toxina Cry en B. thuringiensis.  
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4. HIPÓTESIS 

Las diferencias fisiológicas y morfológicas de B. thuringiensis en cultivo en medio sólido, 

respecto al cultivo en medio líquido, promueven el aumento en la producción y calidad 

de esporas, así como las toxinas al utilizar altas concentraciones de sustrato (glucosa). 

El crecimiento de B. thuringiensis en cultivo sólido propicia la formación de biopelícula, 

el cual tiene un efecto en la producción de esporas y entomotoxicidad de la proteína 

Cry. 

 



 

 

19 | P á g i n a  
 

5. OBJETIVO 

5.1 General 

Comparar los cambios fisiológicos y morfológicos de B. thuringiensis en medios con 

alta concentración de sustrato (glucosa) tanto en cultivo en medio líquido como en 

sólido y el efecto que tienen en la producción de esporas y proteína Cry.  

5.2 Específicos 

 Conservar a largo plazo las cepas Y15 y EA3 

 Determinar la retención de biomasa y esporas en la espuma de poliuretano 

después de la cinética de crecimiento de B. thuringiensis.  

 Determinar la presencia de biopelícula en el sistema sólido. 

 Comparar el rendimiento de proteína Cry de B. thuringiensis en ambos 

sistemas de cultivo.  

 Determinar las diferencias morfológicas de B. thuringiensis en CMS vs CML 

. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Estrategia experimental 

 

6.2 Microorganismo 

Alquisira- Ramírez y colaboradores (2014) aislaron cepas de B. thuringiensis en la 

región agrícola del estado de Morelos, las cepas identificadas como Y15 y EA3 se 

utilizaron para los fines que aquí se presentan. Como testigo se utilizaron las cepas 

B. thuringiensis HD73 (ATCC-35866) y B. thuringiensis HD1.  

6.3 Conservación de cepas 

Todas las cepas se conservaron en tiras de papel filtro, para ello se utilizaron tiras 

de papel filtro Whatman 1 previamente esterilizadas, posteriormente se 

impregnaron con una suspensión de esporas de cada una de las cepas a conservar 

y se dejaron secar dentro de una campana de flujo laminar para mantener las 

condiciones de esterilidad; una vez secas, las tiras de papel se colocaron en tubos 

Eppendorf estériles y se almacenaron a 4° C hasta su uso (Sosa-López et al, 2011). 

6.4 Preparación de inóculo y medios de cultivo  

Pre-inóculo 

Un pre-inóculo se obtuvo colocando un papel filtro impregnado de esporas de B. 

thuringiensis Y15 o EA3 en un matraz con 25 mL de medio Luria Bertani (LB). Los 

matraces se incubaron por 12 h a 150 rpm y 30°C. 
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Tabla 6.1. Contenido del medio LB 

Reactivo Cantidad (g/L) 

Bacto triptona 15 

Extracto de levadura 5 

NaCl 15 

Inóculo 

El inóculo se obtuvo transfiriendo 5% v/v del pre-inóculo a 50 mL de medio GYS 

(Berbert-Molina et al, 2008). Este se incubó durante 6 h a 30°C y agitación a 150 

rpm. 

Tabla 6.2. Contenido del medio GYS 

Reactivo Cantidad (g/L) 

Glucosa 30 

Extracto de levadura 12 

(NH4)2 SO4 3 

CaCl2 * 2H2O 0.12 

MgSO4 * 7H2O 1.5 

MnSO4 * H2O 0.9 

K2HPO4 1.5 

KH2PO4 1.5 

Medio de producción 

Para la producción de esporas y toxina Cry se utilizó 14.6 mL del medio GYS x4 

(Flores- Tufiño, 2016; Berbert-Molina et al, 2008). El pH del medio se ajustó a 7.5 

antes del proceso de esterilización. El crecimiento y producción de esporas se 

monitoreó en un lapso de 72 h. 

Tabla 6.3. Contenido del medio GYS x4 

 

 

 

 

Reactivo Cantidad (g/L) 

Glucosa 120 

Extracto de levadura 48 

(NH4)2 SO4 12 

CaCl2 * 2H2O 0.48 

MgSO4 * 7H2O 6 

MnSO4 * H2O 0.36 

K2HPO4 6 

KH2PO4 6 
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6.5 Cultivo en medio líquido 

Para el CML se usaron matraces de 250 mL con 14.6 mL de medio de cultivo GYS 

x4, los matraces con el medio se esterilizaron a 15 lb/in2 a 121°C por 15 min. Las 

unidades experimentales se inocularon con 0.7 mL de cultivo inoculo. La incubación 

se realizó a 30 °C en agitación constante de 200 rpm. El muestreo se realizó durante 

72 horas de cultivo con ayuda de tubos tipo Falcon de 50 mL previamente 

esterilizado.  

6.6 Cultivo en medio sólido 

En matraces de 250 mL se agregó 1 g de espuma de poliuretano (cubos de 0.7 cm 

obtenidos de láminas de espuma flexible de poliuretano, densidad 17 Kg m-3), y se 

esterilizó por dos ciclos en autoclave (15 min a 15 lb/in2 y 121°C). Posteriormente la 

espuma se impregnó con 14.6 mL del medio GYS x4, previamente esterilizado e 

inoculado con 0.7 mL del cultivo inóculo de las cepas B. thuringiensis Y15 o EA3; la 

espuma y el medio agregado se homogeneizaron con una espátula estéril. Los 

matraces se incubaron de forma estática a 30 °C. Se monitoreo el crecimiento en 

distintos tiempos en un lapso de 72 h. La colecta de las muestras se realizó 

exprimiendo los cubos de PUF con jeringas de 60 mL en tubos Falcón de 50 mL 

estériles (López-Pérez et al, 2010). Después del proceso de extracción se realizaron 

lavados con solución de Tween 80 al 1% o cloruro de sodio al 0.85%, esto para 

extraer la cantidad de biomasa y esporas que pudieran haber quedado retenidas en 

los cubos de PUF.  

6.7 Cuantificación de biomasa 

Se cuantifico la producción de biomasa mediante peso seco. Para esto, 15 mL de 

las muestras colectadas en tubos Falcon de 50 mL fueron transferidas a tubos 

cónicos, previamente colocados a peso constante en estufa a 60°C, estos fueron 

centrifugados a 8000 rpm por 10 min (), el sobrenadante se descartó por vertido. El 

tubo cónico con el pellet fue colocado nuevamente a peso constante en estufa a 

60°C. La biomasa producida fue cuantificada por diferencia de peso seco entre el 

tubo con y sin pellet.  
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6.8 Cuantificación de esporas 

Se prepararon diluciones seriadas de cada muestra con solución de Tween 80 al 

1% (Madigan, Martinko y Parker 2009), y se cuantificaron esporas libres mediante 

el conteo en cámara de Neubauer en microscopio óptico a 40X.  

6.9 Viabilidad de esporas 

La viabilidad de las esporas se realizó mediante conteo de unidades formadoras de 

colonia (UFC): se ajustaron suspensiones a 1x104 esporas mL-1 en Tween 80 al 1%; 

las esporas fueron sometidas a choque térmico en un termomixer a 80°C por 10 min 

y enfriadas en hielo por 5 min. Después, se sembraron 30 μL (aprox. 300 células) 

de cada muestra por extensión en placas de LB, y se incubaron a 30°C durante 12-

18 h (Zhuang et al, 2011). 

6.10 Microscopía Electrónica de Barrido 

Se empleó microscopía electrónica de barrido para observar el crecimiento y 

formación de biopelícula de B. thuringiensis en los cubos de PUF. Las muestras 

seleccionadas se sometieron a un proceso de fijación con glutaraldehído durante 48 

h, después de este tiempo se realizaron lavados con amortiguador de fosfatos (0.1 

M, pH 7.2). Las muestras se sometieron a una segunda fijación con tetraóxido de 

osmio, después de este proceso se realizaron lavados con etanol a diferentes 

concentraciones (30-100%) para deshidratar las muestras. Una vez terminado este 

proceso las muestras se secaron a punto crítico y se fijaron en cintas de carbono y 

grafito. Una vez fijas las muestras se cubrieron con oro para finalmente realizar la 

observación en el microscopio electrónico de barrido (Lima-Pérez, 2015). 

6.11 Proteína total 

Se cuantificó la proteína total en los sistemas líquido y sólido para ambas cepas de 

B. thuringiensis mediante el método de Bradford en microplaca, de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante (Bio-Rad Protein Assay). 
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6.12 Expresión de proteína Cry 

Para mostrar la producción de proteína Cry en los sistemas de cultivo, se realizó 

una electroforesis en geles de acrilamida desnaturalizantes SDS PAGE (Laemmli 

1970). Las muestras obtenidas de cada sistema de cultivo se centrifugaron a 8,000 

rpm por 20 min, se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en un 

volumen de 1000 µL con agua destilada. Se tomaron 30 µL de la suspensión, se 

mezclaron con 10 µL de buffer de carga (adicionado con β-mercaptoetanol) y se 

incubó la muestra a 90 °C por 7 min. Al finalizar la incubación, se centrifugó la 

muestra a 12,000 rpm por 8 min, y se tomaron 30 µL para cargar el gel de 

acrilamida/bisacrilamida (se utilizó una concentración de 4% para el gel 

concentrador y de 8% para el gel de resolución); el gel corrió a 110V por 1:30 horas. 

Después de este tiempo, el gel se tiñó en solución de azul de Coomassie durante la 

noche. Como control positivo, se utilizaron las cepas identificadas B. thuringiensis 

var kurstaki HD1 y HD73, pues estas producen diversas proteínas Cry. La cepa HD1 

produce las proteínas Cry 1Ac (133 kDa), Cry 1Ab (130 kDa) y Cry 2Ab (71 kDa) 

(Azzouz et al, 2014; Zhang et al, 2013; Crickmore et al, 2020; Ugur et al, 2015). La 

cepa HD73 produce la proteína Cry 1Ac (133 kDa) (Farrera et al,1998; Liu et al, 

2013; Zhou et al, 2015; Crickmore et al, 2020). 

La producción de proteína Cry también se corroboró mediante la observación de la 

biomasa recuperada de los sistemas de cultivo sólido y líquido con medio GYSx4 

en el microscopio de contraste de fases (Olympus BH2-RFCA); nuevamente se 

utilizaron las cepas HD1 y HD73 como control positivo para la producción de Cry.  

6.13 Bioensayo 

La capacidad infectiva de ambas cepas se determinó utilizando larvas de entre 1 y 

2 cm de largo del insecto modelo Galleria mellonella, adquiridas con la empresa 

Petmmal S.A. de C.V., fabricante y comercializadora de alimentos y accesorios para 

mascotas. El diseño experimental fue modificado de Fedhila y colaboradores 

(2010), cada tratamiento se realizó por triplicado, y cada unidad experimental 

consistió en 10 larvas colocadas en una caja Petri. En cada unidad experimental se 
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colocó 0.1 g de algodón impregnado con 1 mL de una suspensión de esporas-cristal, 

obtenidas a partir de cultivo líquido o sólido, en una concentración de 1x108 esporas 

mL-1. Este procedimiento se realizó utilizando esporas de ambas cepas de B. 

thuringiensis de manera independiente. Como control negativo, en uno de los 

triplicados se colocó 0.1 g de algodón impregnado con 1 mL de Tween 80 al 1%. 

Las larvas fueron incubadas a 26°C por 6 días con periodos de 12h/12h 

(luz/oscuridad). Posterior al tiempo de incubación, el número de larvas muertas en 

cada tratamiento fue cuantificado. 

6.14 Análisis estadístico 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado, los datos son presentados en 

gráficos con medias y desviación estándar. El tiempo de máxima producción de 

biomasa y esporas, así como la diferencia de recuperación de biomasa y las 

diferencias entre la sobrevivencia del bioensayo fue determinado por Análisis de 

varianza (ANOVA) de un solo factor, utilizando la prueba Tukey como criterio de 

comparación de medias. Para la comparación de producción de esporas entre CMS 

y CML, la comparación de esporas recuperadas con lavado de Tween 80 al 1% o 

NaCl al 0.85%, la producción de proteína total y viabilidad de esporas se utilizó la 

prueba t-Student, donde un valor de P ˂0.05 fue considerado como significativo.
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7. RESULTADOS  

7.1 Producción de biomasa 

Uno de los indicadores del crecimiento de B. thuringiensis es la producción de 

biomasa, dicha concentración podría reflejar la producción de esporas y proteína 

Cry. En las Figuras 7.1 y 7.2 se muestra la producción de biomasa a partir de las 20 

horas de cultivo y hasta las 72 horas de las cepas de B. thuringiensis Y15 y EA3 

respectivamente.  

Figura 7.1. Producción de biomasa durante el cultivo de B. thuringiensis Y15 en medio 

GYSx4: Cultivo en medio líquido (círculos azul marino), cultivo en medio sólido (triángulos 

azul cielo). 

En la Figura 7.1 se observa que la mayor producción de biomasa, para la cepa B. 

thuringiensis Y15, se obtiene en cultivo en medio sólido, alcanzando un máximo de 

33 ± 0.3 g L-1 a las 21 horas de cultivo, mientras en cultivo en medio liquido la mayor 

producción de biomasa se obtiene a las 72 horas con 28.9 ± 1.4 g L-1. En esta misma 

figura se observa que en CMS la cantidad de biomasa tiende a disminuir a partir de 

las 35 h, lo que indica la posible lisis celular para la liberación de esporas, mientras 

en CML la producción de biomasa se mantiene casi constante alrededor de 25 g L-

1.  
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Figura 7.2. Producción de biomasa durante el cultivo de B. thuringiensis EA3 en medio 

GYSx4: Cultivo en medio líquido (círculos color vino), cultivo en medio sólido (triángulos 

rosa oscuro). 

Respecto a la producción de biomasa de la cepa de B. thuringiensis EA3, en la 

Figura 7.2 se observa mayor producción de biomasa en CMS (51.6 ± 0.87 g L-1), 3.7 

veces superior respecto a la observada en CML (13.8 ± 1.2 g L-1). En esta cepa, no 

se observa una tendencia clara de lisis celular o aumento en la producción de 

biomasa en ninguno de los dos sistemas de cultivo. 

De acuerdo con Flores-Tufiño (2016) la mayor producción de biomasa para las 

cepas Y15 y EA3, al utilizar 120 g L-1 de glucosa inicial, se obtiene en CMS, con 13.3 

g L-1 y 12.7g L-1 respectivamente para cada cepa, contra 10.1 g L-1 y 5.1 g L-1 

obtenidos en CML para la cepa Y15 y EA3 respectivamente. Utilizando la cepa de B. 

thuringiesis HD73 y una concentración de 50g L-1, Lima-Pérez y colaboradores 

(2019) obtienen una producción de biomasa (30.73 g L-1) utilizando CMS, similar a 

lo producido por la cepa Y15 en el mismo sistema, sin embargo, es menor a lo 

producido por la cepa EA3. La concentración de biomasa obtenida en estudios 

previos, en condiciones de cultivo similares es superada en este estudio, al menos 

para la cepa EA3.  
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7.2 Biomasa retenida 

Se observó que durante el proceso de extracción de biomasa del cultivo en medio 

sólido había la posibilidad de que esta quedara retenida entre las trabéculas de los 

cubos de espumas de poliuretano. Debido a ello, se planteó el lavado de PUF 

utilizado como soporte sólido con dos soluciones: Tween 80 al 1% y Cloruro de 

sodio al 0.85%, para tratar de destruir las interacciones entre la biomasa generada 

y el PUF. En las Figuras 7.3 y 7.4 se muestran los valores de biomasa recuperada, 

mediante los lavados, a cada uno de los tiempos muestreados para las cepas, B. 

thuringiensis Y15 y EA3 respectivamente. 

 

Figura 7.3. Biomasa recuperada de la cepa B. thuringiensis Y15 con el lavado realizado: 

Lavado con solución de Cloruro de sodio al 0.85% (Círculos azul cielo), Lavado con 

solución de Tween 80 al 1% (Triángulos azul rey). 

En la Figura 7.3 se muestra la cantidad de biomasa recuperada para la cepa B. 

thuringiensis Y15, varía entre 2 y 3.5 gL-1 sin diferencia significativa, 

independientemente de que el lavado se realice  con solución de NaCl al 0.85% o 

Tween 80 al 1%, destacando que al tiempo de máxima producción de esporas (48 

h) se recupera mayor cantidad de biomasa al utilizar NaCl respecto a Tween 80 

(3.27 ± 0.29 g L-1 vs 2.33 ± 0.33 g L-1 respectivamente) y que la cantidad de biomasa 

recuperada a las 72 h es menor que en todos los otros tiempos de muestreo.  
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Figura 7.4. Biomasa recuperada de la cepa B. thuringiensis EA3 con el lavado realizado: 

Lavado con solución de Cloruro de sodio al 0.85% (Círculos color salmón), Lavado con 

solución de Tween 80 al 1% (Triángulos color café). 

Un resultado similar se obtiene para la cepa EA3 (Fig. 7.4), no existe diferencia 

significativa en la recuperación de biomasa respecto a la solución de lavado 

utilizada. La biomasa recuperada mediante los lavados varía entre 0.8 y 1.4 g L-1 

para esta cepa y a diferencia de los observado en la cepa Y15, no se observa 

diferencia en la cantidad de biomasa recuperada al tiempo máximo de producción 

de esporas (48h). 

7.3 Producción de esporas 

Uno de los productos principales de B. thuringiensis son las esporas, por lo que se 

determinó la producción de esporas en cada cepa a distintos tiempos de cultivo.   

Para la cepa B. thuringiensis Y15 (Figura 7.5) se observa que en CMS hay un 

aumento en la producción de esporas respecto al tiempo, que es consistente con la 

disminución de biomasa observada en la Figura 7.1, pero no se observa un cambio 

significativo en la producción de esporas después de las 42 h. En contraste, en CML 

no se muestra diferencia significativa en la producción de esporas a partir de las 36 

h de cultivo hasta las 48h, pero se observa una marcada disminución en producción 

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

15 25 35 45 55 65 75

B
io

m
a

s
a

 r
e

c
u

p
e
ra

d
a
 g

 L
-1

Tiempo (h)

NaCl Tween



 

 

30 | P á g i n a  
 

de esporas a las 72 h.  A las 48 h, la producción de esporas es 2 veces mayor en 

CMS respecto al cultivo en medio líquido (5.70x109 ± 8.25x108 esporas mL-1 y 

2.73x109 ± 5.15x108 esporas mL-1, respectivamente).   

 

Figura 7.5. Producción de esporas durante el cultivo de B. thuringiensis Y15 en medio 

GYSx4: Cultivo en medio líquido (círculos), cultivo en medio sólido (triángulos). 

En la Figura 7.6 se muestra la producción de esporas para la cepa de B. 

thuringiensis EA3, la producción en CMS supera hasta en un orden de magnitud la 

producción obtenida en CML. A diferencia de lo que se observa en la cepa Y15 (una 

disminución en la cantidad de biomasa al mismo tiempo en que la cantidad de 

esporas va en aumento), la cantidad de biomasa de la cepa EA3 no presenta 

ninguna tendencia pues no hay diferencia significativa en la cantidad de biomasa 

producida en los diferentes tiempos de muestreo.  

La producción máxima de esporas en CMS fue alanzada a las 48 h, y se mantiene 

estable hasta las 72 h, en el caso de CML no hay diferencia significativa en ninguno 

de los tiempos muestreados, aunque se observó un máximo a las 42h. Al comparar 

la producción de esporas en ambos sistemas se observó que el cultivo en medio 

sólido aumentó la producción de esporas hasta 30 veces, en comparación con 
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cultivo en medio líquido (3.39x1010 ± 1.12x1010 esporas mL-1 y 1.10x109 ± 2.50x108 

esporas mL-1, respectivamente).  

 
Figura 7.6. Producción de esporas durante el cultivo de B. thuringiensis EA3 en medio 

GYSx4: CML (círculos), CMS (triángulos). 

Considerando estos resultados y los obtenidos para la cepa Y15, se consideró que 

la máxima producción de esporas en ambos sistemas ocurre a las 48 h, por lo que 

todos los ensayos posteriores se realizaron con esporas cosechadas a este tiempo 

de cultivo.  

7.4 Esporas retenidas 

Considerando que se demostró que entre el 10 y 20% de la biomasa de la cepa Y15 

y aproximadamente el 3% de la cepa EA3 quedaban retenidas en el PUF, se 

investigó la cantidad de esporas retenidas después de la cosecha de esporas por 

compresión del PUF.  
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Figura 7.7. Esporas de la cepa B. thuringiensis Y15 en el tiempo máximo de producción: 

Barra azul marino representan la cantidad de esporas recuperadas exprimiendo la 

espuma de poliuretano (ver materiales y métodos), Barra azul cielo representa las 

esporas recuperadas después de los lavados. 

En la Figura 7.7 se muestra la cantidad de esporas obtenidas al tiempo máximo 

(48h) de producción de la cepa Y15 en CMS (barra azul marino) así como la cantidad 

de esporas recuperadas con cada lavado realizado (barra azul cielo) con las 

soluciones de NaCl y Tween 80. La cantidad recuperada con los lavados en ambos 

casos es aproximadamente 35% del total de esporas mL-1 con Tween 80 y NaCl 

(2.55x109 ± 8.51x108 esporas mL-1 con NaCl y 2.05x109 ± 2.14x108 esporas mL-1 

con Tween 80), respecto a la cantidad que se extrajo con la fuerza mecánica 

ejercida por la jeringa (6.64x109 ± 4.07x108 esporas mL-1 y 5.39x109 ± 3.50x108 

esporas mL-1), sin mostrar diferencia significativa entre ambos lavados. 
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Figura 7.8. Producción de esporas de la cepa B. thuringiensis EA3 en el tiempo máximo 

de producción (48h): La barra color vino representan la cantidad de esporas recuperadas 

exprimiendo la espuma de poliuretano (ver materiales y métodos), La barra color rosa 

representa las esporas recuperadas después de los lavados. 

En la Figura 7.8 se muestra la cantidad de esporas en el tiempo de máxima 

producción (48h) para la cepa EA3 (barras color vino) así como la cantidad de 

esporas recuperadas con el correspondiente lavado (Barra color rosa). A diferencia 

de la cepa Y15, el porcentaje de recuperación de esporas de la cepa EA3 es de 

aproximadamente 3.5%, 10 veces menor a lo recuperado por la cepa Y15, sin 

embargo, la sola producción de esporas de la cepa EA3 es 5 veces mayor que la 

producción de la cepa de B. thuringiensis Y15. Para esta cepa tampoco hay 

diferencia significativa entre la cantidad de esporas recuperadas con el lavado con 

NaCl o Tween 80 (1.25x109 ± 4.82x108 esporas mL-1 y 1.13x109 ± 5.99x108 esporas 

mL-1 respectivamente).  

7.5 Microscopia electrónica de barrido 

Con el objetivo de observar el crecimiento de B. thuringiensis sobre espuma de 

poliuretano antes y después del proceso de extracción, así como después del 

proceso de lavado se realizó la observación de un cubo de la espuma por cada cepa 

utilizando microscopía electrónica de barrido. En la Figura 7.9 se muestran las 
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micrografías obtenidas por microscopía electrónica de barrido, de las diferentes 

etapas por las que pasa la espuma de poliuretano en el tiempo de máxima 

producción de biomasa de la cepa de B. thuringiensis Y15 y EA3. 

En la Figura 7.9 A, B, G y H se observa que las células bacterianas se conglomeran 

sobre las paredes de PUF para ambas cepas de B. thuringiensis, así mismo, se 

pueden observar (Figura 7.9 H) estructuras parecidas a telarañas, que podrían ser 

exopolisacáridos, componente principal de biopelículas (Branda et al, 2005; Branda 

et al, 2006; Flemming y Wingender, 2010). Estas estructuras pueden ser 

observadas antes del proceso de extracción y después del mismo. La producción 

de biopelícula en CMS puede ser una de las causas por las cuales la biomasa 

(incluyendo esporas) quedan retenidas en la espuma de poliuretano, lo que no se 

había reportado. En las mismas imágenes podemos observar no sólo bacilos 

formando agregados, sino también esporas libres que han quedado retenidas en las 

paredes del material y en algunos lugares se observan estructuras que podrían ser 

los cristales de la proteína Cry producida por esta bacteria (C, D, I y J). En las 

micrografías de la Figura 7.9 E, F, K y L podemos observar que, a pesar de realizar 

el proceso de lavado, existen restos celulares en las paredes del PUF, por lo que 

debe considerarse que podría subestimarse la producción de esporas en este 

sistema.  
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Figura 7.9. Microscopía Electrónica de Barrido: Crecimiento de B. thuringiensis 

Y15 y EA3 en paredes de PUF (A, B, G y H); esporas y bacillos retenidos en las 

paredes de PUF después de la extracción (C, D, I y J); restos celulares después 

de realizar lavado con la solución de Tween 80 o NaCl (E, F, K y L). 
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7.6 Viabilidad de esporas 

Unos de los principales retos para los bioinsecticidas es que los principios activos 

de sus formulados (esporas y toxina) sean viables al momento de la aplicación en 

campo, esto quiere decir que el principio activo pueda matar al insecto (toxina) y 

crecer en él (esporas), sin que esta capacidad disminuya con el paso del tiempo 

(almacenaje después de la producción) o por los factores ambientales del lugar en 

que se aplica (Behle y Birthisel, 2014; Brar et al, 2006). La prueba de viabilidad se 

utiliza para comparar la resistencia de las esporas de B. thuringiensis al estrés 

ocasionado por el incremento súbito de temperatura por un determinado periodo de 

tiempo (ver materiales y métodos). En la Figura 7.10 se muestra la viabilidad de las 

esporas producidas en ambos sistemas para las dos cepas de B. thuringiensis, 

después de un someterlas a un proceso de choque térmico. 

 

  
Figura 7.10. Viabilidad de esporas posterior a choque térmico; CML (barras azules), CMS 

(barras verdes). 

Las esporas producidas en CMS de ambas cepas son más resistentes a un cambio 

brusco en la temperatura, en comparación con las esporas producidas en CML 

(Figura 7.10). En el caso de la cepa Y15, 81% de las esporas producidas en cultivo 

en medio sólido resisten sobreviven un choque térmico, 5.5 veces más que las 

esporas producidas en cultivo en medio líquido (14.7%). En cuanto a la cepa EA3 el 
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64% de las esporas producidas en cultivo en medio sólido sobreviven al choque 

térmico, 7 veces más que las producidas en cultivo en medio líquido (9.3%). Además 

de la diferencia notable en la viabilidad de las esporas producidas en ambos 

sistemas, también existen diferencias en la viabilidad de las esporas de cada cepa, 

de hecho, las esporas de la cepa Y15 en CMS son más resistentes a cambios de 

temperatura en comparación con las esporas de la cepa EA3, posiblemente debido 

a las características individuales de cada cepa. Sin embargo, las esporas de ambas 

cepas podrían ser candidatas a la aplicación en campo mientras su producción sea 

bajo cultivo en medio sólido. 

En diversos estudios se han reportado la viabilidad de las esporas de B. 

thuringiensis como resistencia a choque térmico. Zhuang y colaboradores (2011) 

mostraron viabilidades desde 65% hasta 88% de resistencia a choque térmico 

dependiendo del medio que se haya utilizado. Zhang y colaboradores (2015) 

obtienen aproximadamente un 90% de viabilidad en un sistema semi-sólido.  

7.7 Proteína total 

La principal característica de B. thuringiensis es la producción de proteína Cry 

durante la fase de esporulación (Aronson, 2002; Bechtel y Bulla, 1976). De acuerdo 

con los resultados de producción de esporas se puede esperar que en cultivo en 

medio sólido se obtenga una mayor producción de proteína Cry que en CML. En la 

Figura 7.11 se muestra la producción de proteína total, en ambos sistemas de cultivo 

para las dos cepas de B. thuringiensis, obtenida al tiempo de máxima producción 

de esporas (48 h). Esta cuantificación nos da un panorama de lo que podría 

observase respecto a la producción de proteína Cry, que es una de las proteínas de 

mayor abundancia en el crecimiento de B. thuringiensis llegando a representar hasta 

el 25% del peso seco de la célula esporulada; se han caracterizado diversos 

mecanismos por los cuales B. thuringiensis es capaz de acumular tal concentración 

de proteínas dentro de la célula destacando el uso de promotores fuertes que 

aumentan la expresión de estas  proteínas, así como el aumento en el número de 

copias del gen de la proteína Cry y la propia estabilidad de la proteína que al 

cristalizarse disminuye su susceptibilidad a la acción de proteasas, generando así 
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que la abundancia relativa de la proteína Cry sea mayor a otras proteínas 

producidas durante esta misma fase de crecimiento (Deng et al, 2014; Agaisse y 

Lereclus, 1995; Aronson, 2002). 

 

Figura 7.11. Producción de proteína total. CMS (barras verdes) y CML (barras azules). 

La proteína total producida por las cepas B. thuringiensis Y15 y EA3 en CMS (22.9 ± 

1.9 µg mL-1 y 15.2 ± 0.56 µg mL-1 respectivamente) es aproximadamente el doble 

de la producida en CML (10.05 ± 0.47 µg mL-1 y 7.03 ± 0.7 µg mL-1 por B. 

thuringiensis Y15 y EA3 respectivamente) (Figura 7.11), sin embargo, la cepa Y15 

produce más proteína total que la cepa EA3 en ambos sistemas. El aumento de 

proteína total en cultivo en medio sólido es consistente con la mayor producción de 

biomasa y esporas en este sistema en comparación con el cultivo en medio líquido, 

aun sin considerar la cantidad de proteína que queda retenida en la espuma de 

poliuretano, lo que podría aumentar considerablemente la cantidad de proteína total 

producida en CMS.  

  7.8 Proteína Cry  

Se realizaron geles de poliacrilamida como una forma rápida de determinar la 

producción de proteína Cry en los sistemas de cultivo; se utilizaron las muestras de 

48 h de cultivo, tiempo de máxima producción de esporas para ambas cepas. 

Primero se corroboró que las cepas en estudio produjeran Cry en matraces de 250 
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mL se colocaron 15 mL de medio LB (comúnmente utilizado para el cultivo de 

bacterias; Sezonov et al, 2007) para el CML y 15mL impregnados en PUF para el 

cultivo sólido, se inocularon con las respectivas cepas y se analizó la producción de 

proteína a las 72 h, asimismo se utilizaron dos cepas control de las cuales se conoce 

las proteínas Cry que producen, la cepa de B. thuringiensis HD1 que produce tres 

proteínas Cry1Ac, Cry 1Ab y Cry 2Ab con peso molecular de 133 kDa, 130 kDa y 

71 kDa respectivamente (Azzouz et al, 2014; Zhang et al, 2013; Crickmore et al, 

2020: Ugur et al, 2015); y la cepa B. thuringiensis HD73 la cual produce la proteína 

Cry 1Ac con un peso molecular 133 kDa (Farrera et al,1998; Liu et al, 2013; Zhou 

et al, 2015; Crickmore et al, 2020).  

En la Figura 7.12 se muestran los perfiles proteicos de las cepas de B. thuringiensis 

utilizadas donde las bandas correspondientes a proteínas Cry están indicadas por 

una flecha roja. En el carril de la cepa HD1 se pueden observar dos bandas, una 

entre 100 y 150 kDa y la otra menor a 75 kDa correspondientes a las proteínas 

producidas por esta cepa (Azzouz et al, 2014; Zhang et al, 2013; Crickmore et al, 

2020: Ugur et al, 2015); en el caso de la cepa HD73 hay una banda intensa entre 

los 100 y 150 kDa correspondiente a la proteína producida por esta cepa (Farrera 

et al,1998; Liu et al, 2013; Zhou et al, 2015; Crickmore et al, 2020). Las cepas 

experimentales producen al menos una proteína Cry cada una; la cepa B. 

thuringiensis Y15 produce una proteína Cry de peso similar a las producidas por las 

cepas HD1 y HD73, entre las 100 y 150 kDa de peso molecular, mientras la cepa B. 

thuringiensis EA3 produce una proteína diferente a las proteínas de los controles, la 

cual se encuentra entre 75 y 100 kDa. El gran número de variedades de B. 

thuringiensis se ve reflejada en la gran diversidad de proteínas Cry, las cuales a 

pesar de compartir varias características pueden diferir respecto al peso molecular 

de cada proteína, en un rango que va desde los 30 kDa hasta las 150 kDa 

(Crickmore et al, 2020).  
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Figura 7.12. Electroforesis en Gel de poliacrilamida al 8% para determinar la 

producción de proteína Cry. Las muestras se obtuvieron de cada una de las 

diferentes cepas de Bt en medio LB líquido a las 72 h. Cepas de estudio: Y15 y EA3; 

cepas de referencia: HD1 y HD73. Bandas correspondientes a proteína Cry de 

cada cepa están indicadas por una flecha roja.  

Para determinar la morfología de las cepas de B. thuringiensis y el cristal de la 

proteína Cry que producen, se observaron en un microscopio de contraste de fases. 

La Figura 7.13 muestra las micrografías de las cuatro cepas de B. thuringiensis 

después de 72 h de cultivo en medio LB, se observa la presencia de los bacilos 

esporulados, esporas libres y una estructura amorfa. Ambas estructuras pueden ser 

diferenciadas por la forma y el color; bajo contraste de fases, las esporas (indicados 

como E) se observan como estructuras ovaladas bien definidas de color blanco 

brillante, mientras los cristales se observan como estructuras amorfas en un color 

azul opaco (indicados como C). También se observa que las células están en 

diferentes estados de desarrollo, las micrografías muestran la presencia de células 

en estado vegetativo, células esporuladas sin producción de Cry, células 

esporuladas con cristales de la proteína Cry, así como esporas y cristales de la 

proteína Cry libres (provenientes de células que sufrieron el proceso de lisis celular). 

kDa 
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Figura 7.13. Micrografías en medio LB de cepas de B. thuringiensis: A) B. thuringiensis 

HD1, B) B. thuringiensis Y15, C) B. thuringiensis EA3 y D) B. thuringiensis HD73. Esporas 

(E) y Cristales (C). Objetivo a 100X. Las flechas rojas indican las esporas (E) y proteínas 

Cry (C). 

Una vez que se demostró la producción de proteína Cry en todas las cepas en medio 

LB, se investigó la capacidad de producción de los cristales en medio GYSx4 en 

cultivo en medio sólido y cultivo en medio líquido a las 48 h de cultivo (Tiempo para 

máxima producción de esporas Figuras 7.5 y 7.6). Al igual que en el experimento 

anterior, se incluyeron las cepas control (HD1 y HD73) en el estudio. En la Figura 

7.14 se muestran los perfiles proteicos de las 4 cepas de B. thuringiensis durante 

su crecimiento en cultivo en medio líquido GYSx4, se observa que ninguna de las 

cepas produce proteína Cry utilizando altas concentraciones de sustrato.  
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Figura 7.14. Perfil proteico de B. thuringiensis en CML a 48h de crecimiento en medio 

GYSx4. 

En la Figura 7.15 se muestran los perfiles proteicos de las cuatro cepas de B. 

thuringiensis cosechadas (exprimiendo el PUF con una jeringa) a las 48h de 

crecimiento en cultivo en medio sólido; se puede observar que, bajo estas 

condiciones, sólo la cepa HD73 produce una proteína Cry de entre 100 y 150 kDa 

(señalada con una flecha roja), sin embargo, la producción de proteína Cry en este 

medio es aparentemente menor a la obtenida en medio LB.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.15. Perfil proteico de B. thuringiensis en CMS a 48h de crecimiento en medio 

GYSx4. Flecha roja indica proteína Cry. 
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Considerando que se demostró por microscopía electrónica de barrido que una 

parte de la biomasa se queda adherida al soporte del CMS (ver Figura 7.9) se realizó 

un lavado con solución de NaCl 0.85% para recuperar esporas y cristales Cry que 

quedaron adheridas en el soporte. 

En la Figura 7.16 se muestran los perfiles proteicos de las cepas de B. thuringiensis 

posterior al lavado del soporte de CMS. Se observa que las cepas HD1, Y15 y EA3 

producen sus correspondientes proteínas Cry (flechas rojas);en el caso de la cepa 

HD1, que produce más de una proteína, al utilizar medio GYSx4 en cultivo en medio 

sólido se producen predominantemente las proteínas Cry de alto peso molecular. A 

pesar de que la cantidad de biomasa y esporas retenidas representa del 3.5 al 35% 

de lo recuperado inicialmente parece ser que la gran mayoría de la proteína Cry 

producida queda adherida al soporte; esto demuestra también que el uso de CMS 

con altas concentraciones de sustrato permite la producción de estos metabolitos 

de interés industrial a diferencia del CML, donde no se observa la producción de la 

proteína Cry a las altas concentraciones de sustrato.  

 
Figura 7.16. Perfil proteico de B. thuringiensis del lavado de la PUF con solución de NaCl 

al 0.85%. Flechas rojas indican proteínas Cry. 

Al observar las cepas provenientes de cada uno de los cultivos en GYSx4 bajo el 

microscopio de contraste de fases, se observa un cambio de morfología para todas 

kDa 
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las cepas (Figura 7.17), en comparación a la morfología observada con el 

crecimiento en medio LB (Figura 7.13). En CML las 4 cepas de B. thuringiensis 

presentan la formación de más de una inclusión con diferente morfología a las 

observadas en medio LB lo que indicaría la presencia de un metabolito diferente a 

la proteína Cry en este sistema, y se observa que la formación de esporas es 

mínima. En el caso de CMS, se observan las mismas inclusiones en todas las cepas 

(en menor cantidad que en CML), es posible confirmar la presencia de producción 

de esporas (indicadas con una flecha y la letra E) y en algunos casos se observan 

estructuras similares a la proteína Cry (indicadas con una flecha y la letra C). A 

diferencia de las otras cepas, en la cepa HD73 es posible observar esporas y 

cristales libres a las 48 h de cultivo en medio sólido; esto podría estar relacionado 

con el hecho de que es posible corroborar la presencia de esta proteína por SDS-

PAGE (Figura 7.15) antes de realizar el lavado al soporte sólido. 
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Figura 7.17. Micrografías de contraste de fases de las 4 cepas de B. thuringiensis 

utilizadas en la caracterización de proteína Cry en medio GYSx4. Objetivo a 100X. 

Las flechas rojas indican las esporas (E) y proteínas Cry (C). 
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Por otra parte, cuando se examina por microscopia de contraste de fases el material 

extraído del soporte sólido mediante los lavados con NaCl se observa que los 

principales productos recuperados son esporas libres (indicadas con una flecha y la 

letra E) y otras estructuras que corresponden a cristales de proteína Cry (indicadas 

con una flecha y la letra C) (Figura 7.18). De acuerdo con lo observado, es probable 

que durante la primera extracción se recuperan las partes superficiales de los cúmulos 

de B. thuringiensis formados en PUF, en su mayoría son células vegetativas con 

inclusiones varias (Figura 7.17), y el lavado ayuda a recuperar las partes intermedias 

y las que están cercanas a las paredes de PUF, las cuales son células en su mayoría 

esporuladas, esporas libres y proteína Cry liberada, la cual es fácilmente detectable 

en los geles de poliacrilamida (Figura 7.16). 

Figura 7.18. Micrografías del lavado de la PUF con solución de NaCl al 0.85%: A) B. 

thuringiensis HD1, B) B. thuringiensis Y15, C) B. thuringiensis EA3 y D) B. 

thuringiensis HD73 en medio GYSx4. Objetivo a 100X. Las flechas rojas indican las 

esporas (E) y proteínas Cry (C). 
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De acuerdo con los resultados, el uso de altas concentraciones de sustrato provoca 

cambios morfológicos en las cepas de B. thuringiensis como la posible producción de 

polihidroxialcanoatos, la baja esporulación de las células y la nula producción de 

proteína Cry en cultivo en medio líquido. Sin embargo, el uso de cultivo en medio 

sólido mejora la producción de esporas y posiblemente la producción de proteína Cry 

respecto a medio LB o GYS ya reportados en el mismo sistema de cultivo (Flores-

Tufiño, 2016).  

  7.9 Bioensayo  

Además de la producción de esporas y proteína en necesario corroborar que los 

productos obtenidos son útiles como método de control de plagas, por eso se realizó 

un bioensayo utilizando Galleria mellonella (Lepidóptero) como insecto modelo para 

evaluar la infectividad de las cepas de B. thuringiensis de estudio. En la Figura 7.19 

se muestran los porcentajes de sobrevivencia después de 6 dias de consumo de una 

suspensión de 1x108 esporas mL-1 (ver materiales y métodos).   

 
Figura 7.19. Porcentaje de sobrevivencia de lavas de G. mellonella al consumo de B. 

thuringiensis Y15 y EA3. CMS (barras verdes), CML y control. 

Después de 6 días de proceso de infección las esporas producidas en cultivo en medio 

sólido de la cepa Y15 provocan una mortalidad de aproximadamente el 74% de las 

larvas utilizadas en el bioensayo, 4.3 veces mayor a la mortalidad provocada con las 
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esporas obtenidas del cultivo en medio líquido (17%). En el caso de la cepa EA3 a 

pesar de observarse mayor mortalidad con las esporas producidas en CMS, no existe 

diferencia significativa entre la mortalidad producida por las esporas de ambos 

sistemas de cultivo, de hecho, no existe diferencia significativa en la mortalidad de las 

larvas de G. mellonella tratadas con las esporas de B. thuringiensis Y15 producidas en 

cultivo en medio líquido, las esporas de B. thuringiensis EA3 producidas en ambos 

sistemas de cultivo y el uso de Tween 80 como control negativo.  

Una alta viabilidad de las esporas puede mejorar la infectividad hacia los insectos, 

posiblemente por ello la mortalidad observada por la cepa EA3 utilizado esporas 

producidas en CMS es baja respecto a las esporas producidas en CMS por la cepa 

Y15, se  observa en la Figura 7.10, la viabilidad de las esporas producidas por la cepa 

EA3 en CMS es menor en comparación con las esporas producidas por la cepa Y15 en 

el mismo sistema de cultivo, y aunque esta viabilidad es mayor que la obtenida por 

esporas producidas en CML puede ser insuficiente durante el proceso de infección de 

esta cepa.  

Además, el bioensayo fue realizado con las esporas recuperadas durante el primer 

proceso de extracción, y como se observa en la Figura 7.15 no se recupera una 

cantidad observable o cuantificable de la proteína Cry producida para ambas cepas, 

esta proteína se vuelve observable y cuantificable posteriormente al proceso de 

lavado con NaCl (Figura 7.16), posiblemente la baja cantidad de proteína recuperada 

en el primer proceso de extracción es insuficiente para completar el proceso de 

infección en las larvas utilizadas para el bioensayo utilizando la cepa EA3, y quizá 

estamos subestimando también la mortalidad que se obtiene cuando se utiliza la cepa 

Y15.
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8. DISCUSIÓN 

La capacidad insecticida de B. thuringiensis lo ha colocado como uno de los más 

importantes bioinsecticidas en el mercado. Debido a ello se trabaja en mejorar los 

procesos de producción de esporas y toxina Cry de este microorganismo. Una de las 

alternativas de producción de B. thuringiensis es el cultivo en medio sólido, el cual se 

ha explorado durante años para la producción de diversos metabolitos tanto de 

hongos como bacterias. Además, se han buscado nuevas cepas de B. thuringiensis y 

nuevas toxinas con la finalidad de obtener una amplia variedad de cepas que puedan 

utilizarse en campo, para limitar la aparición de resistencia de plagas por el constante 

uso de un solo tipo de cepa o toxina Cry (Pardo-López et al, 2013) y para ampliar el 

espectro de insectos que se pueden controlar con este bioinsecticida. En este trabajo 

se muestran características fisiológicas y morfológicas del crecimiento de dos cepas 

B. thuringiensis, aisladas del estado de Morelos (Alquisira- Ramírez et al, 2014), tanto 

en cultivo en medio líquido como en cultivo en medio sólido utilizando el mismo medio 

de cultivo en mabos sistemas de cultivo, el cual además tiene altas concentraciones 

de sustrato.   

Con la finalidad de mejorar la producción de B. thuringiensis se han desarrollado 

diversos medios de cultivo, optimizándolos a las condiciones que más favorecen a las 

cepas que se utilizan, o favoreciendo la producción del producto que más les interese 

ya sea proteína Cry o de esporas. Además, el uso de CMS como alternativa a la 

producción de B. thuringiensis ha traído la implementación de nuevos medios de 

cultivo utilizando únicamente residuos agroindustriales o suplementados con medios 

líquidos ya probados en el laboratorio (Rodríguez et al, 2019; Zhuang et al, 2011; 

Capalbo et al, 2001; Smitha et al, 2013), siempre buscando mejorar la producción de 

las diversas cepas de B. thuringiensis que existen. Sin embargo, la comparación 

directa para determinar cuál de los dos sistemas de cultivo es más adecuado para 

incrementar la productividad de B. thuringiensis se dificulta debido la diferencia en la 

propia composición de los soportes sólidos y los medios utilizados; por esta razón, en 

este trabajo se propuso el uso de la espuma de poliuretano (PUF) como un soporte 
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inerte que permitirá hacer uso del mismo medio de cultivo tanto en el sistema sólido 

como en el sistema líquido.  

Bajo las condiciones y con las cepas que se utilizaron en este trabajo, el CMS mostró 

ser una mejor opción para la producción de biomasa de B. thuringiensis en 

comparación del CML (Figuras 7.1 y 7.2), alcanzando una producción desde 30 hasta 

50 g L-1 de biomasa dependiendo de la cepa, notablemente mayor a la biomasa 

producida en CML (desde 13 hasta 28 g L-1). En 2016, Flores-Tufiño utilizó la misma 

metodología y aunque obtuvo un resultado similar en el sentido de que la mayor 

producción de biomasa se obtuvo en CMS (12-13 g L-1), que, en términos reales, es 

mucho menor a la alcanzada en este trabajo, utilizando el mismo sistema de cultivo 

(33 y 51 g L-1), y sin considerar la cantidad de biomasa retenida en PUF que fue 

recuperada mediante los lavados del soporte; las discrepancias entre ambos trabajos 

pueden ser debido a diversos factores como la calidad del inóculo utilizado, la calidad 

del soporte (PUF) o hasta las variaciones en los equipos (incubadoras) que se utilizan.  

Lima-Pérez y colaboradores (2019) compararon la producción de B. thuringiensis 

HD73 en CMS y CML utilizando una metodología similar a la seguida en este trabajo, 

utilizando concentraciones máximas glucosa de 50 g L-1, bajo estas condiciones la 

biomasa alcanzó una concentración de 30.7 g L-1 en cultivo en medio sólido, dos veces 

más de lo producido en CML. También observaron que el consumo de glucosa al final 

de la fermentación en CMS era total, mientras en CML hubo ≈10% de glucosa residual. 

Con estos resultados, los autores consideran que en CMS el destino final del sustrato 

metabolizado por B. thuringiensis es la producción de biomasa, mientras que en CML 

parte del sustrato metabolizado no se destina a la producción de biomasa, sino a la 

producción de otros metabolitos no esenciales para el crecimiento de B. thuringiensis.  

En 2008 Berbert-Molina y colaboradores realizaron un estudio de fisiología de 

crecimiento de B. thuringiensis utilizando diferentes concentraciones de glucosa en 

medio líquido, incluyendo un ensayo con medio GYS modificado con 124 g de glucosa 

L-1, concentración muy similar a la utilizada en nuestro trabajo; bajo estas condiciones 

los autores obtuvieron una concentración de biomasa de 15.4 g L-1, producción similar 

a la obtenida en este trabajo con la cepa EA3 (13.8 ± 1.2 g L-1), e inferior a la observada 
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para la cepa Y15 (28.9 ± 1.4 g L-1) en CML. La mayor producción de biomasa que 

observamos en la cepa Y15, respecto a la reportada, puede ser debido a cambios 

fenotípicos o genéticos que condicionan la fisiología de crecimiento de la cepa, pero 

no se puede descartar que en el trabajo de Berbert-Molina únicamente incrementaron 

la concentración de glucosa, sin alterar la concentración del resto de los componentes 

del medio GYS, provocando un desbalance en la relación C/N del medio que podría 

haber afectado la producción de biomasa (Farrera et al, 1998).  

Además, Berbert-Molina y cols. (2008) también observaron que en medio líquido la 

tasa específica de crecimiento de B. thuringiensis disminuye conforme aumentan la 

cantidad de sustrato, por lo que la inhibición por sustrato puede estar involucrada en 

el bajo crecimiento de la bacteria. De acuerdo diversos autores, las concentraciones 

ideales de glucosa para una máxima producción de biomasa sin presentar inhibición 

por sustrato van de los 10 g L-1 a los 56 g L-1, dependiendo de la variedad de B. 

thuringiensis utilizada (Anderson y Jayaraman, 2003; Arcas et al, 1987; Holmberg et 

al, 1980; Duarte-Neto et al, 2020). La inhibición del crecimiento causada por las 

concentraciones elevadas de sustrato se puede deber a diversas causas, incluyendo 

la falta de un componente del medio, distinta a la fuente de carbono, que limite el 

crecimiento de la bacteria; por ejemplo, Khanh y colaboradores (2009) utilizaron 4 

compuestos diferentes para el control de pH en medio líquido, observaron que los 

compuestos que contenían amonio provocaban una disminución en el crecimiento, 

esporulación y síntesis de toxina Cry. En este caso las condiciones de pH, así como 

los nutrientes adicionados al medio tuvieron un efecto negativo en el crecimiento de 

B. thuringiensis, lo mismo podría pasar con otros factores como la temperatura de 

incubación, la concentración de oxígeno disuelta en el medio y la concentración de 

solutos (Ballardo et al, 2017). La adición de medios muy concentrados al soporte del 

CMS (PUF) suele funcionar como un lote alimentado. El crecimiento de B. 

thuringiensis sobre las trabéculas de PUF, donde el efecto de gradiente de sustrato 

simula al lote alimentado y evita la inhibición por sustrato que se observa en CML, lo 

que permite el consumo de la totalidad la glucosa administrada en el medio (Lima-
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Pérez et al, 2019) y, una mejor oxigenación el CMS, e incrementa la producción de 

biomasa (Figuras 7.1 y 7.2). 

La optimización de medios que aumenten la producción de biomasa no garantiza el 

aumento de la producción de esporas o toxina Cry, por ello es importante optimizar 

los medios y sistemas utilizados para el producto de interés. En este trabajo además 

de la cuantificación de biomasa se determinó la cantidad de esporas, la viabilidad, la 

cantidad de proteína total y se verifico que hubiera producción de proteína Cry. La 

búsqueda de estrategias para mejorar los rendimientos de producción de esporas y 

toxina Cry incluye fermentaciones en estado sólido utilizando diferentes residuos 

agroindustriales y soportes, con los cuales se obtienen mejores rendimientos de los 

metabolitos de interés en comparación con los obtenidos en CML pues mientas que 

en cultivos líquidos probados u optimizados para diferentes cepas de BT se han 

producido títulos de esporas que van de 1x105 hasta 2x109 CFU o esporas mL-1 

(Shojaaddini et al, 2010; Liu y Tzeng, 1999; Lima-Pérez et al, 2019; Avignone-Rossa 

et al, 1992; Ghribi et al, 2007); en cultivo sólido se han alcanzado títulos de entre 

6.28x106 y 2.23x1011 esporas mL-1 (Zhang et al, 2015; Smitha et al, 2013). Smitha y 

colaboradores (2013), por ejemplo, compararon la producción de B. thuringiensis en 

CMS utilizando harina de papa como sustrato y con la producción en CML utilizando 

medio LB; observaron que en CMS se alcanzaban mejores rendimientos de esporas 

(6.28x106 esporas mL-1) y toxina Cry (6.5 mg de toxina mL-1 ) en comparación del CML 

(2.12 x105 esporas mL-1 y 0.38 mg de toxina mL-1). Aunque estos resultados muestran 

la misma tendencia que lo observado en nuestros sistemas de cultivo (mejores niveles 

de producción en CMS), las cantidades totales del producto son muy diferentes, pues 

en nuestro sistema en CMS se llega a obtener hasta 5 órdenes de magnitud más 

esporas que la reportada por estos autores. Otros autores han obtenido también mejor 

producción de esporas utilizando CMS con diversos sustratos 

En 2015, Zhang y colaboradores utilizaron fermentaciones semisólidas utilizando 

desperdicios de comida como sustrato para la producción de B. thuringiensis, 

obteniendo alrededor de 2.23x1011 UFC mL-1 y 862 µg de toxina mL-1, 

comparativamente mayor a lo producido por nuestro sistema de cultivo. Zhang y 
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colaboradores (2013) obtuvieron alrededor de 5.01x1010 UFC g-1 de B. thuringiensis 

utilizando residuos de cocina adicionados con salvado de trigo y elementos traza. 

Vimala-Devi y colaboradores (2005) también utilizaron salvado de trigo suplementado 

con minerales, con lo cual obtuvieron 6.6x1010 esporas g-1. El-Bendary y 

colaboradores (2016) utilizaron diferentes sustratos para la producción de B. 

thuringiensis variedad israelensis, con los cuales obtuvieron un rango de esporas de 

2.8x109 hasta 2.22x1010 UFC g-1 de sustrato. En un sistema de CMS similar al que 

utilizamos en este trabajo, Lima-Pérez y colaboradores (2019) obtuvieron alrededor 

de 1 a 6x109 esporas mL-1, dependiendo de la cantidad de sustrato inicial en el medio; 

aunque a la concentración más alta que probaron (50 g L-1) solamente encontraron 

esporas en CMS; los autores de este último estudio atribuyen este resultado a que la 

limitación de oxígeno en CML produce una inhibición en el proceso de esporulación.  

El aumento en la concentración de sustrato en el medio, la producción de biomasa y 

diversos metabolitos por B. thuringiensis producen una disminución en la cantidad de 

oxígeno disuelto. En este sentido, Popoviḉ et al, (1979) mostraron que la producción 

de penicilina y otros compuestos por diferentes microorganismos, así como la 

concentración de los componentes del medio, disminuyen la solubilidad de oxígeno 

en el medio de cultivo (Papapostolou et al, 2019; Meier et al, 2016). En medios tan 

concentrados como el que se usó en este trabajo, la baja disponibilidad de oxígeno 

disuelto se convierte en un factor limitante para el crecimiento de B. thuringiensis, pues 

la demanda bioquímica de oxígeno aumenta en estos medios concentrados. En 

diversos estudios se ha mostrado que el uso de altas tasas de aireación en CML 

pueden mejorar el crecimiento y producción de esporas de B. thuringiensis, pero la 

etapa del crecimiento en la que se aplica tiene diferentes efectos en el crecimiento, 

esporulación y producción de proteína Cry (Dulmage, 1981; Avignone-Rossa y 

Mignone, 1995; Morris et al, 1996; Flores et al, 1997).  

Viniegra y colaboradores (2003) reportaron una comparación en cuanto el área 

específica de un cultivo solido utilizando como soporte espuma de poliuretano. De 

acuerdo con estos autores, el CMS tiene un área específica hasta 100 veces mayor, 

en comparación con el área específica presente en CML y esto se traduce en un 
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aumento en la difusión de oxígeno que, a su vez incrementa la producción de B. 

thuringiensis sin necesidad de un sistema de aireación externo. El uso de CMS en 

este trabajo mejoró la producción de B. thuringiensis en comparación con el CML, 

pues el aumento en la difusión de oxígeno en CMS favoreció la metabolización de la 

glucosa por B. thuringiensis aún con la concentración de sustrato utilizada (120 g L-1), 

superando el fenómeno de inhibición por sustrato que limita el crecimiento de B. 

thuringiensis en CML (Berbert-Molina et al., 2008). En escalas mayores como la 

producción industrial, la tecnología de lote alimentado facilita el uso de 

concentraciones elevadas de sustrato para poder aumentar las concentraciones de 

producto, sin la generación de metabolitos secundarios no deseados y evitando la 

limitación de oxígeno en el medio (Chang et al, 2018; Shang et al; 2003); sin embargo, 

este sistema de cultivo eleva los requerimientos energéticos para el funcionamiento 

eficiente del sistema.  

Aunque la aireación tiene un papel importante en el proceso de esporulación, este 

factor no siempre tiene efectos benéficos durante la producción de esporas y en la 

síntesis de toxina Cry. Se ha descrito que altas tasas de aireación o de oxígeno 

disuelto mejora la producción de esporas, sin embargo, esto dependerá de la 

subespecie de B. thuringiensis y la etapa donde se aplique esta aireación. De acuerdo 

con Avignone-Rossa y Mignonen (1992) el efecto negativo o positivo de la aplicación 

de oxígeno en el medio se debe al punto en el cual se agregue esa aireación, siendo 

mejor suministrar oxigeno durante la fase de crecimiento exponencial, donde existe la 

mayor tasa de crecimiento y consumo de sustrato. Por ejemplo, Sarrafzadeh y Navarro 

(2006) mencionan que una saturación de oxígeno durante el periodo de formación de 

esporas (a las 24 h de cultivo) disminuye en un 48% la esporulación de Bt en 

comparación con un cultivo en el cual no se agregó o se limitó el oxígeno, aunque, la 

mayor toxicidad se obtiene en las condiciones con saturación de oxígeno, sugiriendo 

el uso de dos etapas de cultivo, una etapa inicial con una limitación de oxígeno para 

aumentar la esporulación seguido de una etapa de aireación para activar la producción 

de proteína Cry. Efectos similares han sido obtenidos por otros autores, donde el 

aumento en la oxigenación del medio disminuye la cantidad de esporas producidas, 
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pero mejoran la producción de toxina o la toxicidad de esta (Boniolo Fabrízio et al, 

2012; Ghribi et al, 2007), sin embargo, existen trabajos que han mostrado efectos 

contrarios; por ejemplo, da Silva y colaboradores (2011), observaron que bajo 

condiciones de aireación la esporulación incrementa en 50%, pero la toxicidad 

obtenida no era la mejor. En nuestro trabajo se mostró que la mejor difusión de 

oxígeno en CMS mejora la producción de esporas (Figura 7.5 y 7.6), aun sin 

considerar las esporas retenidas en el soporte, así como la producción de proteína 

Cry (Figuras 7.15 y 7.16); por lo que se debe considerar que las características de 

cada una de las cepas que se utilizan tienen diversas reacciones a diferentes 

estímulos, entre ellos la aireación u oxigenación, por ello cada nueva cepa debe pasar 

por el proceso de selección, optimización y escalamiento del medio, y las condiciones 

y sistema de cultivo deben ser enfocados en el principal metabolito de interés o en la 

mejora de las propiedades de calidad.  

Además de la mejor difusión de oxígeno en CMS, también se debe considerar que la 

forma de crecimiento de B. thuringiensis sobre la espuma de poliuretano; la formación 

de agregados celulares en diferentes zonas de la espuma (Figura 7.9) también puede 

estar relacionada con la mejor producción de esporas en CMS, ya que no solo 

presenta ventajas para soportar las altas concentraciones de sustrato, sino también 

pueden favorecer la activación de procesos modulados por Quorum sensing 

(percepción del quórum), como la formación de biopelículas y la epsorulación, al 

permitirle un incremento local en las moléculas que permiten la percepción del 

quórum. Esto último podría jugar un papel importante si además consideramos que la 

formación de biopelícula y esporulación comparten señalizadores en sus rutas de 

activación (Cairns et al, 2014; Dubois et al, 2013; Hamon y Lazazzera, 2001; Rocha-

Estrada et al, 2010; Rocha-Estrada et al, 2012).  

Aunque nuestros resultados claramente indican que el CMS favorece el crecimiento y 

esporulación de B. thuringiensis, se debe considerar que probablemente se subestima 

la producción total de biomasa, esporas y proteína Cry (Fig. 7.3,7.4, 7.7, 7.8 y 7.16) 

debido a la retención de estos en la espuma de poliuretano, ya sea por propias 

interacciones electrostáticas o por la formación de biopelícula sobre las paredes de 
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PUF como se observa en la Figura 7.9. La hidrofobicidad es una de las características 

que presentan las esporas de varias especies de bacterias, entre ellas B. thuringiensis. 

Esta característica les confiere la capacidad de adherencia a diferentes superficies 

permitiendo a la bacteria la propagación y adaptación en diferentes nichos de 

crecimiento (Doyle et al, 1984). En el sistema de estudio las esporas de B. 

thuringiensis se encuentran en contacto con la superficie de la espuma de poliuretano, 

la cual es de naturaleza hidrófoba y esto permite una mayor interacción entre las 

esporas y la superficie; esta interacción hidrofóbica además de la producción de 

biopelícula, podrían explicar que las esporas quedan retenidas en el soporte. Para la 

liberación de estas esporas de la espuma de poliuretano se recurrió al uso de 

precipitación tipo salting in/salting out y a la emulsificación con el uso de solución de 

Cloruro de sodio (NaCl) y Tween 80, respetivamente. En la primera las sales rompen 

interacciones electrostáticas entre las esporas y la espuma de poliuretano, en este 

trabajo una solución de NaCl al 0.85% fue suficiente para liberar a las esporas, puesto 

que las interacciones hidrofóbicas entre la espuma y la espora se rompieron; en el 

segundo método, las partes hidrofóbicas de las moléculas de Tween 80 interactúan 

con las partes hidrofóbicas de las esporas, interrumpiendo su interacción con la 

espuma, formando micelas que liberan a las esporas permitiendo su recuperación. De 

acuerdo con los resultados obtenidos, el uso de Tween 80 o NaCl no produce 

diferencias significativas en la recuperación de esporas entre ambas soluciones, 

posiblemente las características de hidrofobicidad de las esporas de las cepas B. 

thuringiensis Y15 y EA3 no sean muy diferentes, y el mayor factor de retención de estas 

esporas sea las diferencias en producción de biopelícula como se observa en la Figura 

7.9.  

La mejora en la producción de esporas y toxina Cry son una parte importante para la 

implementación en un proceso a escala industrial, no obstante, los productos 

obtenidos deben tener ciertas características de calidad que le permitan resistir las 

condiciones ambientales en campo. En este trabajo se probó la calidad de esporas 

mediante la resistencia a un choque térmico y la capacidad infectiva en bioensayos 

utilizando insectos de Galleria mellonella. De acuerdo con los resultados obtenidos el 
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uso de CMS mejora la calidad de las esporas sometidas a choque térmico en 

comparación con el cultivo liquido (Figura 7.10). En varios trabajos se ha descrito que 

la resistencia de las esporas de B. thuringiensis depende de factores como el 

contenido de agua, la cantidad de minerales presentes en las esporas y el nivel de 

maduración de estas (Ghosh et al, 2011; Bender y Marquis, 1985). Khorramvatan y 

colaboradores (2014) determinaron la viabilidad de esporas de B. thuringiensis al 

someterlas a radiaciones UV durante 7 días, mostrando que las esporas libres reducen 

su viabilidad un 60% después de 7 días de exposición; sin embargo, si las esporas 

eran microencapsuladas en alginato de sodio, la viabilidad final de las esporas solo 

disminuía un 20% respecto a la viabilidad inicial. Adjallé y colaboradores (2011) 

obtuvieron porcentajes de viabilidad de esporas mayores al 90% después de un 

proceso de choque térmico en los dos medios que utilizaron durante su estudio. Estos 

porcentajes de viabilidad son similares a los obtenidos en este trabajo aun sin tener 

un medio optimizado para las cepas que se están utilizando, por lo que se infiriere que 

la optimización del medio y realizar formulaciones con estos productos podría 

aumentar la viabilidad de las esporas de estas cepas. En 2011, Sánchez-Salas y 

colaboradores mostraron que las esporas que son liberadas de forma temprana 

(esporas inmaduras) son menos resistentes a choques de temperatura, en 

comparación con esporas que realizaron todo el proceso de maduración, debido a que 

las esporas inmaduras presentan deficiencias en la estructura del córtex de la espora. 

Además de los factores antes mencionados, diversos autores han descrito que la 

expresión de diferentes proteínas chaperonas y proteínas, denominadas SASP, 

también cumplen con una función de resistencia a diferentes condiciones adversas 

entre ellas el cambio a temperaturas (Movehedi y Waites, 2000; Setlow y Setlow, 

1994). Como se mostró en la sección de resultados, las esporas producidas en CMS 

son más resistentes a la aplicación de un choque térmico, aunque se desconoce el 

motivo por el cual son más resistentes, las posibles razones se mencionaron 

anteriormente. Para conocer con más detalle las razones de esta ventaja que el CMS 

brinda a las esporas de B. thuringiensis, tendría que hacerse los diferentes estudios 

para determinar qué factor es el que mejora la resistencia de estas esporas. 
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La capacidad infectiva del producto obtenido en CMS, de la cepa Y15, tiene una 

mortalidad del 75% aproximadamente, en comparación con la mortalidad obtenida 

utilizando el producto de CML; en el caso de la cepa EA3 se observa que no existe 

diferencia significativa entre la mortalidad alcanzada por el producto del CMS y CML. 

Las diferencias de mortalidad entre ambas cepas, puede ser atribuida a diferentes 

factores, por ejemplo, las cepas de B. thuringiensis experimentales, Y15 y EA3, no 

están completamente caracterizadas por lo que se desconoce el tipo de proteína Cry 

que producen, debido a ello, una posibilidad a la baja mortalidad obtenida por la cepa 

EA3 es que la proteína Cry que se está produciendo no sea efectiva contra Galleria 

mellonella (lepidóptero), de hecho, existe la posibilidad de que no tenga actividad 

insecticida y pueda presentar actividad citotóxica contra células cancerígenas, como 

ya se ha mostrado en otros estudios (Ohba et al, 2009; Melo et al, 2016; Mendoza-

Almanza et al, 2020). Entonces, es necesario determinar el tipo de proteínas Cry que 

ambas cepas de B. thuringiensis producen, y realizar otro bioensayo con insectos 

blancos más adecuados al tipo de proteína producida.  

Otro factor que podría afectar la capacidad insecticida, al menos de B. thuringiensis 

EA3 y aumentar la infectividad de la cepa Y15, es la cantidad de proteína Cry presente 

en la suspensión de esporas. El bioensayo se realizó utilizando muestras provenientes 

del primer proceso de extracción, que de acuerdo con la Figura 7.15, no contiene 

proteína Cry o la contiene en cantidades por debajo del límite de detección de la tinción 

con azul de Comassie, por lo cual es necesario realizar el bioensayo utilizando lo 

extraído después del lavado, para que la suspensión de esporas contenga también 

los cristales de la proteína Cry. En 1987, Li y colaboradores, determinaron que al usar 

Galleria mellonella como insecto modelo, es necesaria la presencia de células 

vegetativas, esporas y proteína Cry, para tener una virulencia completa contra el 

insecto. Sin embargo, Buisson y colaboradores (2019) demostraron que el uso de 

esporas y células vegetativas, sin contener proteína Cry, también tiene capacidad 

insecticida aunque, en este último trabajo, la forma en la que se llevó a cabo la 

infección fue por inyección directa al hemocele del insecto; Fedhila y colaboradores 

(2010) realizaron un experimento similar, pero usando una ingesta oral y otros agentes 
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patógenos para determinar si Galleria mellonella era adecuada como insecto modelo 

para la infección por dichos microorganismos; ellos observaron que, aunque las 

esporas y células vegetativas de B. thuringiensis producen cierto nivel de mortalidad, 

la adición de proteína Cry incrementa la mortalidad. En ambos estudios mencionan 

que la capacidad infectiva de B. thuringiensis va más allá de la sola presencia de la 

proteína Cry, donde factores como el regulador transcripcional PlcR, involucrado en 

la activación de factores de virulencia, necesarios para obtener una mayor 

patogenicidad por las bacterias. Aunque se comprobó que en CMS se produce 

proteína Cry, es necesario considerar las características de crecimiento de B. 

thuringiensis sobre PUF para recuperar tanto esporas como proteína Cry, con esto se 

podría realizar un bioensayo en mejores condiciones a las que se tuvieron en este 

trabajo, y obtener una mejor idea de la infectividad de las cepas de Bt EA3 y Y15  

Además de corroborar los cambios fisiológicos que sufre B. thuringiensis al crecer en 

medio líquido o sólido, también es importante conocer los cambios morfológicos, 

además de la formación de biopelícula, que presentan las cepas de B. thuringiensis 

en ambos sistemas de cultivo, esperando que dichos cambios morfológicos tengan 

también una repercusión en la productividad y en las características de calidad de las 

esporas y proteínas Cry obtenidas. Para ello fue necesario realizar una comparación 

con cepas ya caracterizadas, como lo son las cepas HD1 y HD73. Dichas cepas 

producen al menos una proteína Cry, y de las cuales se conoce la morfología de 

crecimiento, en medios comerciales como el medio de cultivo LB. Conociendo lo 

anterior podemos observar, primero, que las cuatro cepas producen al menos una 

proteína Cry en medio LB, medio óptimo para el crecimiento de B. thuringiensis en 

cultivo líquido sin que existan limitantes de difusión de oxígeno por la cantidad de 

sustrato inicial. Bajo estas condiciones, las cepas de referencia HD1 y HD73 producen 

las inclusiones paraesporales junto a la espora, ambas características de B. 

thuringiensis durante la fase de esporulación, lo cual fue corroborado por microscopia 

de contraste de fases y SDS-PAGE (Fig 7.13 y 7.12 respectivamente).  

Diversos autores han utilizado microscopia de contraste de fases para caracterizar la 

morfología y número de cristales producidos bajo diferentes condiciones, también 
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como una forma rápida de caracterizar a una cepa de B. thuringiensis (Ammouneh et 

al, 2011; Gebramariam et al, 2021). Aunque es una técnica simple y rápida, muchas 

veces se completa con la tinción de las muestras con Azul de Commasie para una 

mejor definición en la forma específica de los cristales formados (Ammons et al, 2002). 

En general cada cristal formado por las proteínas Cry presentan diferentes formas 

asociadas, muchas veces al tipo de proteínas Cry ya identificadas, por ello se han 

descrito cristales de proteína Cry esféricos, bipiramidales, amorfos, cuadrados, 

rectangulares, etc. Las cepas usadas de referencia en general presentan cristales 

bipirámidales, amorfos o cuadrados como se pueden observar en la Figura 7.13, 

mientas que las cepas experimentales presentan formas amorfas o cuadradas (Fig 

7.13) bajo las mismas condiciones de cultivo. En contraste al usar un medio con 

concentraciones elevadas de glucosa observamos cambios morfológicos de B. 

thuringiensis en ambos sistemas de cultivo (Fig 7.17 y 7.18), lo más notable es que 

en CML no se observa la morfología de crecimiento utilizando medio LB, más bien se 

observa que las células vegetativas de B. thuringiensis producen esporas, y en 

muchas otras inclusiones irregulares no comparables con las inclusiones producidas 

por las proteínas Cry, posiblemente el estrés osmótico producido por las cantidades 

elevadas de sustrato en el medio conducen a B. thuringiensis a producir compuestos 

como los polialcanoatos (PHA), como una medida para almacenamiento de sustrato. 

Por otro lado, en CMS las características morfológicas de crecimiento tiene un cambio 

menor, en comparación con la morfología obtenida con el medio comercial. Utilizando 

altas concentraciones de glucosa se observa la producción evidente de esporas y las 

inclusiones paraesporales, correspondientes a las proteínas Cry, aunque la forma final 

del cristal no es tan clara como en el medio comercial. Sin embargo, se corroboró por 

SDS-PAGE que en cultivo en medio sólido se produce proteína Cry, en contraste con 

el cultivo en medio líquido (Fig 7.15-16 y 7.14), aunque es importante mencionar que 

para lograr recuperar los cristales de la proteína es necesario hacer lavados con una 

solución salina o con un agente tensoactivo para lograr separarlos del soporte sólido. 

De acuerdo con los resultados, el uso de CMS para la producción de esporas y Cry 

de B. thuringiensis mejora considerablemente el rendimiento y calidad de estos 
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productos, en relación con lo que se produce en CML bajo las condiciones de cultivo 

utilizadas en este trabajo. Además de las ventajas en cuanto a producción, es 

necesario realizar un análisis de costo de producción para corroborar hasta qué punto 

el uso de CMS disminuiría los costos de operación, al no necesitar recursos 

adicionales como el uso de turbinas para la mezcla y aireación del medio. Se abre así 

la posibilidad de utilizar residuos agroindustriales, en este caso melazas como fuente 

de carbono, que aún con las cantidades altas de sustrato no provocarían inhibición en 

el crecimiento de B. thuringiensis. Sin embargo, una desventaja del uso de PUF para 

la producción de B. thuringiensis es la retención de esporas y toxina en el soporte 

(Figura 7.9), además la producción de biopelícula puede influir en la recuperación de 

estas esporas antes y después de los lavados, una biopelícula lábilmente formada 

permitirá una mayor recuperación de producto, como se observó con la cepa B. 

thuringiensis Y15 que aparentemente produce menor biopelícula que la cepa B. 

thuringiensis EA3. Para esta última cepa, la recuperación de esporas y toxina puede 

ser más complicada o se requieran más lavados para una recuperación casi total del 

producto, aunque en este trabajo se demostró que un simple lavado con solución 

salina permite la recuperación de estos compuestos. 

Desde el descubrimiento de B. thuringiensis y hasta la fecha, diversos autores se han 

dedicado al aislamiento de nuevas cepas de B. thuringiensis en la búsqueda de 

nuevas proteínas Cry o nuevas proteínas que presenten actividad insecticida igual o 

mayor a las proteínas ya reportadas, también se ha optado por la búsqueda de toxinas 

con diferentes propiedades a las insecticidas, como las parasporinas; esta búsqueda 

ha sido inicialmente impulsada por el desarrollo de resistencia en insectos plaga por 

el uso de pocas variedades de proteínas Cry. Bajo esta premisa el trabajo presente 

ha demostrado que los dos aislados de B. thuringiensis tiene la capacidad de producir 

toxinas Cry con actividad insecticida, candidatas a producirse a escala industrial para 

su aplicación en campo.     
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9. RESUMEN DE RESULTADOS 

Durante la realización de este trabajo se comparó la capacidad del cultivo sólido y el 

cultivo líquido para la producción de biomasa y esporas de dos cepas de B. 

thuringiensis, las diferencias morfológicas del crecimiento y las características de 

calidad de los productos obtenidos en los dos sistemas de cultivo. Tanto la producción 

de biomasa y la producción de esporas de ambas cepas se favoreció en cultivo sólido. 

En términos de biomasa se tuvo un aumento de hasta 3.7 veces respecto a lo 

producido en cultivo líquido; respecto a la producción de esporas se obtuvo un 

aumento de 2 (Cepa1) a 30 (cepa x) veces en CMS dependiendo de la cepa utilizada.  

De acuerdo con las micrografías de microscopia electrónica de barrido se observó que 

dentro de las paredes de la espuma de poliuretano B. thuringiensis crecía en forma 

de agregados celulares facilitando la formación de biopelículas, influyendo en la 

retención tanto de biomasa como de esporas en el soporte. Al realizar un lavado al 

soporte se logró recuperar del 3.5 al 35% de esporas respecto a lo recuperado 

inicialmente, sin embargo, después del lavado las micrografías muestran que aún 

quedan residuos en las paredes del soporte. Además del aumento de biomasa y 

esporas en el sistema de cultivo sólido se observó que la cantidad de proteína total 

también aumenta en este sistema de cultivo, independientemente de la cepa de B. 

thuringiensis que se utilice.  

Además de las diferencias en producción, la morfología de las cepas de B. 

thuringiensis  cambian dependiendo del sistema de cultivo en el que están creciendo, 

mientras los bacilos producidos en CMS presentan de forma definida la espora y el 

cristal, en los bacilos producidos en CML no está bien definida la presencia de la 

espora y el cristal, pues dentro de las bacterias se formaron varios gránulos 

posiblemente de polihidroxialcanoatos, lo mismo sucede en las dos cepas de estudio 

de este trabajo y dos cepas de referencia utilizadas. Respecto a la proteína Cry 

producida por estas cepas, se observó que las cepas de estudio, Y15 y EA3, producen 

al menos una proteína Cry de aproximadamente 130kDa y 90 kDa, respectivamente, 

además se observa que, cuando se utiliza un medio de cultivo con alta concentración 

de sustrato, solo se observa la producción de proteína Cry en CMS, además estas 
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proteínas quedan retenidas en la espuma de poliuretano, siendo necesario realizar un 

lavado para recuperarlas. 

Por último, las características de calidad que se determinaron en este trabajo fueron 

la viabilidad de las esporas producidas y la capacidad infectiva de las mismas en 

larvas de Galleria mellonella. La aplicación de un choque de temperatura reduce en 

un 90% la viabilidad de las esporas producidas por ambas cepas en medio líquido, 

mientras las esporas producidas por CMS mantienen una viabilidad superior al 60%. 

La capacidad de infectar a larvas de G. mellonella también se favoreció en las esporas 

producidas por CMS, obteniendo una mortalidad de hasta el 74% después de 6 días 

de infección, mientras las esporas producidas por CML producen una mortalidad de 

hasta 17%. Los resultados anteriores habían sido similares en ambas cepas, B. 

thuringiensis Y15 y EA3, sin embargo, en términos de capacidad infectiva las esporas 

de la cepa EA3 producidas en CMS no presentan diferencia significativa con las 

producidas por CML. 
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10. CONCLUSIONES  

Los resultados de este trabajo indican que el CMS es la mejor alternativa para la 

producción de B. thuringiensis Y15 y EA3 en medios altamente concentrados, porque 

en este sistema se mejoró la producción de esporas, su calidad y la producción de 

toxina Cry. La formación de biopelícula en la PUF podría permitir a las células 

vegetativas de B. thuringiensis adaptarse, crecer y diferenciarse a espora de forma 

exitosa en medios altamente concentrados, lo que explicaría la mejora en sus 

rendimientos de productos. Además, el CMS es muy atractivo debido a que los costos 

de operación pueden ser reducidos porqué el sistema sólido no se agita como el CML. 

Aunque se conoce el resultado del uso de cultivo sólido para la producción de B. 

thuringiensis, sería importante también considerar los factores metabólicos, así como 

la expresión de genes que conducen a B. thuringiensis aumentar la esporulación y 

mejorar las condiciones de calidad de estas esporas. El uso de espuma de poliuretano 

como soporte inerte permite realizar este tipo de análisis, sin interferencia del medio 

como ocurriría si se utilizan residuos agroindustriales como soporte y sustrato. Es 

importante recalcar que estos resultados podrían ser semejantes en cualquier cepa 

de B. thuringiensis, haciendo del cultivo sólido un excelente candidato a la aplicación 

industrial para la obtención de bioinsecticidas a partir de esporas y proteínas Cry de 

B. thuringiensis.
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11. PERSPECTIVAS  

 Identificar el tipo de proteína Cry que producen las cepas de B. thuringiensis Y15 y 

EA3 por secuenciación. 

 Analizar de las proteínas producidas por las cepas de B. thuringiensis Y15 y EA3 en 

búsqueda de proteínas con actividad insecticida diferentes a las proteínas Cry. 

 Comparar la actividad tóxica de las proteínas Cry producidas por las cepas Y15 y EA3 

con una cepa comercial, además de utilizar un insecto modelo más susceptible a la 

acción de las proteínas Cry como Manduca sexta o algún insecto que sea blanco de 

acción de la proteína Cry ya identificada. 

 Determinar la cantidad de proteína Cry producida en cultivo en medio sólido. 

 Realizar un análisis comparativo en la estructura y composición de las esporas 

producidas en ambos sistemas de cultivo, buscando las diferencias que confieren 

mayor resistencia al calor a las esporas producidas en CMS. 

 Cuantificar la producción de biopelícula en cultivo en medio sólido. 

 Realizar un análisis del transcriptoma de B. thuringiensis en ambos sistemas de 

cultivo, antes de comenzar el proceso de esporulación y posiblemente iniciado el 

proceso de esporulación. 

 Analizar la producción de proteínas de quorum sensing en ambos sistemas de 

cultivo. 
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