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RESUMEN

Objetivo. Caracterizar por pruebas microbioldgicas y bioquimicas las cepas nativas asociadas al tracto
intestinal de la especie Panaque cochliodon. Materiales y métodos. Se utilizaron tres ejemplares
adultos de la especie Panaque cochliodon capturados en el rio Magdalena que fueron transportados
y sacrificados bajo normas de bienestar animal. Se realizé diseccion del tracto intestinal obteniendo
muestras para el aislamiento microbioldgico, usando medios de cultivo selectivos, purificando los
microrganismos, realizando pruebas bioquimicas metabdlicas y pruebas API 20E (Biomeriux) para
su identificacién. Resultados. Se obtuvo informacién sobre la estructura poblacional microbiana,
reportando el phylum Proteobacteria con las especies: Pantoea sp, Erwinia sp, Providencia stuarti,
Providencia alcalifaciens, Serratia ficaria, Citrobacter koseriy el phylum Firmicutes con las especies:
Bacillus sphaericus, Bacillus subtilis, Bacillus thurigiensis, Bacillus mycoides, Bacillus coagulans y
Bacillus circulans. Conclusién. Se logrd identificar microorganismos predominantes en Panaque
cochliodon de gran relevancia para la acuicultura que pertenecen al phylum Proteobacteria y al
phylum Firmicutes.

Palabras clave: Especies silvestres; microbiota intestinal; firmicutes; proteobacteria (Fuente: ICYT
de Biologia animal).

ABSTRACT

Objective. To characterize by microbiology the native strains associated to the intestinal tract of
the species Panaque cochliodon. Materials and methods. Three adult specimens captured in the
Magdalena River that were transported and sacrificed under animal welfare regulations were used.
Dissection of the intestinal tract was performed, obtaining samples for microbiological isolation,
using culture media, purifying the microorganisms, performing metabolic biochemical tests and
API 20E (Biomeriux) tests for their identification. Results. Information on the microbial population
structure was obtained, reporting the phylum Proteobacteria with the species: Pantoea sp, Erwinia

Como citar (Vancouver).
Cano-Gil JD, Gutiérrez-Ramirez LA, David-Ruales CA, Pardo-Carrasco S, Jaramillo-Ruiz V, Arboleda-Restrepo M. Identificaciéon microbioldgica de algunas cepas nativas
cultivables asociadas al tracto digestivo en Panaque cochliodon. Rev MVZ Cérdoba. 2024; 29(2):e3332. https://doi.org/10.21897/rmvz.3332

A~ /7 NZ\/~ OEIl (los) autor (es) 2024. Este articulo se distribuye bajo los términos de la licencia internacional Creative Commons Attribution 4.0 (https://
@@@@ creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/), que permite a otros distribuir, remezclar, retocar, y crear a partir de su obra de modo no comercial,
e TETEEYN siempre y cuando den crédito y licencien sus nuevas creaciones bajo las mismas condiciones.

ISSNL: 0122-0268


https://doi.org/10.21897/rmvz.3332
https://doi.org/10.21897/rmvz.3332
https://revistas.unicordoba.edu.co/index.php/revistamvz/index
https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.21897/rmvz.3332&amp;domain=pdf&amp;date_stamp=2024-04-20
mailto:jucanog%40unal.edu.co?subject=
https://orcid.org/0000-0002-4574-7509
mailto:lgutierrez%40unilasallista.edu.co?subject=
http://orcid.org/0000-0003-1174-5553
mailto:cdavid%40unilasallista.edu.co?subject=
http://orcid.org/0000-0002-3071-9919
mailto:scpardoc%40unal.edu.co?subject=
https://orcid.org/0000-0001-5796-9419
mailto:vjaramillo10%40unilasallista.edu.co%20?subject=
https://orcid.org/0009-0009-9413-1768
mailto:marboleda10%40unilasallista.edu.co?subject=
https://orcid.org/0009-0002-2117-3667
mailto:jucanog@unal.edu.co

Cano-Gil et al - Microbiologia digestiva en Panaque cochliodon

sp, Providencia stuarti, Providencia alcalifaciens, Serratia ficaria, Citrobacter koseri and the phylum
Firmicutes with the species: Bacillus sphaericus, Bacillus subtilis, Bacillus thurigiensis, Bacillus
mycoides, Bacillus coagulans and Bacillus circulans. Conclusion. The predominant culturable
microorganisms in P. cohliodon belong to the phylum Proteobacteria and the phylum Firmicutes.

Keywords: Wild species; gut microbiota; firmicutes; proteobacteria (Source: ICYT de Biologia animal).

INTRODUCCION

P. cochliodon es un pez endémico de los rios
Cauca y Magdalena, reportado como vulnerable
(A2d)(1); con alta demanda en el mercado de
peces ornamentales y escaso conocimiento en
aspectos referentes a su biologia, su microbioma
intestinal y a su fisiologia digestiva; tiene habitos
xilivoros (2), es decir su consumo depende de
una materia prima de escaso valor nutritivo como
la lignina, pero que en estos peces se convierte
en un factor importante para la obtencion de
energia y, para el mantenimiento de los procesos
metabdlicos (3); los microorganismos asociados
al sistema digestivo cumplen un papel crucial en
la digestion y en la modulacion metabdlica por la
descomposicion y asimilacién de los nutrientes
en su sistema digestivo. Estos microorganismos
también influyen en el metabolismo de los
peces, participando en la sintesis de vitaminas,
la produccion de enzimas y la regulacion de
procesos metabolicos clave. Comprender como
la microbiota interactia con la fisiologia y la
nutricion de los peces es esencial para optimizar
su alimentacién (3), defensa contra patégenos
(4) y estimular el sistema inmunoldgico del
hospedero (4). La microbiota tiene interacciones
establecidas con los peces desde su ontogenia,
asi los microorganismos colonizan su cuerpo,
estableciendo relaciones simbidticas que son
clave para su desarrollo saludable (5). Estudios
demuestran alta diversidad de microorganismos
en peces en ambientes dulceacuicolas, por
ejemplo algunos bacilos Gram negativos y
algunos géneros de la familia Enterobacteriaceae
y Firmicutes (6).

El microbioma de los peces estd cobrando
importancia gracias a los diferentes estudios que
se acercan a la estructura de sus comunidades,
otros relacionan dietas con inclusién o no de
probidticos (7,8) o incluso acidos organicos,
buscando modular bacterias patdégenas,
previniendo enfermedades y evitando el uso
de antibioticos (8). Dentro de las técnicas
de caracterizacién de la microbiota estan
las moleculares (8), ademas de las pruebas
bioquimicas, las cuales permiten identificar
género y especie de los microorganismos (9).
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La caracterizacion bioquimica de los aislados
microbianos permite determinar su diversidad y
hacer inferencias sobre sus interacciones (9,10).

Teniendo en cuenta que P. cochliodon no tiene
estudios previos sobre la microbiota intestinal,
se identificaron por pruebas bioquimicas algunos
aislados cultivables asociados a su intestino.

MATERIALES Y METODOS

Consideraciones éticas. La captura de los
especimenes de P. cochliodon se realizd en
el rio Magdalena, sector Barrancabermeija,
de acuerdo con los parametros del decreto
colombiano nimero 1376. Para ello la Corporacion
Universitaria Lasallista, cuenta con el permiso
de coleccion de especies silvestres con fines de
investigacion otorgado por la Autoridad Nacional
de Acuicultura y Pesca (AUNAP), por medio de
la Resolucidn No. 2614 del 28 de diciembre de
2020; adicionalmente se tiene el respaldo del
Comité de Etica y Experimentacion con animales
de la Corporacién Universitaria Lasallista
(Unilasallista), dentro del Convenio 267 con la
AUNAP, con fecha 24 de septiembre de 2020.

Diseccidon y aislamiento del intestino. Para la
obtencién del material bioldgico (visceras),
la eutanasia de los ejemplares se hizo con
sobredosis de Eugenol® (200 mg/L) y luego corte
medular. Posteriormente se procedié a limpiar con
etanol al 70% v/v para reducir la contaminacion
externa. Se realiz6 diseccion en la zona ventral
con bisturi estéril cortando desde el ano hasta la
boca, extrayendo el intestino completo.

Aislamiento bacteriano. De las muestras se
escogieron 3g de intestino por pez disectado, se
incubaron en caldo BHI cerebro corazén por 2
horas/30°C en condiciones anaerobias, al cabo
de las 2 horas se macero el intestino (9,10) v,
se realizo diluciones sucesivas hasta 10>, de la
dilucién 103,104, y 10-> se sembré por siembra
en superficie en Agar BPLS (Verde-brillante Rojo
fenol-Lactosa-Sacarosa) (MERCK, 110747);
Agar MacCONKEY (Merck, 100205); Agar (de
MAN, ROGOSA y SHARPE) (Merck, 110660);
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Agar nutritivo (Merck, 111471) y Agar M17
(Merck, 115108); los medios inoculados fueron
llevados a incubacién a 30°C +/- 2°C por 48
horas, para el aislamiento de Bacillus sp, se
llevé la dilucion 1072 a calentamiento 80°C por
10 minutos y luego se realizd la siembra en agar
nutritivo Después del crecimiento bacteriano,
se llevé a cabo el recuento de las colonias
(UFC/g); se seleccionaron las diluciones en las
que se lograron contar entre 1 y 250 colonias,
los datos obtenidos se expresaron en la (Figura
1). Posteriormente se realizé la identificacion
morfoldgica de las colonias por tincion de Gram
y seguido se hizo la purificacion de cada aislado
gue presentara caracteristicas particulares
diferentes, los aislados se codificaron y se
conservaron a -80°C en tubos eppendorf con
caldo nutritivo mas glicerol hasta ser empleados
para las pruebas bioquimicas (9,10).

Identificacion bioquimica. Para la identificacion
de los bacilos esporulados Gram positivos, se
emplearon baterias bioquimicas convencionales:
Agar SIM (Merck Millipore,105470), Caldo rojo
de fenol base (Merck Milipore,110987), Manitol
(Merck Milipore, 443907), Nitrato movilidad
(Merck milipore,14305-500G), Arabinosa
(Merck Milipore, 101492), Glucosa (Merck
milipore,117866) Xilosa (Merck, 108689),
Gelatina (Merck,107004) Caldo MR-VP (Merck
,105712) Agar huevo-lecitinasa (Merck, 110857)
Agar leche- agar caseina (Merck, 110860),
Agar almidon (Merck, 101252). Estas pruebas
mostraron una identificacion de los aislados con
un porcentaje de identificacion superior al 90%,
los cultivos fueron inoculados de acuerdo con los
protocolos sugeridos (9,10).

Los bacilos Gram negativos fueron identificados
mediante el sistema API 20 E Biomeriux (9,10).
Para ello se estandarizé el inéculo a través
del patrén de McFarland (1.5 x 108 UFC/mL)
y se siguidé el protocolo propuesto por Puello-
Caballero et al (9) y Gutiérrez-Ramirez et al
(10). Para obtener cultivos nuevos y frescos se
usaron los medios de cultivo Agar BPLS (Verde-
brillante Rojo fenol-Lactosa-Sacarosa) (MERCK,
110747), Agar MacConkey (Merck, 100205)
por 24 horas. Posteriormente se incubd cada
prueba con el indculo segun las indicaciones del
fabricante, y se hizo la lectura obteniendo el perfil
numérico para ingresarlo en el Software API
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WEB (Francia biomerieux.com), el cual mostrd la
identificacion de los aislados con un porcentaje
de identificacion superior al 95% (9,10). Todos
los ensayos se efectuaron en el laboratorio de
microbiologia de Unilasallista.

RESULTADOS

Los recuentos bacterianos del intestino de
P. cochliodon se muestran en la (Figura 1),
se recuperé mayor cantidad de bacilos Gram
positivos con un recuento de UFC/g 9.9*10> y
cocos Gram positivos con UFC/g 2.8*10°, en
cambio el recuento para bacterias acido lacticas
fue inferior, con una cantidad de UFC/g 2 *104
.Estos resultados se muestran en cada una de las
diluciones empleadas en las cuales se evidencian
que para los bacilos Gram negativos se encontré
un recuento de 1.5*%10% UFC/g y Gram positivos
un recuento de 9.9*10°> UFC/q.

k| Dilution 1073 Dilution 10
i = Dilution 107°
6 22
_E: -? 5.25 5.00 o 5.16
s | : 4,42 4.36 4.42 .44
t 41 .66 [
o 3 2.95
° ]
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0 e : . :

Sporulated Lactic Gram Gram-
gram- bacteria positive negative
positive cocci bacilli

bacilli

Figura 1. Recuento en logaritmo de unidades
formadoras de colonia (UFC/g) del
microbioma intestinal de P.Cochliodon.

La observacién de las colonias permitio
determinar las caracteristicas morfoldgicas
tipicas y relevantes del aislado, asociadas
a la forma, textura, elevacion y color, entro
otras, que en conjunto con su repuesta a la
tincion de Gram, permitié un acercamiento a la
clasificacion, en este sentido formas irregulares,
bordes ondulares, lobulados y variados tipos de
elevaciones se muestran en las figuras 2, 3 y 4.
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Figura 2. Identificacion morfoldgica de la colonia y coloracion de célula bacteriana. Medio de cultivo agar
nutritivo, observacion de colonia con forma rizoide, borde rizoide y consistencia dura (22). Bacilo
largo Gram positivo (2b), magnificacién 100x.

]

Figura 3. Identificacién morfoldgica de la colonia y coloracidn de célula bacteriana. Medio de cultivo agar BPLS,
observacién de colonia con forma irregular, borde ondular y consistencia suave (3a). Bacilos Gram
negativos (3b), magnificacion 100x.

Figura 4. Identificacion morfoldgica de la colonia y coloracion de célula bacteriana. Medio de cultivo agar nutritivo,
observacion de colonia con forma irregular, borde lobulado, elevacién umbilicada y consistencia mucoide
(4a). Célula bacteriana alargada con forma de bastén Gram positivo (4b), magnificacién 100x.
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Para los bacilos Gram negativos el sistema
API 20E indicé un orden predominante, las
Enterobacterales, con cuatro familias diferentes,
Enterobacteriaceae, Erwinaceae, Morganellaceae
y Yersinaceae. Los géneros y especies se indican
en la tabla 1, con su respectiva codificacion con
base en los registros del aislamiento.

Se evalu6 ademas en medio selectivos la actividad
enzimatica para los 6 aislados intestinales

Cano-Gil et al - Microbiologia digestiva en Panaque cochliodon

de P. cochliodon que dieron coloraciéon Gram
positiva (Tabla 2). Se determiné la actividad
de las enzimas catalasa, caseinasa, amilasa y
lecitinasa, encontrandose que todos los aislados
tienen la enzima catalasa y caseinasa, tres de
ellos presentan la enzima lecitinasa y cuatro
tienen la enzima amilasa, esto se pudo observar
en los medios de cultivo especificos y con el
reactivo peroxido de hidrogeno (H,O,)para
determinacion de catalasa.

Tabla 1. Cultivos bacterianos seleccionados e identificados con el Sistema API 20E.

Identificacién por Identificacion

Cadigo Caracteristica de la colonia Gram pruebas API
003 Colonia rec_ionda, elevacion convexa, textura lisa brillante y Negativo con _forma de Erwinia sp
color amarillento. colibacilo
Colonia ovalada de pequefio tamafio, elevacion plana, textura Negativo con forma de
005 - . - o Pantoea sp
lisa brillante y color blanco amarillento. colibacilo
010 Colonias redondas irregulares, con bordes bien definidos y una Negativo con forma de Providencia
textura granulada y gran elevacion y color amarillento rosado. bacilo alcalifaciens
Color blanco, redondas irregulares, con bordes bien definidos Negativo con forma de . . .
011 L. - . Providencia stuarti
y una textura granulada y gran elevacion. colibacilo
Color blanco, redondas irregulares, con bordes bien definidos Negativo con forma de o
021 y una textura granulada y gran elevacién. colibacilo Serratia ficaria
025 Colonias redondas, con bordes definidos y coloraciéon amarilla, Negativo con forma de Citrobacter koseri

naranja y textura lisa.

bacilo

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas de algunas bacterias del género Bacillus.

Identificacion por Identificacion

Cadigo Caracteristica de la colonia . ..
9 Gram pruebas bioquimicas
Colonias opacas y blanquecina, circular con bordes lisos Positivo con forma de .
004 P Y a ! ! . B.subtillis
textura rugosa. bacilo
Forma de ramificacion, color blanc crema, tienen rdes .
Forma de ra acion, color blanco o a, bo d. Positivo con forma de .
008 irregulares y grandes y forma una capa gelatinosa en el medio bacilo B.mycoides
de cultivo
Redonda y compacta, con bordes bien definidos. Colonias lisas e
: > Positivo con forma de .
032 y brillantes, con una textura similar a la cera y color blanco bacilo B.sphaericus
0 crema.
Colonias redondas, con bordes definidos y coloracién blanca o  Positivo con forma de .
033 ! . B.circulans
cremosa, textura lisa. bacilo
Redonda con bordes lisos, aspecto opaco, Colonias lisas, color  Positivo con forma de
013 - ! ! ! . B.coagulans
blanco o amarillento. bacilo g
Color blanco y opaco, redondas o ligeramente irregulares, con  Positivo con forma de .. .
014 Y opaco, 9 9 ! B.thurigiensis

bordes bien definidos y una textura suave y gran elevacion.

bacilo
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DISCUSION

Teniendo en cuenta que los peces son el grupo con
mavyor diversidad taxondmica y ecoldgica de los
vertebrados, el conocimiento de su microbioma
aun esta por resolverse (11), probablemente se
deba a su alta complejidad, que implica mayores
retos en entender no solo su estructura, sino
también su funcidon (12). En la actualidad, el
desarrollo de técnicas moleculares se emplea
con frecuencia en estudios basados en medios
de cultivo, estas técnicas han permitido realizar
inferencias sobre la funcién de la microbiota de
los peces.(12,13), sin embargo, se debe tener en
cuenta la sensibilidad no so6lo del microorganismo,
sino también de las pruebas a la hora de
hacer las descripciones y clasificacion de su
microbioma (13,14). Para P. cochliodon se trata
del primer reporte que se hace de cepas nativas
cultivables asociadas a su tracto gastrointestinal,
entendiendo que se ha reportado que la captura
y el confinamiento de peces silvestres puede
influenciar la estructura de la microbiota (14),
ademas de otros aspectos como el medio, la
filogenia, la genética .del hospedero y las dietas
(14,15). De manera general se aprueba que la
cantidad de microrganismos bacterianos en el
sistema digestivo de los peces puede ser mayor
a 108 heteroétrofos/g y 10° anaerobios/g (15,16);
en el presente estudio los valores encontrados
fueron superiores a 105, indicando una gran
cantidad de microorganismos recuperados,
es probable que los bacilos esporulados estén
presentes en mayor cantidad por su dinamica
metabdlica, lo cual genere funciones importantes
para la hidrolisis de compuestos (16).

Se conoce que los principales grupos de bacterias
que colonizan el tracto gastrointestinal en
peces son aerobias, anaerobias facultativas y
anaerobias obligadas (17,18) y, especificamente
en peces de agua dulce predominan Aeromonas,
Pseudomonas y Bacteroides tipo A, en conjunto
con Plesiomonas; los grupos menos abundantes
son Enterobacteriaceae, Micrococcus,
Acinetobacter, Clostridium, Bacteroides tipo B
y Fusarium (18,19). En el presente estudio se
encontrd poblaciones del orden Enterobacterales,
cuyas caracteristicas estan asociadas a procesos
fermentativos de glucosa y otros carbohidratos
(20), aunque también se asocian a enfermedades
por su caracter oportunista (20,21); similares
hallazgos se han reportado para la especie
Piaractus brachypomus (21) y para otras
especies de agua dulce pero con métodos
moleculares para este mismo phylum, los cuales
incluyen algunos géneros reportados en el
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presente estudio: Oncorhynchus mykiss (22),
Megalograma. amblycephala, Ctenopharyngdon
idellus, Carassius auratus, Ciprinus carpio,
Hypophthalmichthys nobilis y H.molitrix (22),
Oreochromis niloticus (22), Ictalurus punctatus
(22) y Danio rerio (23). Comprendiendo el origen
de las capturas, se espera que influencias de
origen antrdépico y del medio puedan determinar
la presencia de estos grupos en P. cochliodon,
como se ha demostrado en otros estudios (23);
por otro lado el habito alimenticio particular de
P. cochliodon, podria brindar informacion sobre
la presencia de este tipo de microorganismos
y su importancia en la transformaciéon de
materia vegetal para la obtencion de energia,
al respecto se han elucidado mecanismos por
los cuales muchos comedores de madera como
Panaque nigrolineatus e Hypostomus pyrineusi
usan el biofilm que esta asociado a la madera,
como fuente de microrganismos con actividad
celulolitica, siendo parte de la dieta detritivora
o xilivora natural (24)the pH, redox potentials,
concentrations of short-chain fatty acids
(SCFAs; por otro lado, trabajos con isétopos han
demostrado mayor actividad biotranformadora
de los organismos asociados al biofilm que de
los microrganismos endosimbiodticos (24), lo que
ha sido corroborado para otros comedores de
madera de los géneros Panagolus y Panaque,
sugieriendo un mayor rol del microbioma del
ambiente (madera y bioflim), que del microbioma
intestinal (24,25), incluyendo otros peces con
habitos alimenticios diferentes (25).

Otro phylum de importancia en peces es
Firmicutes, que en conjunto con Proteobacteria
y Bacterioidetes, representan mas del 90% de
su microbiota intestinal (25) En P. cochliodon
también se encontrd Firmicutes, similares
hallazgos se reportaron para otros peces en el
mismo ambiente pero con diferentes habitos
alimenticios (25,26). Dentro de Firmicutes se
encuentra el género Bacillus, el cual es Gram-
positivo, catalasa positivo, forma endosporas,
es aerdbico o anaerobio facultativo y de alta
ubiquidad en la naturaleza (26), incluyendo
ambientes acuaticos (26) y, por su puesto
del tracto gastrointestinal de peces (27). El
género Bacillus presenta algunas especies
con caracteristicas especiales y de interés
para la bio-industria, entre ellas la produccién
de una variedad de enzimas tales como
amilasas, lipasas, proteinasas, celulasas,
xilanasas y fitasas, entre otras (27), produccién
de fungistaticos y bacteriocinas (27); en
P. cochliodon se encontraron las especies:
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B. subtilis, B. coagulans, B. sphaericus, B.
thurigiensis, B. mycoides y B. circulans.

B. subtilis se ha reportado para las especies
Mylopharyngodon piceus, Carassius gibelio vy,
Megalobrama amblycephala (28), con elevada
actividad microbiana contra Edwarsiella ictaluri
y Areomonas hydrophila, aislada de Ictalurus
punctatus (29), esta especie también se ha
reportado para Salmo salar (30) y para algunos
representantes de las familias Cyprinidae y
Cichlidae (31); ademas se ha demostrado
actividad celulolitica de aislados de intestino de
peces del rio Amazonas (Piaractus brachypomus
y Leporinus friderici) (32). B.coagulans, se
ha reportado para Catla catla, Labeo rohita y
Cirrinhus mrigala, indicando actividad de las
enzimas amilasa, proteasa y celulasa (32). A su
vez, se ha descubierto B. circulans, en el intestino
de Cyprinus carpio y Oreochromis mossambicus
con elevada actividad celulolitica (33), también
para la especie Ctenopharyngodon Idella, con la
misma actividad enzimatica (33). En la especie
Salmo salar, se reporta B. thurigiensis, indicando
un amplio espectro de actividad enzimatica (34).

Por otro lado, la capacidad de producir esporas
hace que las especies de Bacillus puedan
ocupar varios habitats ofreciendo caracteristicas
importantes en bio-remediacién de aguas
residuales industriales (35,36), en el cuidado
de la calidad del agua en acuicultura (37), en
una acuicultura sustentable (37) y de amplio
uso como probidticos en diferentes modelos
animales (37,38). En peces su aplicacion tiene
implicaciones directas en mejorar el crecimiento
y la conversién alimenticia (38), la resistencia al
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estrés (38), la inmunoestimulacion y resistencia
a enfermedades (39) y de manera general en su
bienestar (39).

Como conclusion, Se logrd identificar
microorganismos cultivables predominantes
en Panaque cochliodon de gran relevancia
para la acuicultura que pertenecen al phylum
Proteobacteria, con la clase Gammaproteobacteria,
las familias Enterobacteriaceae, Erwinaceae,
Morganellaceae y Yersiniaceae y, las especies:
Pantoea spp, Erwinia spp, Providencia stuarti,
Providencia alcalifaciens, Serratia ficaria,
Citrobacter koseri y el phylum Firmicutes, clase
Bacilli, orden Bacillales, familia Bacillaceae
y las especies: B. sphaericus, B. subtilis, B.
thurigiensis, B. mycoides, B. coagulans y B.
circulans
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