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RESUMEN
La presencia de aislados nativos de Bacillus thuringiensis se determi-
nó mediante el análisis de 87 muestras colectadas de las diferentes
regiones de Cuba. El proceso de pasteurización se utilizó para la
selección de colonias esporuladas crecidas en medio nutriente. Las
colonias se seleccionaron por su aspecto y morfología mediante
observación al microscopio estereoscópico. Se observó la típica
forma bacilar, posición y morfología de la endospora por microscopía
óptica, características del grupo cereus del género Bacillus. La espe-
cie B. thuringiensis se reconoció básicamente debido a la presencia
del cristal paraesporal. El índice B. thuringiensis obtenido se deter-
minó por la relación entre el número de colonias de B. thuringiensis
seleccionadas y el número total de colonias examinadas en la mues-
tra. Colonias de 1-1,5 cm de diámetro, planas, opacas, de color blan-
co-grisáceo, de consistencia ligeramente costrosa, bordes irregula-
res, células vegetativas en forma de bacilos y esporas elipsoidales
en posición terminal dentro de la célula vegetativa permitieron la
selección de 609 colonias esporuladas. De estas, 341 colonias se
clasificaron como B. thuringiensis sobre la base de la producción del
cristal paraesporal. Los aislados de B. thuringiensis mostraron tres
morfologías del cristal: bipiramidales predominantemente amorfos y
dos aislados produjeron cuerpos paraesporales pequeños con apa-
riencia de gorro sobre la espora. Los índices de B. thuringiensis
variaron de 0,37 a 0,74, y el índice medio en el total de colonias
observadas fue de 0,56.

Palabras claves: Bacillus thuringiensis, aislamiento, cristal
paraesporal

ABSTRACT
The presence of native isolates of Bacillus thuringiensis was determined
by the analysis of 87 samples collected from different regions of
Cuba. The pasteurization was utilized for the selection of sporulating
colonies growed in nutrient medium. The colonies were selected
because of their aspect and morphology by stereoscopic observation.
It was observed the typical bacilar shape, position and morphology of
the endospore by light microscopy, characteristics of cereus group,
Bacillus genus. The bacterium was recognized basically due to the
presence of a paraesporal crystal. The B. thuringiensis index obtained
was determined by the relation between the numbers of B. thuringiensis
colonies found with respect to the total number of colonies examined
in the sample. 1-1,5 cm diameter colonies, plane, opaque, white-gray,
lightly scabby consistence, irregular border, vegetative cells the typical
bacilar shape and elipsoidal terminal endospores inside the vegetative
cell allowed the selection of 609 sporulating colonies. From these,
341 colonies were classified as B. thuringiensis based on the
production of parasporal crystal. B. thuringiensis isolates showed three
crystal morphologies: bipyramidal mainly, amorphous, two isolates
produced small parasporal bodies which appeared as a «cap» on the
spore. The B. thuringiensis index varied from 0.37 to 0.74 and the B.
thuringiensis index total was 0.56.
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INTRODUCCIÓN

Los productos que se obtienen a partir de la bacteria
Bacillus thuringiensis Berliner dominan el mercado de
los bioplaguicidas, y el uso constante y creciente de sus
productos por cuatro décadas se debe fundamentalmen-
te a su alta especificidad, así como a su inocuidad para
insectos benéficos, plantas y mamíferos, incluidos los
humanos [Ghelardi et al., 2002; Támez et al., 2007]. El
componente tóxico principal de B. thuringiensis es la
proteína cristal (Cry) o δ-endotoxina, la cual tiene un
espectro de actividad biológica definido, usualmente
restringido a pocas especies dentro de un grupo parti-
cular de organismos.

La búsqueda de nuevas cepas de esta bacteria en los
hábitats naturales, donde se encuentra con relativa fre-
cuencia, se ha convertido en una práctica internacional
que ha permitido aumentar las posibilidades de uso a
partir de nuevas potencialidades de control sobre orga-
nismos que constituyen plagas. Mediante la prospec-
ción y aislamiento en diferentes regiones geográficas se
ha logrado el enriquecimiento de los ceparios que con-
servan esta especie con un elevado potencial para el con-
trol de insectos y otros organismos plaga [Martin y
Travers, 1989; Ruiz de Escudero et al., 2004; Armengol
et al., 2007; Rosas et al., 2008].
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El Instituto de Investigaciones de Sanidad Vegetal
(Inisav) ha tenido la responsabilidad de conservar y
suministrar las cepas para la producción de bio-
plaguicidas en Cuba, y cuenta con  un grupo de cepas
de B. thuringiensis cuyo origen no está totalmente de-
finido debido a que no se ha realizado un estudio orien-
tado a determinar la presencia de B. thuringiensis en
diferentes hábitats de las regiones del país y que per-
mita conocer el verdadero potencial de esta especie. De
manera que el objetivo principal de la investigación fue
la obtención de aislados de Bacillus thuringiensis,
Berliner, autóctonos de Cuba.

MATERIALES Y MÉTODOS
Se analizaron 87 muestras colectadas de las diferentes
regiones de Cuba (Tabla 1). Las muestras de suelo se
recogieron en prospecciones de campo realizadas en las
diferentes provincias del país de abril a junio y de sep-
tiembre a noviembre del 2004 y del 2005. Se tomaron
muestras tanto de suelos de hábitats naturales (zonas
boscosas) como de suelos cultivados, donde los
biopreparados de B. thuringiensis nunca se han aplica-
do. También se hicieron aislamientos de rizosfera, semi-
llas, raíces y hojas de plantas. En cada punto de
muestreo, con un área estimada de 9 m2, se tomaron va-
rias submuestras, en una superficie de 0,10 m2 cada una.

Tabla 1. Procedencia de las muestras colectadas para el aislamiento de Bacillus thuringiensis 
 

Procedencia Tipo de muestra 
Ciudad  
de La Habana 

Semilla de arroz variedades Perla, 8013, IA-Cuba 30 
Rizosfera de arroz variedad J-104 
Hojas de café, cacao y melocotón 
Suelos cultivados de albahaca, lechuga y suelos sin cultivar 
Raíces de hierba de la niña, anís, verbena azul, apasote, tilo 

La Habana  Suelos cultivados de lechuga, tomate, ají y suelos sin cultivar 
Pinar del Río Suelo cultivados de tabaco, arroz y calabaza, infestados o no con nematodo. Suelos 

sin cultivar 
Rizosfera de arroz 

Matanzas  Suelos cultivados de ajo, cebolla y caña de azúcar  
Cienfuegos  Suelos sin cultivar y suelos cultivados de plátano 

Hojas de eucalipto 
Villa Clara Suelos cultivados de caña de azúcar, hortalizas, plátano, boniato, tomate, pepino, 

habichuela, yuca, rosas y margaritas japonesas 
Sancti Spíritus  Suelo, rizosfera y raíz de cultivo de tabaco 

Hojas de café 
Las Tunas  Hojas de café, suelos sin cultivar 

Suelos y rizosfera de cultivo de tomate  
Granma  Suelos cultivados de tabaco, arroz, café, plátano, rosas y suelos sin cultivar 

Rizosfera y raíz de arroz 
Santiago  
de Cuba  

Suelos cultivados de boniato, café, tabaco, plátano, maíz, cítricos, tomate, pimiento, 
flores 
Hojas de café 

"
De cada una de las muestras procesadas se tomó 1 g
que se mezcló con 10 mL de agua destilada estéril en
tubos de ensayo, y se sometió a agitación vigorosa.
Los tubos se incubaron en un baño de María a 65°C
durante 30 min con el objetivo de seleccionar las es-
poras presentes en la mezcla. Luego se dejó en hielo
por igual tiempo y se procedió a realizar diluciones
decimales. Cien microlitros de las diluciones se depo-
sitaron en placas con medio nutriente, se esparcieron
con espátula de Drygalski y se incubaron a 28-30°C
durante 48-72 h hasta visualizar colonias individua-
les. Se examinaron las colonias crecidas y se seleccio-
naron por su aspecto y morfología mediante observa-

ción al microscopio estereoscópico. Se determinó la
forma bacilar, distensión del esporangio, localización
y morfología de la espora mediante observación de la
tinción de Wirtz al microscopio óptico 1000 X
[Valenzuela, 2003], características descritas para el
grupo cereus del género Bacillus [Boone et al., 2001;
Porcar y Juárez, 2004].

Se utilizó como criterio de selección de B. thuringiensis
respecto a B. cereus la presencia de un cuerpo paraes-
poral (cristal) [Boone et al., 2001] mediante observa-
ción de la tinción simple con violeta cristal al microsco-
pio óptico 1000 X.
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Se determinó el índice de B. thuringiensis obtenido por
la relación del número de colonias a las que estuvo aso-

ciado el cuerpo paraesporal y el número de colonias exa-
minadas con las características culturales de Bacillus:

Para la conservación de los aislados se preparó una suspen-
sión de células muy densa de estos y se añadieron 100 µL
a una placa de Petri estéril. El inóculo se distribuyó en la
superficie de la placa y se le colocaron unos discos de papel
de filtro estériles. Se dejó secar en flujo laminar. Los dis-
cos de papel de filtro secos se guardaron en tubos eppendorf
estériles y se conservaron a 4°C hasta su uso.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Las colonias de 1-1,5 cm de diámetro, de color blanco-
grisáceo, planas, opacas, de consistencia ligeramente
costrosa y que mostraron indistintamente dos tipos de
bordes irregulares, lobulados o ramificados, ambos in-
cluidos en las características descritas para el grupo
cereus del género Bacillus (Fig. 1), se consideraron para
seleccionar 609 colonias como posibles B. thuringiensis,
criterio utilizado por Porcar y Juárez (2004).

Figura 1. Fotografía al microscopio estereoscopio (20 X).
Morfología de los tipos de colonias crecidas en agar nutriente (72 h).
A) Bordes lobulados. B) Bordes Ramificados.

La posición y la morfología de la endospora en el interior de
la bacteria constituyen un carácter taxonómico útil para
diferenciar especies dentro de un mismo género. Bacillus
thuringiensis tiene localizada la endospora elipsoidal en po-

sición terminal dentro de la célula vegetativa. La Fig. 2
muestra esta posición y morfología en una de las colonias
seleccionadas. Se observa la endospora teñida de color ver-
de y las células vegetativas de color rojo.

Figura 2. Microfotografía al microscopio
óptico (1000 X) de la tinción de Wirtz.
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La presencia de las células vegetativas en forma de baci-
los de 1,0-1,2 µm de ancho por 3-5 µm de largo (Fig. 2),
así como la formación de esporas ovales a las cuales se
encontró asociado un cristal paraesporal de forma
bipiramidal, esférico o amorfo teñido de color azul (Fig. 3),
permitió confirmar la presencia de B. thuringiensis. La
aparición del cristal es una característica distintiva de
B. thuringiensis, la cual permite separarla de otras es-

pecies cercanas filogenéticamente como Bacillus cereus
[Boone et al., 2001; Porcar y Juárez, 2004].
En los aislados seleccionados predominó la morfología
bipiramidal de las inclusiones cristalinas, aunque tam-
bién se observó la morfología esférica/amorfa y en muy
pocos aislados un cristal muy pequeño adherido a la espo-
ra (Fig. 3). De manera que, sobre el criterio de la capaci-
dad de producción del cristal paraesporal, de 609 colonias
analizadas 341 se identificaron como B. thuringiensis.

Figura 3. Microfotografía al microscopio óptico (1000 X) de la tinción simple con violeta cristal al
0,5%. Se observa morfología bipiramidal de los cuerpos paraesporales (A), morfología amorfa/esférica
(B) y esporas de B. thuringiensis con cristales pequeños adheridos a la espora (señalizados con una
flecha) (C).

Mediante la utilización de esta técnica de identifica-
ción muchos autores han realizado trabajos de aisla-
miento de B. thuringiensis y se han establecido gran-
des colecciones de esta especie, como los de Ruiz de
Escudero et al. (2004), quienes seleccionaron 1230 co-
lonias con las características morfológicas de B. thu-
ringiensis, y de estas 684 presentaron cristal para-
esporal.

De manera similar Arrieta et al. (2004), de 641 mues-
tras procesadas lograron aislar 300 colonias con mor-
fología similar a B. thuringiensis, y de ellas un total
de 202 mostraron cristales. Se presentó una gran di-
versidad de cristales por cepa, y entre las cepas donde
las morfologías más frecuentes fueron la redondeada e
irregular. Los resultados del presente trabajo coinci-
dieron más con los de Ruiz de Escudero et al. (2004) y
Rosas et al. (2008), en que hubo un predominio de la
morfología bipiramidal. Los cristales bipiramidales se
han asociado a B. thuringiensis desde su descubrimien-
to en 1901 por Shigetane Ishiwata [Aizawa, 2001].

La eficiencia del aislamiento de cepas de B. thu-
ringiensis con cristales del 56% con respecto a los ba-

cilos esporulados acristalíferos resultó similar a lo re-
portado por otros autores en España y Costa Rica [Bel
et al., 1997; Arrieta et al., 2004], lo cual confirma la va-
lidez del método empleado.

Con relación al total de muestras analizadas, B. thu-
ringiensis se encontró en el 74,7%, y con las muestras
de suelo estuvo en el 82,5%. Se dispone de información
en los que el porcentaje de muestras con presencia de B.
thuringiensis oscila entre el 20 y el 30% [Iriarte et al.,
1998], o hasta el 92% [Bel et al., 1997]. La mayor o me-
nor riqueza de muestras con B. thuringiensis puede de-
pender del número de colonias identificadas en cada
muestra. Para tener en cuenta esto se utilizó el índice
B. thuringiensis que se considera como una medida del
éxito en el aislamiento de esta especie.

El índice B. thuringiensis obtenido para suelo resultó
de 0,6 (Tabla 2). En muestras de suelo este índice puede
tomar valores muy bajos de 0,0060-0,0092 [Quesada et
al., 2004; Rosas et al., 2008], valores medios de 0,5 [Ruiz
de Escudero et al., 2004], o valores altos de 0,85 cuando
se usan medios selectivos (medio con acetato) [Martin y
Travers, 1989].
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Tabla 2. Índice de colonias de Bacillus thuringiensis obtenidas según tipo de muestra 
 

Muestras 
Número 

de muestras 
examinadas 

Número de colonias 
seleccionadas  

por su morfología 

Número  
de colonias 
cristalíferas 

Índice de  
B. thuringiensis* 

Suelo 60 490 294 0,60 

Rizosfera 8 42 18 0,43 

Hojas de plantas 7 61 24 0,39 

Semilla 3 10 3 0,30 

Raíz 9 6 2 0,33 

Total 87 609 341 0,56 
 

* Colonias de B. thuringiensis como una fracción del total de colonias analizadas. 

"
El valor de 0,6 para las muestras de suelo analizadas
indica una buena incidencia de la especie en este hábitat.
Esta eficiencia puede atribuirse a que cuando las mues-
tras se colectaron, se rechazó la superficie, y el mate-
rial de la muestra pertenece a la capa del suelo que está
por debajo de 5-10 cm de la superficie, a niveles en que
los daños causados por la luz UV no son posibles y la
temperatura es más estable [Bel et al., 1997]. De mane-
ra general los resultados sugieren que los suelos de Cuba
son una importante fuente de B. thuringiensis, ya que
el índice obtenido fue comparable con los valores infor-
mados previamente por otros autores en muestreos de
suelos hechos en distintas regiones de los cinco conti-
nentes [Martin y Travers, 1989; Ruiz de Escudero et
al., 2004; Chatterjee et al., 2007].

En el caso de rizosfera, hoja, semilla y raíz, mostraron
índices de incidencia de B. thuringiensis más bajos (Ta-
bla 2), aunque se debe considerar que el número de
muestras analizadas fue mucho menor.

Los más bajos índices B. thuringiensis en rizosfera res-
pecto a suelo puede atribuirse a que, como plantean
Medrano et al. (2000), B. thuringiensis no se considera
como parte de su flora nativa, pues está sujeto a la
competencia y depredación de los microorganismos
autóctonos de este ambiente, y a su incapacidad para
competir por los exudados de las raíces.

En las hojas de pinos se señala que las esporas persis-
ten más de siete meses, pero la experiencia con la as-
persión de las esporas y cristales en las hojas de plan-
tas no forestales muestra una limitada viabilidad de
esas esporas, principalmente por la acción germicida
de la luz visible y UV. De manera general, B. thu-
ringiensis se considera un pobre colonizador de la su-
perficie de las hojas [Maduell et al., 2008]. Esto pu-
diera dar explicación al índice de 0,39 encontrado en
las muestras de hojas analizadas, lo que está en corres-

pondencia con Maduell et al. (2002), quienes informa-
ron índices de 0,2 en especies del género Piper
(Piperaceae).

Al analizar la presencia de B. thuringiensis en las dife-
rentes regiones de Cuba se encontraron índices más ele-
vados en las regiones occidental y oriental (Tabla 3).

Aunque en el trabajo no se realiza un análisis de la pre-
sencia de B. thuringiensis en los suelos, pues no se re-
cogen sus características y se analizan otras fuentes
además de suelo, se observa una correspondencia con
los resultados de Ruiz de Escudero et al. (2004). De
acuerdo con lo planteado por estos autores, el lugar de
procedencia de las muestras, el tipo de suelo, el cultivo
implantado y el resto de las propiedades físico-quími-
cas del suelo no mostraron diferencias notables en la
riqueza en B. thuringiensis. Los índices variaron desde
0,7 a 0,9, y el índice medio de B. thuringiensis en el
total de colonias observadas fue 0,55; sin embargo,
Maduell et al. (2005) observaron que el pH del suelo fue
una de las variables más importantes en la presencia
de B. thuringiensis. Él no mostró un efecto por sí solo.
La combinación del pH con otras variables, como la
disponibilidad de nutrientes (Ca, Mg, K), el contenido
de arcillas y la textura del suelo, tuvieron un efecto
sobre la biología de B. thuringiensis.

De manera general, y de acuerdo con la clasificación
genética de los suelos de Cuba [Hernández y Ascanio,
2005], estos son mayormente pardo sialíticos en las re-
giones central y oriental, y ferralíticos en la occidental.
En estos suelos existe un predominio de minerales, y el
contenido de hierro libre no sobrepasa el 3%; no pre-
sentan además pH mayor que 7, condiciones que favo-
recen la presencia de las esporas de B. thuringiensis
[Maduell et al., 2005]. Se considera que la temperatura
sí pudiera ejercer una influencia sobre la presencia de
esta especie bacteriana por la acción germicida de la luz
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visible y UV sobre B. thuringiensis. En Cuba las dife-
rencias no son tan marcadas entre las diferentes regio-

nes, por lo que los índices de B. thuringiensis se consi-
deran aceptables.

 Tabla 3. Índice de colonias de B. thuringiensis obtenidas en las diferentes regiones del país 
 

Provincias 
Número de 
muestras 

analizadas 

Número de 
colonias por su 

morfología 

Número de 
colonias 

cristalíferas 

Índice de 
B. thuringiensis* 

Pinar del Río 8 69 60 0,87 

Ciudad de La Habana 16 81 56 0,69 

La Habana 7 32 6 0,18 

Matanzas 2 9 0 0,00 

Subtotal 33 191 122 0,64 

Cienfuegos 9 118 26 0,22 

Villa Clara 8 44 31 0,70 

Sancti Spíritus 10 78 32 0,41 

Subtotal 27 240 89 0,37 

Las Tunas 5 38 30 0,79 

Granma 10 67 51 0,76 

Santiago de Cuba 12 73 49 0,67 

Subtotal 27 178 130 0,74 

Total 87 609 341 0,56 
 

 * Colonias de B. thuringiensis como una fracción del total de colonias analizadas. 

"

La diferencia en la frecuencia de aislamiento entre los
hábitats se asume que se debe a la sensibilidad de las
esporas a la radiación solar y la desecación, hecho aso-
ciado con los plásmidos que codifican para la síntesis
de la δ-endotoxina, los que causan cambios en la com-
posición química de la cubierta de las esporas y que
reducen su tolerancia a estos factores físicos del am-
biente [Sánchez y Peña, 2000].

Independientemente de la mayor o menor riqueza en-
contrada, actualmente se admite que B. thuringiensis
es una bacteria distribuida por todo el mundo y se ha-
lla prácticamente en todos los hábitats muestreados.
Estos resultados claramente revelan la presencia de
B. thuringiensis en todo el territorio, y por tanto per-
miten confirmar que Cuba no es una excepción en este
sentido.

CONCLUSIONES

• Se obtuvieron 341 aislados de Bacillus thuringiensis
de las diferentes regiones y hábitats de Cuba.
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