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CARACTERIZACION FI,SIOLOGICA DE CEPAS de Bacillus spp. AISLADAS DE
LA RIZOSFERA DE PAPA (Solanum tuberosum)

PHYSIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF Bacillus spp. STRAINS FROM

POTATO (Solanum tuberosum) RHIZOSPHERE
Pamela Calvo® y Doris Zlfiga®

Resumen

Bacillus es un género altamente presente en la rizosfera de diversos cultivos debido a su
capacidad de formacion de esporas que le da una ventaja de supervivencia en la rizésfera vegetal.
En el presente estudio se realizd una descripcion morfoldgica de las colonias, caracterizacion
fisiologica y bioquimica a 43 aislamientos de Bacillus spp. provenientes de la rizosfera del cultivo
de papa de dos zonas altoandinas en Perd. Se encontré que la mayoria de estos aislamientos
pertenecian al grupo de “Bacillus subtilis. En cuanto a las pruebas fisiologicas de crecimiento a
bajas temperaturas (4°C, 10 °C, 15°C y 20°C), de las 43 cepas probadas solo una creci6 a 4°C, sin
embargo, el 98% crecié a 10°C y el 100% a 15 °C y a 20°C. Por otro lado, respecto al pH, se
observo que 100% de las cepas, crecieron bien en ambos pHs (4 y 5.5), lo que indica una buena
adaptacion del crecimiento a pH acidos. La evaluacién de los niveles de crecimiento tanto a bajo
pH y temperatura baja en el tiempo, revelan un patron bifasico que se explicaria por pequefios
periodos de retraso del crecimiento en condiciones de estrés. Debido a las diferencias de
adaptacion fisioldgica entre cepas de la misma especie se puede sugerir la existencia de una gran
diversidad intraespecifica de los Bacillus aislados. Asimismo se encontraron correlaciones entre
zonas de aislamientos con temperaturas de suelo mas frias y las cepas con mejores niveles de
crecimiento a 20°C.
Palabras clave: papa, rizosfera, Bacillus spp., pH, temperatura, diversidad

Abstract

Bacillus is an abundant genus in the rhizosphere of many crops due to its spore formation
capacity that gives it an advantage to survive in the rhizosphere. In the present study we worked
with 43 Bacillus spp. previously isolated from potato rhizosphere of two highland zones in Peru.
We described the morphological characteristic of their colonies and tested them for their
physiological and biochemical characterization. Almost all Bacillus strains belong to the “Bacillus
subtilis™ group. Also acid pH test plate (4 and 5.5) and low temperature plate test (4°C, 10°C, 15°C
and 20°C) were done. Of the 43 tested strains only one grew at 4°C; therefore, 99% grew at 10°C,
100% grew at 15°C and 20°C. On the other hand, 100% of the strains grew at pH 4 and 5.5, which
indicates an adaptation to acid pH. The evaluation of the growth levels at low pH and low
temperature in time reveals a two-phase pattern that could be explained by small lag periods in
stress conditions. Due to the differences in the physiological adaptation among strains of the same
species; the occurrence of a great intraspecific diversity of Bacillus isolated from potato crop
rhizosphere can be suggested. We also found correlations between low temperatures in the
isolations zones and a better growth level at 20°C in the plates tested.
Key words: potato, rhizosphere, Bacillus spp., pH, temperature, diversity

Introduccion.

Las poblaciones de bacterias en el suelo no se
distribuyen al azar. Factores como la composicion de
los suelos, la materia organica, el pH, el agua y la
disponibilidad de oxigeno, junto con la planta
huésped, desempefian un papel importante (Alexander,
1980). La concentracion de bacterias por gramo de
suelo que se haya alrededor de las raices de las plantas
en la llamada rizosfera es mucho mayor que en el
resto del suelo (Lynch, 1990), esto se puede deber a

los altos niveles de nutrientes que se hayan en la zona
que rodea a las raices que permiten el desarrollo de
poblaciones microbianas (Glick, 1995). La rizosfera
ha sido definida en 1904 por Hiltner, como el
volumen de suelo influenciado por la presencia de
raices de una planta viva, cuya extension puede variar
de acuerdo al tipo de suelo, la especie de planta, su
edad y otros factores (Foster, 1998; Killian et al.,
2001). En la rizosfera la interaccion entre las bacterias
y las raices de las plantas puede ser beneficiosa, en



CARACTERIZACION DE Bacillus spp. AISLADOS DE LA RIZOSFERA DE PAPA

Ecol. apl. Vol. 9 N°1, pp. 31-39

este caso se puede considerar la rizosfera como una
zona de amortiguamiento microbiol6gico en donde la
microflora sirve de proteccién a la planta del ataque de
patégenos (Krupa & Dommergues, 1981).

En un trabajo previo (Calvo et al., 2008) se realiz6
el estudio de la diversidad microbiana en la rizdsfera
del cultivo de papa en los departamentos de
Huancavelica y Puno. Se encontr6 que las bacterias
del género Bacillus constituian un grupo importante.
Este género de bacterias Gram positivas tienen la
ventaja de poseer diversos mecanismos para asegurar
su  sobrevivencia ante  condiciones  fisicas
desfavorables, bajo estas condiciones Bacillus spp.
inicia una serie de respuestas; si estas respuestas fallan
para poder mantenerse en estado vegetativo se induce
la esporulacién (Petersohn et al., 2001). La habilidad
de las especies de Bacillus de formar endosporas
altamente resistentes les da una ventaja competitiva
muy importante en un ambiente como el suelo
(Stephens, 1998). Asi mismo, Bacillus spp. también se
deben adaptar a cambios bruscos de temperatura, para
esto cuentan con genes de shock térmico inducibles
que incluyen proteinas chaperonas y proteasas
(Petersohn et al., 2001). Esta capacidad de ser
metabdlicamente muy diversos les permite tener una
colonizacion exitosa en el ambiente rizosférico. Entre
algunos mecanismos promotores de crecimiento
identificados en el género Bacillus, se encuentran la
solubilizacion de fosfato (Chatli et al., 2008), la
sintesis de fitohormonas como el &cido indol acético
(Vessey, 2003) y la capacidad de controlar algunos
hongos patégenos en la rizosfera (Larrea , 2001).

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar
fisiolégicamente el crecimiento de Bacillus spp. en
condiciones de pH bajo y diferentes temperaturas
bajas, que son condiciones caracteristicas de las zonas
altoandinas donde crece el cultivo de papa y de cuyas
rizosferas fueron aisladas las diferentes cepas.
Asimismo se realizaron correlaciones entre morfologia
de colonia, lugar de procedencia, crecimiento a
temperatura baja y a pH bajo para llegar a conocer la
existencia o ausencia de una relacion que nos lleve a
un mejor entendimiento del comportamiento de este
genero.

Materiales y métodos.
Cepas Bacterianas.

Se utilizaron 43 cepas de Bacillus spp. aisladas
previamente de la rizésfera del cultivo de papa de 17
campos en Huancavelica y Puno (Tabla 1)(Calvo et
al., 2008) en los meses de enero y febrero. También se
utilizaron cepas tipo de B. cereus, B. pumilus, B.
subtilis 168 del cepario del LEMYB Marino Tabusso
(UNALM); las dos primeras cepas fueron aisladas de
muestras de alimentos y la ultima proporcionada por
el Centro de Ciencias Gendmicas de la UNAM,
México.

Tabla 1. Caracteristicas fisico quimicas de los
suelos muestreados.

Caracteristicas Puno Huancavelica
fisico-quimicas
PH (promedios) 6.25+-013  5.8+/-028
C.EdS/m 0.46 0.58
CaCO; (%) 0.00 0.00
M. O (%) 2.64 6.60
P(ppm) 20.195 8.40
K (ppm) 231.04 75.00
Arena (%) 63.96 51.00
Limo (%) 27.04 41.00
Arcilla (%) 9.00 8.00
Clase Textural Franco
arenoso Franco

CIC* (me/100g) 10.695 19.85
Ca? (me/100g) 293 6.56
Mg? (me/100g) 0.635 0.84
K (me/lOOg) 0.34 0.10
Na (me/1009) 0.08 0.22
Al3+H (me/100g) 0.78 0.38
Temperatura(°C)* 10 8-9
Altura(msnm) 4200 3900 - 4000
Precipitacion (mm) 650 700
Variedades de papa Peruanita- Ccompis-Imilla

Amarilla Negra
Numero de campos ) 9

Caracterizacién morfolégica y bioguimica de Bacillus
Spp

Se realiz6 un descripcion morfoldgica de cada una
de las cepas de Bacillus spp. seleccionadas en agar
Triptona Glucosa Extracto de levadura (TGE) en base
a la apariencia de la forma, borde, superficie, tamafio,
consistencia, color y elevacion de las colonias. Esta
descripcion se realizé después de 48 h de crecimiento
del cultivo, incubado a 28°C. Para la identificacion
bioquimica a nivel de especie se realizaron las
siguientes pruebas seglin Claus & Berkeley (1986),
HPA (2004), Lennette (1987): reduccién de nitratos,
hidrolisis de almidén, Voges-Proskauer (VP),
lecitinasa, fermentacion y produccién de gas a partir
de glucosa, crecimiento a 50°C, crecimiento a 7% de
NaCl y crecimiento en anaerobiosis.

Caracterizacion fisioldgica.

Crecimiento a temperaturas bajas.

Se colocaron 5 pl de cada una de las cepas
seleccionadas (a una concentracion de 10° cel/ml) en
placas conteniendo agar TGE por duplicado, y se
incubaron a 4°C, 10°C, 15°C y 20°C; se evaluo el
crecimiento de las cepas durante 15 dias para
determinar su capacidad adaptativa y se compar6 con
el crecimiento de la bacteria en una placa control
incubada a 28°C. Se considerd como escala maxima el
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Figura 1. Morfologia de diferentes colonias de Bacillus en medio TGE. Colonia con consistencia seca
(izquierda). Colonia con consistencia cremosa (derecha).

namero 4, que fue el maximo crecimiento de colonia
logrado en la placa control. A partir de esto se
clasificé el crecimiento de las cepas del 0 al 4.
Crecimiento a pH bajo.

Se colocaron 5 pl de cada una de las cepas
seleccionadas (a una concentracion de 108 cel/ml) en
placas conteniendo agar TGE con pH regulado a 4, 5.5
y 7.0. Las pruebas se hicieron por duplicado. El pH 7
se utiliz6 como control. Las placas se incubaron a
28°C por 7 dias, al cabo de ese tiempo se evalud el
crecimiento de las cepas para determinar la capacidad
adaptativa a suelos de pH bajo que se presentan en
algunas zonas altoandinas. Se utilizé el mismo sistema
de evaluacion que para la temperatura, basado en una
escala del 0 al 4, siendo este Ultimo el maximo
crecimiento de colonia alcanzado por la placa control.
Anélisis estadistico.

Se realiz6 un andlisis de correlacién de Cramer
(p<0.05) (Milton, 2001) con el programa R (R Project,
2008) y el programa SAS (SAS Institute Inc, 1996)
para hallar correlaciones entre las diferentes
caracteristicas morfoldgicas y condiciones de

temperatura y pH.

Resultados y discusion.

Se realiz6 la descripcion de la morfologia de las
colonias de 43 cepas de Bacillus spp. (Tabla 2). Se
observa que una caracteristica comdn en todas las
colonias de Bacillus es su forma irregular y color
crema, la apariencia de los bordes de las colonias varia
entre aserrada, lobulada, digitiforme y ondulada; las
elevaciones de la colonias suelen ser planas o
acuminadas, en este Ultimo caso presentan el centro
mas elevado en forma de anillo, la consistencia suele
ser seca pero también se presentan colonias cremosas
y ligosas (Figural). La gran mayoria presenta una
superficie opaca, y la consistencia y tamafio es
variable. Wakita et al. (2007) reportan que las
colonias de Bacillus presentan la caracteristica de
formar un anillo concéntrico y borde irregular en el
centro. Esto es lo que se observd en muchas de las
cepas aisladas. Los resultados de las pruebas
bioquimicas se muestran en la Tabla 3; el 84% de las
cepas aisladas muestran un comportamiento que las

Figura 2. Evaluacidn de niveles de crecimiento en medio de cultivo a los 15 dias. Placa a 28°C (control) con
nivel de crecimiento maximo de 4 (izquierda). Placa a 10°C con nivel de crecimiento 2 (derecha).
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cepa 9 muestra un resultado variable en la
producciéon de acidez en presencia de
glucosa, esta prueba no es determinante
para la identificacion de Bacillus y al igual
que la prueba de VP puede presentar este
tipo de resultados. Las cepas 28 y 37 no

o4°c crecen a 50°C, Claus & Berkeley (1986)
m1o°c|| mencionan que la capacidad de crecimiento
o1sc|| a 50°C es variable entre cepas de la misma
m20°c|| especie, los rangos de temperatura de

crecimiento altas son muy sensibles tanto
gue a una variacion de un grado puede
influenciar en el crecimiento vegetativo de
la bacteria. Una de las pruebas mas
determinantes mencionadas por la HPA
(2004) es la prueba de produccion de

Grafico 1. Porcentaje de aislamientos en base a 4 niveles de
crecimiento en medio de cultivo a bajas temperaturas (15

dias) de las cepas de Bacillus spp.

relacionan con la especie B. subtilis, las cepas 2, 13 y
25 solo se diferencian de las demdas por crecer en
anaerobiosis lo que las relaciona mas con el género B.
licheniformis, la cepas 21 y 30 muestran una reaccion
variable a la prueba de VP, la variabilidad en el
resultado de esta prueba ya ha sido reportado por
Lennette (1987) por esta razon no se puede afirmar o
descartar que pertenezcan al grupo de B. subtilis. La

lecitinasa. Esta prueba mide la capacidad de
producir esta enzima que degrada la lecitina
presente en la yema de huevo. Las 4
principales especies que son lecitinasa
positiva son B. anthracis, B. mycoides, B.
cereus y B. thuringiensis; las tres primeras
especies se caracterizan por ser patdgenas humanas.
En la prueba de lecitinasa realizada ninguna de las
cepas aisladas fue lecitinasa positiva, solo el Bacillus
cereus usado como control dio una reaccién positiva.
Esto es importante ya que en el futuro se podria
producir biofertilizante a partir de estas cepas sin
correr el riesgo de que sean potencialmente patégenas.
La poca variabilidad de especies aparentemente
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Gréfico 2. Efecto de las temperaturas bajas en el crecimiento de cepas de Bacillus spp. A. Crecimiento a 4°C.
B. Crecimiento a 10°C. C. Crecimiento a 15°C. D. Crecimiento a 20°C.
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Gréfico 3. Porcentajes de asilamiento en base a los
niveles de crecimiento a pH &cidos en medio de
cultivo (7 dias) de las cepas de Bacillus spp.

encontradas no significa necesariamente que la
diversidad del suelo sea pobre. McSpadden (2004)
menciona que entre las especies mas cominmente
halladas en suelo estdn B. subtilis y B. cereus sin
embargo, no se ha ratificado que una u otra especie de
Bacillus este relacionada méas a un tipo de suelo que a
otro. Estudios a nivel de ADN han confirmado que la
mayoria de las especies de Bacillus que se logran
aislar, son aquellas que se caracterizan por ser las mas

>
ENI
>

w

—0—Grupo 1

~

N P
T
b

—-

2

=

@

£
S

3 - / —¥—Grupo 2
S .

® 7% OO0 = =A= =Grupo3
=]

3L
°©
> 14
=
0.5
0 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Dias de evaluacion
45
4 A

235

=

e 3 ¥ e *

£

$25 / —o—Grupo 1
82

oy / | —%—Grupo 2
22 * " 0 Y - A= =Grupo3
315

2

=1

=3
o

o

o
-
Ny
w
~
o
o
~
©

Dias de evaluacion

Grafico 4. Efecto del pH en el crecimiento de las
cepas de Bacillus spp., evaluadas a pH 4 (arriba) y
pH 5.5 (abajo).

faciles de cultivar, sin embargo, muchas otras no se
descubren por ser dificil la obtencion de su cultivo en
medios artificiales. Ademdas se debe tener en cuenta
que las especies del género Bacillus son
genéticamente  muy  heterogéneas, alcanzando
diferencias interespecificas de un 30% en la cantidad
de G-C (Claus & Berkeley, 1986).

Las pruebas fisiolégicas de temperatura y pH
(Gréficos 2 y 4) indicaron que los porcentajes de
cepas que alcanzaron los maximos crecimientos a
diferentes temperaturas son muy variables (Grafico 1),
es asi que a 4°C solo la cepa 40 creci6 y aun asi no
alcanz6 el méximo nivel de crecimiento. Este
comportamiento ya ha sido observado por Ingraham
(1958) con bacterias de suelo capaces de crecer
incluso a 1°C después de un mes. A 10°C el porcentaje
de cepas que crecié fue en aumento pero sélo un 9%
alcanz6 el maximo crecimiento. También se observd
que un 5% de las cepas no creci6. A 15°C todas
crecieron y un 30% alcanzd un crecimiento maximo y
a 20°C 51% alcanzo el maximo nivel de crecimiento 4
y el 49% el crecimiento en nivel 3. En cuanto al
crecimiento en el tiempo en el Grafico 2 se observa la
adaptacion de grupos de cepas conformados por cepas
con mismos patrones de crecimiento a temperatura
baja. Este crecimiento se realiz6 de manera
escalonada, las colonias fueron aumentando de tamafio
poco a poco a medida que pasaban los dias. A 4°C la
cepa 40 recién mostré algin crecimiento al dia 13, a
10°C las cepas mostraron algin tipo de crecimiento
entre los 3y 6 dias y a partir de alli el aumento en el
tamafio de la colonia fue escalonado. Las cepas que
llegaron al nivel 2 mantuvieron este nivel hasta el
final, sin embargo, las que crecieron hasta los niveles
3y 4 aumentaron poco a poco el tamafio de colonia
hasta el dltimo dia de evaluacion. Este aumento
progresivo en el tamafio de colonia podria estar
revelando la capacidad de crecimiento que presentan
las bacterias a temperaturas bajas. Mientras mas baja
sea la temperatura, la bacteria tarda mas en crecer. En
el caso de B. subtilis, las temperaturas bajas inducen
modificaciones estructurales que se encuentran
correlacionadas con patrones de crecimiento atipicos.
Se ha observado la existencia de crecimiento celular
pero sin division; las bacterias sobreviven, pero por un
tiempo no hay division, después de un tiempo de
adaptacion hay una recuperacion y comienza de nuevo
la division (Neale & Chapman, 1970). Por otro lado
Méndez et al. (2004) y Budde et al. (2006),
mencionan que para Bacillus subtilis las condiciones
de baja temperatura inducen en muchos casos los
factores de trascripcion involucrados en el proceso de
esporulacion, lo que favorece mas aln el proceso de
adaptacion.

En el Gréafico 3 se observa que en general, todas
las cepas probadas a pH 4 y 5.5 mostraron algan nivel
de crecimiento. A pH 4, 48 % de las cepas llegaron al
crecimiento maximo de 4, mientras que a pH 5.5, el
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88 % mostrd un crecimiento completo en relacion al
control. Al igual que en el caso de las temperaturas, la
capacidad de adaptacién aumenta conforme el pH se
acerca al 6ptimo, Bacillus es un género muy asociada
a pH neutros, sin embargo, esta capacidad de
adaptacion a pH bajo ya ha sido reportada por Pal
(1998) que menciona que la cepa de Bacillus PAS-2
es capaz de crecer a pH 4.8. Asi también otras cepas
aisladas de Bacillus spp. pueden crecer a este pH, pero
mostrando diferentes tasas de crecimiento. En el
Gréfico 4 se observa que el crecimiento de las cepas
también aumenta de manera escalonada a medida que
pasan los dias, confirmando una vez mas su capacidad
de crecer en condiciones adversas a través del tiempo.

En el andlisis de correlacion de Cramer (p<0.05) se
encontr6 que las cepas con caracteristica de
consistencia seca poseen un mejor nivel de
crecimiento a pH 4 en medio de cultivo mostrando un
coeficiente de correlacion de 0.453. Ademas, estas
mismas cepas presentaron una mejor adaptacion a
10°C en medio de cultivo, mostrando un coeficiente
de correlacion de 0.4219. Esto nos indica que la
morfologia de consistencia seca de la colonia de los
Bacillus spp. estaria relacionada con una mejor
adaptacion a condiciones de estrés.

Por otro lado, a pesar que los valores bajos de pH
no son los valores éptimos de crecimiento para
Bacillus, estudios previos llevados a cabo con valores
de pH bajos en suelo (Nishijima et al., 2005) han
demostrado la presencia activa de especies de
Bacillus.

En cuanto a la procedencia de las cepas
(Huancavelica o Puno) y su crecimiento a 20°C, existe
una asociacion altamente significativa de 0.674. Las
cepas procedentes de Huancavelica llegaron a un nivel
maximo de crecimiento de la colonia en medio de
cultivo (4), mientras que aquellas aisladas de Puno
s6lo llegaron a un nivel de crecimiento menor (3).
Asimismo la cepa 40 que fue la Gnica que creci6 a 4°C
también fue aislada de Huancavelica. Esto nos permite
concluir que la adaptacién a temperatura baja estaria
relacionada con el lugar de procedencia, y las cepas de
Huancavelica estarian mejor adaptadas a esas
condiciones en comparacion a las de Puno. Se realizé
también un andlisis de correlacion entre las
temperaturas de los lugares de procedencia de las
cepas y el crecimiento a temperatura de 20°C en
medio de cultivo. En Huancavelica las temperaturas
variaron entre 8 y 9 °C mientras que en Puno se
mantuvieron alrededor de 10°C (Calvo et al., 2008).
Se encontr6 una correlacion significativa con un
coeficiente de -0.675, lo que confirma que las cepas
provenientes de zonas de menor temperatura presentan
un mejor nivel de crecimiento a 20°C en el medio de
cultivo.

Conclusiones.

Se puede concluir que la especie B. subtilis es un
habitante muy comin en la rizdsfera del cultivo de
papa, que a su vez demuestra una gran diversidad
intraespecifica que se confirma con las diferentes
capacidades de crecimiento, tanto a temperaturas bajas
como a pH &cidos. Es muy importante conocer esta
diversidad dada la importancia de la relacion no
patogénica microorganismo-planta en la rizdsfera,
donde los microorganismos como Bacillus ejercen una
accion especifica mediante la produccion de
metabolitos secundarios, resistencia a estreses bidtico
y abidticos y facilitando la toma de nutrientes del
suelo; todas estas actividades podrian favorecer el
desarrollo del cultivo de papa.
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Tabla 2. Descripcion morfoldgica de colonias de Bacillus spp. aisladas de rizdsfera de papa.

Tamafio  Procedencia

cepa Forma Borde Elevacion Superficie Color  Consistencia (cm)
1 Irregular  Aserrado Plana Opaca crema  Muy Ligosa  0.2-0.3  Huancavelica
2 rregular  Aserrado  Acuminada Opaca crema Seca 0.2-0.3  Huancavelica
3 Irregular  Digitiforme  Acuminada Opaca crema Ligosa 0.3-0.4 Huancavelica
4 lrregular  Digitiforme Plana Opaca crema Seca 0.1-0-2  Huancavelica
5 Irregular ~ Ondulado ~ Acuminada Opaca crema  Poco Ligosa  0.3-0.4 Huancavelica
6 Irregular ~ Ondulado Plana Brillosa crema Cremosa 0.3-0.4 Huancavelica
7 Irregular Aserrado Acuminada Rugosa crema Seca 0.2-0.4 Huancavelica
8 Irregular ~ Ondulado Plana Opaca crema Seca 0.2-0.3  Huancavelica
9  Irregular Digitiforme  Acuminada Opaca crema  PocoLigosa  0.4-0.5  Huancavelica
10  Irregular Aserrado Acuminada Opaca crema  Poco Ligosa  0.2-0.3  Huancavelica
11 lrregular Aserrado Plana Opaca crema Ligosa 0.3-0.4 Huancavelica
12 Irregular  Aserrado Plana Opaca crema Seca 0.2-0.3  Huancavelica
13 Irregular Aserrado Acuminada Opaca crema Seca 0.3-04 Huancavelica
14 lrregular Aserrado Acuminada Opaca crema Cremosa 0.1 Puno
15 Irregular  Digitiforme Pana Opaca crema Seca 0.1-0.2 Puno
16  Irregular Ondulado  Acuminada Opaca crema Seca 0.2-0.4 Puno
17 lrregular Aserrado Acuminada Opaca crema Cremosa 0.1 Puno
18  Irregular Ondulado  Acuminada Opaca crema Seca 0.1-0.3 Puno
19  Irregular Ondulado  Acuminada Opaca crema Seca 0.2 Puno
20  Irregular  Digitiforme  Acuminada Opaca crema Seca 0.2 Puno
21 Irregular  Difuminado Plana Opaca crema Seca 0.3-0.5 Puno
22 lrregular Ondulado Plana Opaca crema Seca 0.2-0.3 Puno
23 lrregular  Digitiforme  Acuminada Opaca crema  Poco Ligosa  0.2-0.5 Puno
24 lrregular  Ondulado  Acuminada Opaca crema Cremosa 0.2-0.5 Puno
25 Irregular  Digitiforme  Acuminada Opaca crema Seca 0.3-0.5 Puno
26 Irregular  Ondulado Plana Opaca crema Seca 0.4 Puno
27  lrregular ~ Ondulado  Acuminada Opaca crema Seca 0.3-0.5 Puno
28  Irregular  Ondulado Plana Brillosa crema Ligosa 0.2-0.3 Puno
29  Irregular  Digitiforme Plana Opaca crema Ligosa 0.2-0.3 Puno
30 Irregular  Digitiforme  Acuminada Centro Brilloso crema Ligosa 0.1-0.2 Puno
31 lrregular Aserrado Plana Opaca crema Seca 0.1-0.2 Puno
32 lrregular Aserrado Acuminada Opaca crema Seca 0.1-0.2 Puno
33 lrregular Ondulado Plana Opaca crema Seca 0.1 Puno
34 Irregular  Digitiforme Plana Opaca crema Seca 0.3-04 Huancavelica
35  lrregular Ondulado Plana Opaca crema Seca 0.1-0.2  Huancavelica
36 Irregular Aserrado Acuminada Opaca crema Seca 0.2-0.4 Huancavelica
37 Irregular  Digitiforme Plana Opaca crema Cremosa 0.1-0.2  Huancavelica
38 lrregular Aserrado Acuminada Opaca crema Seca 0.1-0.3  Huancavelica
39  lrregular Ondulado  Acuminada Opaca crema Seca 0.2-0.4 Huancavelica
40 Irregular  Digitiforme  Acuminada Opaca crema Seca 0.2 Huancavelica
41 Irregular  Ondulado  Acuminada Opaca crema Seca 0.2-04 Huancavelica
42 lrregular  Digitiforme  Acuminada Opaca crema Seca 0.2-0.4 Huancavelica
43 lrregular Ondulado  Acuminada Opaca Crema Seca 0.4 Huancavelica
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Tabla 3. Caracterizacion bioquimicas de 43 cepas de Bacillus spp.

Voges Red. . Leciti- L 7%  Anaero- .
Cepas Proskauer  Nitrato Gas  Acidez nasa Almidon NaCl biosis 50°C Especie
1 + + - + - + + - +
2 + + - + - + + + + B.licheniformis
3 + + - + - + + - + B. subtilis
4 + + - + - + + - + B. subtilis
5 + + - + - + + - + B. subtilis
6 + + - + - + + - + B. subtilis
7 + + - + - + + - + B. subtilis
8 + + - + - + + - + B. subtilis
9 + + - v - + + N + B. subtilis*
10 + + - + - + + - + B. subtilis
11 + + - + - + + - + B. subtilis
12 + + - + - + + - + B. subtilis
13 + + - + - + + + + B.licheniformis
14 + + - + - + + - + B. subtilis
15 + + - + - + + - + B. subtilis
16 + + - + - + + - + B. subtilis
17 + + - + - + + - + B. subtilis
18 + + - + - + + - + B. subtilis
19 + + - + - + + - + B. subtilis
20 + + - + - + + - + B. subtilis
21 \Y + - + - + + - + B. subtilis*
22 + + - + - + + - + B. subtilis
23 + + - + - + + - + B. subtilis
24 + + - + - + + - + B. subtilis
25 + + - + - + + + + B.licheniformis
26 + + - + - + + - + B. subtilis
27 + + - + - + + - + B. subtilis
28 + + - + - + + - - B. subtilis*
29 + + - + - + + - + B. subtilis
30 \Y + - + - + + - + B. subtilis*
31 + + - + - + + - + B. subtilis
32 + + - + - + + - + B. subtilis
33 + + - + - + + - + B. subtilis
34 + + - + - + + - + B. subtilis
35 + + - + - + + - + B. subtilis
36 + + - + - + + - + B. subtilis
37 + + - + - + + - - B. subtilis*
38 + + - + - + + - + B. subtilis
39 + + - + - + + - + B. subtilis
40 + + - + - + + - + B. subtilis
41 + + - + - + + - + B. subtilis
42 + + - + - + + - + B. subtilis
43 + + - + - + + - + B. subtilis
B.cereus + + - + + + + + - B. cereus
B.subtilis + + - + - + + - + B. subtilis
Bpumilus + - - + - - + - + B.pumilus
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