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MAGNESIO: ¿LA CLAVE PARA 
LA SÍ NTESIS DE INSECTICIDAS 

BIOLÓGICOS? 

Colonias de Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD-1 cultivadas en medio sólido Luria-Bertani.
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RESUMEN
La producción de proteínas cristalinas insecticidas 
(ICP’s) en Bacillus thuringiensis (Bt) es afectada de 
manera sustancial por la presencia de elementos 
metálicos tales como cobre, zinc, calcio, manganeso 
y magnesio en el medio de cultivo. En el presente 
estudio se evaluó el efecto del magnesio (Mg+2) en 
la biosíntesis de ICP’s en BaciIIus thuringierisis var. 
kurstaki-HD1. Las concentraciones de sulfato de 
magnesio (MgSO4) seleccionadas para la evaluación 
no afectaron significativamente la producción de 
cris tales tóxicos, hecho que sugiere que cantidades 
considerablemente menores de magnesio pueden 
ser suficientes para lograr un efecto de estimulación 
en la biosíntesis de estas d-endotoxinas.

Palabras clave: Proteína cris-
talina insecticida, biosíntesis, 
elemento metálico.

SUMMARY
The production of insecticidal crystal proteins (ICP’s) 
by Bacillus thuringiensis is substantially affected by 
the presence of metallic elements such as copper, 
zinc, calcium, manganese and magnesium in the cul-
ture medium. ln this study, the effect of magnesium 
(Mg+2) on biosynthesis of ICP’s by BaciIIus thurin-
giensis var. kurstaki-HD1 was investigated. Concen-
trations of magnesium sulfate (MgSO4) selected for 
evaluation did not significantly affect the production 
of toxic crystals, suggesting that considerably lower 
amounts of magnesium can be enough fo achieve 
a stimulatory effect on the synthesís of bacterial d-
endotoxins.

Key words: lnsecticidal 
crystal protein, biosynthesis, 
metallic element.
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Figura 1. Evaluación microscópica de B. tburingiensis var. kurstaki HD-1. Se observan bacterias (bastones rojos), esporas (puntos verdes) y 
cristales (puntos rojos).
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INTRODUCCIÓN
Las diferentes especies de insectos plaga destru yen 
anualmente entre el 20 y el 30% de los culti vos de 
importancia económica en todo el mundo y se estima 
que cada año se invierten 8 billones de dólares en 
su control (Nester et al., 2001). Bacillus thuringiensis 
(Bt) se ha utilizado durante más de un siglo como una 
alternativa de bajo impacto am biental en el control de 
algunas plagas y en los últimos años como fuente de 
genes para la creación de plantas transgénicas re-
sistentes al ataque de estas (Schnepf et al., 1998). Bt 
es una bacteria aeróbica, Gram-positiva, que durante 
la fase esta cionaria de crecimiento produce proteí-
nas cristali nas insecticidas (ICP’s) denominadas d-
endotoxinas (Figura 1); estas son codificadas por los 
genes cry y son las responsables de la activi dad in-
secticida de la bacteria (Schnepf et al., 1998). Bt po-
see actividad biológica contra insectos lepidópteros, 
coleópteros, dípteros, himenópteros, homópteros, 
ortópteros, malófagos; contra organis mos como áca-
ros, platelmintos, nemátodos y protozoos patógenos 
como Giardia lamblia y Plasmodium berghei (Háfte & 
Whiteley, 1989; Mizuki et al., 1999; Xu et al., 2004).

La producción de d-endotoxinas en la bacteria es 
afectada de manera sustancial por la presencia de 
elementos metálicos en el medio de cultivo (lçgen 
et al., 2002). Análisis de microscopía electrónica de 
cepas mutantes espontáneas de B thuringiensis cul-
tivadas en medio enriquecido y en medio míni mo re-
velaron que estas producen cristales cuya forma y 
tamaño es variable (Perani & Bishop, 2000). Para el 
caso particular de un aislamiento local de Bt origina-
rio de Turquía (6t81) se determinó que el magnesio 
era esencial (en el rango entre 8x10-5 M y 4x10-3 M) y 
el cobre altamente estimulante (en concentraciones 
que oscilaron entre 10-6 y 10-7 M) para la biosínte-
sis de las toxinas de 135 kDa y 65 kDa (lçgen et al., 
2002). La inclusión de mangane so a concentraciones 
entre 3x10-4 y 10-5M favore ció la producción de toxi-
nas mientras que la omi sión de zinc y calcio no tuvo 
efecto en la genera ción de las mismas. La síntesis de 
cristales proteicos y la esporulación parecen no ser 
correguladas por minerales puesto que responden de 
manera diferente a los niveles de estos. En el estudio 
no se hallaron evidencias de la supresión de la bio-
síntesis debido a la presencia de fosfato inorgánico 

en el rango entre 3 y 100 mM. Estudios complemen-
tarios mostraron que los mayores nive les de toxinas 
se obtuvieron en presencia de saca rosa, lactosa e 
inulina como fuente de carbono. Otros carbohidratos 
tales como glucosa, glicerol, maltosa, almidón y dex-
trina produjeron menores cantidades de toxinas. Las 
fuentes de nitrógeno ejercieron los efectos de control 
más importantes; la peptona fue la mejor fuente de 
nitrógeno orgáni co, soportando la producción óptima 
y la esporulación, también como una alta densidad 
de crecimiento celular. Se encontró que la formación 
de las toxinas Cry I y Cry II fue regulada de mane ra 
diferencial por compuestos de nitrógeno inorgá nico 
(lçgen et al., 2002b).

En 8. thuringiensis subs. israelensis HD500 las más 
altas producciones de Cry 11Aa y Cry 4Ba se lo graron 
con (NH4)2HPO4. Entre las fuentes de car bono, inu-
lina, dextrina, maltosa, lactosa, sacarosa y glicerol 
fueron estimulatorias, mientras que la glu cosa y el 
almidón tuvieron efecto represor. Se re quirieron altas 
concentraciones de fosfato inorgá nico (50 a 100 mM 
K2HPO4) para una síntesis efec tiva de Cry 4Ba. El 
manganeso (1 x 10-6 M) fue el elemento más críti-
co para la biosíntesis de ambas toxinas. Elementos 
como magnesio y calcio esti mularon la producción 
cuando estuvieron presen tes a concentraciones de 
8x10-3 M y 5.5 x 10-4 M respectivamente, mientras 
que hierro, zinc y cobre tuvieron un efecto negativo 
en la síntesis (Özkan et al., 2003). En este estudio se 
evaluó el efecto del magnesio proveniente del sulfato 
de magnesio (MgSO4) en la biosíntesis de los crista-
les proteicos de Badilas thuringiensis var. kurstaki-
HD1.

MATERIALES Y MÉTODOS
Cepa bacteriana, medio de cultivo y crecimien to de 
la bacteria: Se utilizó la cepa de referencia Bacillus 
thuringiensis var. kurstaki HD-1. La bacte ria se culti-
vó masivamente en medio LB sólido (10 g/L triptona, 
5 g/L extracto de levadura, 10 g/L NaCI, 15 g/L agar-
agar) suplementado con sulfato de magnesio (2, 4, 8 
y 12 g/L). Como control negati vo se utilizó medio LB 
sólido. Las bacterias se in cubaron a 28-30 “C durante 
14 días. Para cada concentración de Mg504 evaluada 
los ensayos se realizaron por triplicado.
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Preparación y tinción de las láminas: Muestras de 
masa bacteriana provenientes de cada concentración 
 de sulfato de magnesio evaluada se emulsificaron en 
agua destilada, se colocaron so bre láminas portaob-
jetos y se flamearon para ad herir la muestra a estas. 
Las láminas se colorea ron empleando la tinción Verde 
de Malaquita -Safranina.

Evaluación microscópica: Se analizaron 10 campos 
ópticos por cada concentración de sulfato de magne-
sio evaluada mediante observación al microscopio 
(objeti vo de 100X). Para cada campo se hizo el con-
teo de cristales presentes y posteriormente los valo-
res corres pondientes a cada concentración de MgSO4 
fueron promediados.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
El número promedio de cristales d-endotóxicos en-
contrado en cada una de las tres primeras concentra-
ciones de sulfato de magnesio seleccionadas (2, 4 y 
8 g/L) no presentó variaciones significativas respecto 
al control negativo, mientras que la cuarta concentra-
ción (12 g/L) mostró valores superiores a los demás; 
sin embargo tal diferencia no es estad ísticamente 
sig nificativa (Figura 2).

Bt requiere de algunos elementos metálicos en mini-
mas concentraciones para estimular la síntesis de 
ICPs. lçgen et al. (2002) encontraron que en aisla-
mientos nativos de Bt la presencia de manganeso en 
el rango entre 3x104 y 105M favoreció a la produc ción 
de d-endotoxinas y que el cobre en el rango en tre 10-6 
y 10-7 M resultó altamente estimulante para dicho pro-
ceso biosintético. No obstante, en trabajos posterio-
res se determinó que concentraciones de manganeso 
diez veces menores a las establecidas en el trabajo 
antes citado, permitieron lograr el máxi mo nivel de 
producción de toxinas (12 mg/mL de las proteínas 
Cry4Ba y Cry11Aa) en la cepa de referen cia B. thurin-
giensis subs. israelensis HD500 y que el cobre afectó 
de manera negativa la biosíntesis (Özkan et al., 2003). 
De manera contrastante, Jun et al. (2003) han demos-
trado que la actividad metabólica de Bt puede ser esti-
mulada, inhibida o interrumpida defini tivamente cuan-
do se emplean cantidades de cobre 450, 650 y 2000 
veces más altas que las reportadas por lçgen et al. 
2002. En la última situación descrita el cobre alcanzó 
niveles tóxicos para la bacteria.

La evaluación del efecto de elementos traza realiza-
da por Özkan et al. (2003) reveló que el magnesio a 
concentración de 8x103 M estimuló de manera con-

Figura 2. Comparación del número de cristales producido en cada concentración de MgSO4 utilizada.
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siderable la síntesis de las toxinas Cry4Ba y Cry11Aa 
(3 y 6.2 mg/mL respectivamente). En el presente es-
tudio se emplearon concentraciones de magnesio 
que fueron entre 2 y 12.5 veces mayores que las 
evalua das en el estudio antes mencionado. El he-
cho de que no existan diferencias significativas en 
el número pro medio de cristales obtenido con las 
cantidades de magnesio evaluadas, sugiere que ta-
les concentracio nes fueron suficientemente elevadas 
para generar un efecto inhibitorio de la biosíntesis de 
las toxinas, re sultado que coincide con lo observado 
por Jun et al. (2003) respecto al cobre.

CONCLUSIONES
Las concentraciones de magnesio evaluadas no afec-
taron significativamente la producción de cristales 
tóxi cos en Bacillus thuringiensis van kurstaki HD-1, 
he cho que al ser contrastado con reportes previos 
su giere que el uso de cantidades mucho más peque-
ñas de dicho metal puede inducir un efecto de esti-
mulación en la biosintesis de las d-endotoxinas. Los 
numero sos estudios sobre las condiciones de cultivo 
que re quieren los aislamientos de Bacillus thuringien-
sis para lograr elevados niveles de síntesis de ICP’s 
presen tan resultados disímiles; en determinados ca-
sos ta les diferencias son de varios órdenes de mag-
nitud, lo que conduce a pensar que para cada aisla-
miento de St es necesario determinar los parámetros 
de cultivo que permitan obtener los mejores resulta-
dos en tér minos de producción de d-endotoxinas.
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