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RESUMEN
En la actualidad la identificación de los microorganismos se realiza
por varios métodos. Existen métodos clásicos que utilizan como
criterios de diferenciación los caracteres fenotípicos morfológicos y
fisiológicos. Los kits miniaturizados, como los API 50CHB para Bacillus
ayudan a caracterizar la fisiología de las bacterias pertenecientes a
este grupo, de manera fácil y rápida; además, resultan muy útiles
para la identificación hasta el nivel de especie por su elevada preci-
sión. La observación de la morfología y esporulación, la respuesta a
la tinción de Gram y algunas pruebas bioquímicas permiten, en el
caso de Bacillus spp., ubicarlos dentro de su género. El objetivo de
esta investigación fue caracterizar morfológica, bioquímica y
fisiológicamente seis aislados de suelo y rizosfera pertenecientes al
género Bacillus con capacidad antagónica frente a Rhizoctonia solani
y Sclerotium rolfsii (Sr.), con la utilización del API 50 CHB. Tres de los
aislados resultaron pertenecer a la especie de Bacillus subtilis y otro
a B. megaterium con más del 95% de confiabilidad, además un aisla-
do de B. licheniformis y otro de B. circulans, ambos con el 82,7%.

Palabras claves: Bacillus, identificación, antagonismo, Rhizoctonia
solani, Sclerotium rolfsii

ABSTRACT
Microorganism identification is realized by several methods, currently.
Classical methods utilize phenotypic, morphologic and physiological
characters as differentiation criteria. Commercial miniaturized kits
as API 50CHB for Bacillus, helps to characterize physiology of this
kind of bacteria in an easy and fast way; furthermore they are useful
for identification until species level due to their high precision.
Observation of morphology and sporulation, the answer to Gram
tinction and some biochemical tests permit, in the case of Bacillus
spp., put them within they genera. The objective of this investigation
was to characterize morphologic, biochemical and physiologically
six isolated of genera Bacillus from soil and rhizosphere with
antagonistic capability in front of Rhizoctonia solani and Sclerotium
rolfsii (Sr.), with the utilization of the API 50 CHB. Three of the isolated
proved to belong to species Bacillus subtilis and another one to B.
megaterium with over than 95% of reliability, also one isolated of B.
licheniformis and another one of B. circulans, both with 82.7%.

Key words: Bacillus, identification, antagonism, Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii

INTRODUCCIÓN

Una nueva etapa para la taxonomía bacteriana tuvo
lugar en 1980, cuando varios expertos de todo el mun-
do se reunieron para confeccionar la Lista de Nombres
Bacterianos Aprobados [Skerman et al., 1980], donde
se concibieron 38 especies de bacterias aerobias
formadoras de endosporas, de las cuales 31 fueron agru-
padas dentro del género Bacillus y siete dentro de otros
géneros de bacterias formadoras de endosporas. Esta
clasificación no se ha mantenido. La introducción de

nuevas técnicas moleculares como los análisis de secuen-
cias ha contribuido a la separación de especies del géne-
ro y la creación de nuevos taxas donde ubicarlos, sien-
do la comparación de secuencias del gen que codifica
para la subunidad 16S la base de la sistemática moder-
na [Stackebryt y Swidersky, 2002].
En la actualidad la identificación de los microor-
ganismos se realiza por varios métodos. Existen méto-
dos clásicos que utilizan como criterios de diferencia-
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ción caracteres fenotípicos como los morfológicos y fi-
siológicos que se describen en el Manual de Clasifica-
ción de Bergey [Claus y Berkeley, 1986].

En el caso de los Bacillus spp., la observación del fenotipo
permite ubicarlo dentro del género Bacillus, pero mu-
chas veces no resulta suficiente para una completa iden-
tificación. Por esa razón muchos investigadores acuden
a técnicas más sofisticadas, como los ensayos molecu-
lares basados en el análisis del genotipo de los microor-
ganismos. La determinación de la composición de ba-
ses del ácido desoxirribonucleico (ADN), el estudio de
la hibridación de ácidos nucleicos y la secuenciación de
ácidos nucleicos son tipos de análisis que se pueden rea-
lizar sobre ácidos nucleicos aislados y que proporcio-
nan información acerca del genotipo [Reinoso et al.,
2006; Fritze, 2004].

Los kits de API 50CHB para Bacillus, introducidos en
el mercado mundial en los últimos tiempos, se utilizan
mucho porque ayudan a caracterizar la fisiología de
estos microorganismos de una manera fácil y rápida,
además de permitir caracterizar el catabolismo de los
aislados, y en la mayoría de los casos la identificación
hasta especie con precisiones del orden del 76-97% [Entis
et al., 2001].

El objetivo de esta investigación fue caracterizar
morfológica, bioquímica y fisiológicamente los aislados
de suelo y rizosfera B-4, B-10, B-14, B-15, B-21 y B-42
pertenecientes al género Bacillus con capacidad anta-
gónica frente a Rhizoctonia solani (Rs-10) y Sclerotium
rolfsii (Sr.).

MATERIALES Y MÉTODOS

Se empleó la cepa de Bacillus licheniformis (Weigmann)
Chester (RI-75) perteneciente al Centro de Estudios Apli-
cados al Desarrollo de la Energía Nuclear (CEADEN) como
cepa de referencia, y los aislados de suelos y rizosfera B-4,
B-10, B-14, B-15, B-21 y B-42 del género Bacillus y con
capacidad antagónica frente a Rhizoctonia solani (Rs-10)
y Sclerotium rolfsii (Sr).

Los seis aislados se caracterizaron morfológica y
fisiológicamente según las pruebas descritas en el Ma-
nual de Clasificación de Bergey [Claus y Berkeley, 1986].
La identificación se complementó por medio de la utili-
zación del sistema API 50 CHB para el género Bacillus.

Para la identificación de Bacillus spp. se emplearon cul-
tivos bacterianos de 18 h y se realizaron las siguientes
pruebas bioquímicas (con dos réplicas en cada caso):

Tinción de Gram. Producción de la enzima catalasa.
Posición de la espora (terminal, central o subterminal).
Medio I (producción de ácido a partir de glucosa). Me-
dio II (producción de gas a partir de glucosa). Me-
dio III (producción de acetoína a partir de glucosa)
(Voges-Proskauer). Hidrólisis de la gelatina. Hidrólisis
del almidón. Utilización de citrato. Crecimiento en agar
anaerobio. Crecimiento en NaCl al 7%. Reducción de
nitratos a nitritos. Prueba de la lecitinasa. Crecimien-
to a 45°C y finalmente crecimiento a 55°C.

Se empleó el sistema de API 50 CHB concebido para
caracterizar el metabolismo de los carbohidratos de
Bacillus. La identificación de los aislados se realizó
mediante la utilización de la base de datos APILAB,
empleada en estos ensayos.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Identificación de los aislamientos

De acuerdo con las pruebas bioquímicas realizadas, los
aislamientos de Bacillus B-4, B-10, B-14, B-15, B-21 y
B-42 presentaron tinción de Gram positiva, endospora
de posición central y forma elipsoidal, crecimiento
anaerobio facultativo, utilización de citratos, hidrólisis
del almidón positiva, Voges Proskauer positivo, creci-
miento en NaCl al 7% y a 45°C (Tabla 1).

Los análisis de perfil bioquímico aportados por la base
de datos APILAB del test API 50 CHB para Bacillus
permitieron identificar, de una manera rápida y senci-
lla, los aislados seleccionados hasta especie. Tres de los
aislados (B-4, B-21 y B-42) fueron identificados como
Bacillus subtilis Cohn, y los aislados B-10, B-14 y B-15
como B. megaterium 2 de Bary, B. licheniformis
Weigmann y B. circulans 1 Jordan, respectivamente
(Tabla 2).

Guinebretiere et al. (2001) realizaron un estudio en el
que identificaron 119 aislados de Bacillus mediante el
sistema API 50 CHB/20 E y técnicas moleculares, basa-
das en la amplificación y secuenciación de su material
genético, lo que les permitió comparar los resultados en
ambos casos. Estos autores concluyeron que para el caso
de las especies pertenecientes al grupo B. subtilis el gra-
do de discriminación entre B. subtilis, B. licheniformis
y B. amyloquefaciens puede ser bajo si se usa el sistema
API 50 CHB/20 E. De igual forma, cepas pertenecientes
al género Paenibacillus fueron identificadas como B. cir-
culans grupo 2, y otras pertenecientes a este ultimo taxón
se ubicaron dentro del grupo 1.
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        Tabla1. Resultados de la caracterización bioquímica de los aislados antagonistas 
 

Aislados bacterianos 
Pruebas bioquímicas 

B-4 B-10 B-14 B-15 B-21 B-42 RI-75 Control 

Tinción de Gram + + + + + + + – 

Catalasa + + + + + + + – 

Posición de la espora (terminal) – – – – – – –  

(Central) + + + + + + +  

(Subterminal) – – – – – – –  

Medio I + + + + + + + – 

Medio II – – – – – – – – 

Medio III + + + + + + + – 

Hidrólisis de la gelatina + + + + + + + – 

Hidrólisis del almidón + + + + + + + – 

Utilización de citrato de sodio + + + + + + + – 

Crecimiento en NaCl (7%) + + + + + + + – 

Reducción de nitrato + + + + + + + – 

Prueba de la lecitinasa – – – + - – – – 

Crecimiento a 45°C + + + + + + + – 

Crecimiento a 55°C – + – – + – + – 

 

 Tabla 2. Resultados de la identificación de los aislados antagonistas mediante 
 el sistema API 50 CHB 
 

Aislados Especie Procedencia 
Tipo de  
muestra 

Confiabilidad 
(%) 

B-4 B. subtilis Santiago de Cuba Rizosfera 95,7 

B-10 B. megaterium 2 Santiago de Cuba Rizosfera 99,2 

B-14 B. licheniformis Sancti Spíritus Suelo 82,7 

B-15 B. circulans 1 Sancti Spíritus Suelo 82,7 

B-21 B. subtilis Santiago de Cuba Suelo 95,3 

B-42 B. subtilis La Habana Suelo 97,8 

RI-75 B. licheniformis Cepario Ceaden – 99,5 

 
Al analizar los aislados identificados como B. subtilis
se observó que crecieron en condiciones de anaerobiosis,
lo cual puede deberse a que los miembros de esta espe-
cie pueden crecer en medios que contengan nitrato
[Garrity et al., 2003; Todar, 2005; Calvo y Zúñiga, 2010],
y en este caso el medio para la realización de esa prueba
fue agar nutriente, el cual contiene peptona bacte-
riológica.
En el aislado B-21, identificado también como B. sub-
tilis, se detectó crecimiento a 55°C. Esto puede ser un
dato importante al seleccionar las cepas más promi-
sorias, ya que parece ser que es una variedad diferente
dentro de las especies determinadas como B. subtilis

que no crecieron a esta temperatura. Claus y Berkeley
(1986) plantean que la capacidad de crecimiento a 50oC
es variable entre cepas de la misma especie; los rangos
de temperatura de crecimiento altos son muy sensi-
bles, tanto que a una variación de un grado puede in-
fluenciar en el crecimiento vegetativo de la bacteria. El
hecho de que esta cepa haya crecido a este valor de tem-
peratura puede ser consecuencia de la selección natural
y además de la presencia de endosporas, que le han per-
mitido a este género bacteriano una mejor adaptación
a las condiciones adversas del medioambiente, tales
como temperatura, pH, calor, humedad, desecación,
radiaciones y sustancias químicas, condiciones a las que



Sosa y otros

42/fitosanidad

están expuestos con frecuencia estos microorganismos
[Sosa et al., 2006]. Esta ventaja adaptativa puede estar
relacionada además con las altas temperaturas que co-
múnmente se registran en la región oriental del país,
específicamente en la provincia de Santiago de Cuba,
de donde proviene esa cepa.

B. subtilis es la especie tipo del género Bacillus, y sus
esporas están ampliamente distribuidas en ambientes
naturales. Puede degradar pectina y polisacáridos en
los tejidos vegetales. Produce una gran gama de
antibióticos pertenecientes a la familia de las Iturinas
[Wulff  et al., 2002]. Se ha reportado como un eficiente
antagonista de fitopátogenos. Esta especie se encuen-
tra entre los microorganismos promotores del crecimien-
to vegetal debido a que produce sustancias semejantes
a las fitohormonas, y además contribuye al mejora-
miento de la absorción de agua y nutrientes en la raíz.
Se le atribuye también la inducción de resistencia me-
diante la activación de genes defensivos de la planta
[Guillén et al., 2006].

El aislado B-14, identificado como B. licheniformis,
presentó resultados similares a los de la cepa RI-75,
utilizada como cepa patrón, excepto que la primera
no creció a 55°C; pero de acuerdo con lo planteado por
el Manual de bacteriología y sistemática [Claus y
Berkeley, 1986], en el caso en que los resultados sean
positivos, debe tenerse en cuenta que más del 90% de
las cepas son positivas y da margen a un porcentaje
de variación, lo cual se corrobora al complementar la
pruebas bioquímicas efectuadas y el API 50CH/B, con
una confiabilidad del 82,7%. B. licheniformis produ-
ce el antibiótico bacitracina de acción frente a bacte-
rias Gram + y de gran uso en el campo de la medicina
a escala industrial con fines clínicos [Todar, 2005]; sin
embargo, no se encontraron reportes de los posibles
efectos antifúngicos de esta sustancia. Se utiliza ade-
más como productor de proteasas y amilasas. Esta
especie fue reportada por Lee et al. (2006) como
biofungicida contra el moho gris del tomate causado
por Botrytis cinerea. Se encuentra clasificada dentro
del grupo ecofisiológico de las bacterias desni-
trificantes, por lo que muchas veces su presencia en
los cultivos causa pérdidas económicas, pues volatiliza
(NH3, N2O y N2) el nitrato propio del suelo, o adicio-
nado por medio de los fertilizantes puede o no produ-
cir pigmentos rojos [Todar, 2005]. Es por ello que se
recomienda la caracterización genotípica de estos ais-
lados.

El aislado B-15, identificado como B. circulans 1, es
una de las especies de Bacillus productoras de
antibióticos, entre los que se encuentra la circulina, y
algunas cepas presentan actividad celulolítica. Se ha
aislado de infecciones humanas, por lo que se recomien-
da probar su patogenicidad frente a animales antes de
considerarlo como posible biocontrolador [Todar, 2005].
A pesar de que el 90% o más de las especies responden
de forma negativa a la prueba de la lecitinasa según
Claus y Berkeley (1986), esta cepa respondió positiva-
mente, lo que demuestra que es un biovar diferente.
Esta prueba mide la capacidad de producir la enzima
que degrada la lecitina presente en la yema de huevo.
Las cuatro especies principales de lecitinasa positiva
son Bacillus anthracis, Bacillus mycoides, Bacillus cereus
y Bacillus thuringiensis Berliner. Las tres primeras es-
pecies se caracterizan por ser patógenas humanas, lo
cual es importante al seleccionar una cepa con fines de
aplicación, ya que se puede correr el riesgo de que sean
patogénicas [Claus y Berkeley, 1986; Calvo y Zúñiga,
2010].

El aislado B-10, identificado como B. megaterium 2,
presenta esporas de gran tamaño y se ubica dentro de
las especies psicrófilas del género. Puede causar perjui-
cio a animales y humanos. Sus esporas son frecuentes
en el suelo [Todar, 2005].

CONCLUSIONES

• Los aislados B-4, B-21 y B-42 fueron identificados y
caracterizados bioquímica y fisiológicamente como
Bacillus subtilis, y ahora se nombran Bs-4, Bs-21 y
Bs-42; el aislado B-10 como B. megaterium 2 (Bm-
10); el aislado 14 como B. licheniformis (Bl-14) y el
15 como B. circulans 1 (Bc-15), todos con un porcen-
taje de confiabilidad superior al 80%.
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