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R E S U M E N

Persian lime (Citrus x latifolia Tan.) is an economically important crop in 
Veracruz, with production affected by fungal diseases such as dieback 
and anthracnose. To reduce the use of chemical fungicides, bacteria of 
the Bacillus genus have been reported as Biological Control Agents (BCA). 
In this study, the in vitro antagonistic effect of native Bacillus velezensis 
(Bv) and two Bacillus subtilis strains (Bs1 and Bs2) was evaluated against 
pathogens identified as Lasiodiplodia theobromae and Colletotrichum 
siamense. The Percentage Inhibition of Radial Growth (PIRG) was 
measured on potato dextrose agar plates, and the level of antagonism was 
determined.

The Bacillus subtilis strains showed high and moderate inhibition against the 
evaluated phytopathogens. Bs2 exhibited the highest inhibition percentages 
(66.69 % and 61.78 %) against Lasiodiplodia theobromae (Las1 and Las2). 
Bs1 showed moderate antagonistic activity (49.7 %) against Colletotrichum 
siamense (Colle). In contrast, Bacillus velezensis (Bv) did not show an 
antagonistic effect against the evaluated phytopathogens. These results 
indicate that Bacillus subtilis Bs1 and Bs2 strains have potential as BCAs 
against the phytopathogens affecting Persian lime production.

PA L A B R A S  C L AV E :  Phytopathogen, confrontation, inhibition, 
biological control agent.
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Antifungal activity of Bacillus spp. in Persian lime.

A B S T R A C T 

Lima persa (Citrus x latifolia Tan.) es un cultivo de importancia económica en Veracruz, con 
una producción afectada por enfermedades fúngicas como muerte regresiva y antracnosis. Para 
reducir el uso de fungicidas químicos, se ha reportado el empleo de bacterias del género Bacillus 
como Agentes de Control Biológico (BCA). En este estudio, se evaluó el efecto antagónico in vitro 
de bacterias nativas de Bacillus velezensis (Bv) y dos cepas de Bacillus subtilis (Bs1 y Bs2) sobre 
los patógenos identificados como Lasiodiplodia theobromae y Colletotrichum siamense. Se midió 
el Porcentaje de Inhibición de Crecimiento Radial (PIRG) en placas con agar papa dextrosa y se 
determinó el nivel de antagonismo.

Las cepas de Bacillus subtilis mostraron una alta y moderada inhibición contra los 
fitopatógenos evaluados. Bs2 presentó los mayores porcentajes de inhibición (66.69 % y  
61.78 %) frente a Lasiodiplodia theobromae (Las1 y Las2). Bs1 mostró un valor moderado 
(49.7 %) de actividad antagónica sobre Colletotrichum siamense (Colle). En contraste, Bacillus 
velezensis (Bv) no mostró un efecto antagónico con los fitopatógenos evaluados. Estos resultados 
indican que las cepas de Bacillus subtilis Bs1 y Bs2 presentan potencial como ACB contra los 
fitopatógenos que afectan la producción de lima persa.

K E Y  W O R D S :  Fitopatógeno, confrontación, inhibición, agente de control biológico. 

Introducción

La lima persa (Citrus x latifolia Tan.) se produce en 25 estados de México, siendo el principal 
productor el estado de Veracruz, con una participación en superficie de 52,990 ha y producción 
de 858,602 t, lo que representa el 53.9 % de la producción nacional (SIAP, 2023). Sin embargo, 
la producción se ve afectada por diversos factores, entre los que destacan las enfermedades 
fúngicas como mancha grasienta (Mycosphaerella citri), antracnosis (Colletotrichum spp.), 
gomosis (Phytophthora spp.) y muerte regresiva (Lasiodiplodia spp.) (Sáenz-Pérez et al., 2019; 
Leyva-Mirs et al., 2021).

En Veracruz, se ha reportado la presencia de L. pseudotheobromae, L. theobromae, L. 
subglobosa y L. iraniensis como los agentes causales de la muerte regresiva y chancros en 
huertos comerciales de lima persa de la región de Martínez de la Torre, Tlapacoyan y Papantla 
(Bautista-Cruz et al., 2019). Por otro lado, Colletrotrichum spp., se reporta como el causante de 
manchas foliares marrones, orificios en hojas, tizón las ramillas, así como lesiones necróticas y 
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caída prematura en frutos, provocando pérdidas pre y poscosecha significativas en las regiones 
citrícolas (Ruiz et al., 2014). 

Para el control de enfermedades se han empleado principalmente plaguicidas sintéticos, 
sin embargo, los residuos de estos productos se movilizan contaminando el ambiente circundante 
afectando a otros organismos y, provocando con ello un severo impacto al medioambiente que 
genera contaminación de suelos y la pérdida de biodiversidad (Gálves-Gamboa et al., 2018). Una 
alternativa para limitar la aplicación de estos productos y disminuir la presencia de patógenos 
en los cultivos de forma ambientalmente amigable, es el uso de agentes de control biológico 
(BCA) (Vinchira-Villarraga & Moreno-Sarmiento, 2019). De forma natural, se pueden encontrar 
en ambientes no modificados o alterados mínimamente, en donde las condiciones climáticas, o 
del suelo son determinantes para la sobrevivencia de las comunidades microbianas (Ordóñez-
Beltrán et al., 2020). Esta selección natural puede ser ventajosa para las cepas nativas que 
se han caracterizado por su actividad fitopatógena.  En el caso de las bacterias, especies del 
género Bacillus han sido ampliamente estudiadas debido a la abundancia, diversidad, ubicuidad 
en diversos agroecosistemas y capacidad para esporular, lo que facilita su uso como agentes 
de control, además de destacar por sus características metabólicas de producir lipopéptidos, 
enzimas líticas, δ-endotoxinas, sideróforos e inducir la respuesta sistémica de la planta (Chen 
et al., 2020; Valenzuela Ruiz et al., 2020). 

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad antagónica in 
vitro de cepas de Bacillus nativos contra Lasiodiplodia sp. y Colletrotrichum sp., reportados como 
agentes etiológicos de muerte regresiva y antracnosis en lima persa, respectivamente.

Material y Métodos

Cepas de estudio

La experimentación se llevó a cabo durante los meses de mayo a septiembre del año 
2022, en el laboratorio de microbiología del TecNM campus Tierra Blanca, Veracruz. Se utilizaron 
tres cepas bacterianas del género Bacillus, aisladas previamente de un cultivo de lima persa 
con manejo agro sustentable en la región de El “Jícaro”, municipio de Tierra Blanca, Veracruz. 
Estas fueron identificadas molecularmente en el Laboratorio de diagnóstico integral fitosanitario 
(LADIFIT-CP), con un 100 % de cobertura e identidad, utilizando los oligos 8F-1492R, confirmando 
Bacillus subtilis (Bs1) aislada de la rizosfera, Bacillus subtilis (Bs2) y Bacillus velezensis (Bv) 
aisladas de las hojas. Los fitopatógenos empleados en el bioensayo, fueron aislados a partir de 
muestras de tallo y ramas enfermos de lima persa de tres regiones al noroeste del municipio de 
Tierra Blanca, Veracruz y que correspondieron a las cepas aisladas Las1, Las2 y Las3. Estas 
correspondieron en identidad molecular a Lasiodiplodia theobromae, con un porcentaje superior 
al 99 %, realizado en el Laboratorio IPICYT, S.L.P. También, se identificó molecularmente a 
Colletotrichum siamense (Colle) con un 100 % de cobertura e identidad, utilizando los oligos 
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ITS1-ITS4, ITS5-ITS4, GDF1-GDR1, T1BT2B, ACT-512F/ACT-783R en LADIFIT-CP. Las cepas 
pertenecen a la colección del TecNM campus Tierra Blanca.

Pruebas de antagonismo

Para realizar las confrontaciones de Bacillus spp. frente a los fitopatógenos, se colocaron 
discos de 5 mm de diámetro en los puntos cardinales crecidos previamente en medio PDA, 
posteriormente, en el centro de la caja se colocó un disco de 5 mm de diámetro con micelio del 
patógeno con 7 d de crecimiento. Todas las placas fueron incubadas a 29 ± 2 °C en ausencia de 
luz y los radios de crecimiento del patógeno se midieron con ayuda de un vernier digital (Truper® 
CALDI-6MP), cada 24 h hasta que los testigos llenaron las cajas (Espinoza-Ahumada et al., 2019). 

La variable medida fue el radio de crecimiento del hongo fitopatógeno en presencia 
del antagonista bacteriano. Como control negativo o testigo se utilizaron placas donde se 
encontraban únicamente los hongos evaluados; con las mediciones obtenidas se determinó 
el Porcentaje de Inhibición de Crecimiento Radial (PIRG), empleando la fórmula propuesta por 
Ezziyyani et al. (2004):

 donde R1 es el radio mayor (radio patógeno-testigo) y R2 es el radio menor (radio del 
patógeno en confrontación). 

La evaluación se realizó de acuerdo con el método de Krakaliya   et al. (2017), citado 
por Khuong   et al. (2023): PIRG ≥ 60 % es altamente antagónico, 40 % ≤ PIRG ≤ 59 % es 
moderadamente antagonista, 20 % ≤ PIRG ≤ 39 % es débilmente antagonista y PIRG ≤ 19 % no 
es antagonista.

Para el bioensayo, se empleó un diseño completamente al azar con doce tratamientos: tres 
aislados de Bacillus spp. confrontados contra tres cepas de Lasiodiplodia sp., correspondientes 
a cada región de muestreo Las1, Las2 y Las3 y, una cepa de Colletotrichum sp. Se utilizaron 
5 réplicas por tratamiento y se consideró un testigo para cada microorganismo patógeno.  Se 
realizaron las pruebas de normalidad mediante el test de Shapiro-Wilk y de homogeneidad de 
varianzas utilizando el test de Bartlett. Los datos del PIRG se sometieron a análisis de varianza y 
prueba de comparación de medias múltiple (Tukey, p ≤0.05) con el paquete estadístico SAS V9.3.

Resultados y Discusión

Características macroscópicas de los fitopatógenos

A partir de los aislados procedentes del muestreo de tronco y ramas de árboles enfermos 
de lima persa, de tres zonas de la región noroeste del municipio de Tierra Blanca, Ver., se identificó 
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a Lasiodiplodia theobromae (Las 1, Las2 y Las3), correspondientes a cada área de muestreo 
y que está asociado a la enfermedad de muerte regresiva. Estas cepas se caracterizaron por 
desarrollar abundante micelio aéreo tipo algodonoso de crecimiento rápido y presencia de hifas 
septadas. Las colonias, inicialmente de coloración blanquecina se tornaron gris-verdosa en 7 días 
(Figura 1) y completamente oscuras transcurridos los 14 días. El otro fitopatógeno fue identificado 
como Colletotrichum siamense, asociado a la enfermedad de antracnosis y que presentó un 
patrón de crecimiento en círculos concéntricos, con desarrollo de micelio subaéreo y plano color 
blanco (Figura 1). 

Figure 1. Fitopatógenos aislados e identificados en huertas de lima persa en agar 
PDA a los 7 días de crecimiento, a) Lasiodiplodia theobromae y b) Colletotricum 

siamense.

Actividad antagónica in vitro de Bacillus spp. vs fitopatógenos

El PIRG entre los microorganismos evaluados in vitro (Figura 2) evidenció diferentes 
interacciones. De acuerdo al porcentaje de inhibición, Bs2 presentó un comportamiento altamente 
antagónico sobre Lasiodiplodia theobromae (Las1 y Las3), con valores de inhibición de 66.7 y 
61.8 % respectivamente; mientras que Bs1, mostró para los dos fitopatógenos evaluados una 
inhibición moderada con valores de inhibición de 46.7 a 49.8 %. Por otra parte, la interacción 
entre Bs2 y Colle, así como Bv con los dos fitopatógenos no presentó antagonismo (Figura 2). 
Estos resultados contrastan con lo reportado por Chukeatirote et al. (2018), en el que Bacillus 
velezensis presentó un 60 % de inhibición de crecimiento radial sobre Lasiodiplodia theobromae. 

Se ha destacado el impacto de Bacillus velezensis en el control biológico, por la 
identificación de grupos de genes relacionados con la síntesis de metabolitos secundarios con 
actividad antifúngica, como lo son las fengicinas, iturinas y surfactinas que juegan un papel 
importante en el control de patógenos fúngicos ( Zhang et al., 2022; Wei et al., 2023). Así también, 
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al ser evaluado en plantas, se ha observado que puede reducir las enfermedades, debido a 
la formación de biopelículas en las rizosferas que promueven el crecimiento y las protegen de 
los microorganismos infecciosos, tanto por la secreción de compuestos antimicrobianos, así 
como a través de la resistencia sistémica (Rabbee et al., 2019; Moreno-Velandia et al., 2021). 
Cabe mencionar, que, aunque en este estudio no se observó un efecto antagónico por parte de 
esta cepa (Figura 3), se puede esperar un resultado diferente y prometedor en el desarrollo y 
protección de la planta en pruebas in situ. 

Por otra parte, los valores más altos de inhibición  que presentó Bs2 (Bacillus subtilis-2) 
sobre el crecimiento micelial de las cepas Lasiodiplodia theobromae Z1 y ZII (Las1 y Las3), 
respectivamente (Figura 2), son similares a los reportados por Sajitha et al. (2014), al evaluar 
dos cepas identificadas como Bacillus subtilis contra Lasiodiplodia theobromae, obteniendo 
valores de inhibición de 64.44 y 60.74 %. El bajo porcentaje que se obtuvo de la cepa Bs2 sobre 
Colletrotrichum siamense (16 %), contrasta con lo señalado por Cambero-Ayón et al. (2020), 
quien obtuvo un porcentaje de inhibición micelial superior al 32 % en la evaluación de Bacillus 
subtilis sobre C. gloeosporioides (Colle).

Adicionalmente, se puede destacar que tanto la cepa de Bs2 como la cepa Bs1 mostraron 
actividad antagónica contra Lasiodiplodia theobromae (Figura 3). Lo anterior coincide con Castillo-
Reyes et al. (2015), en el que para cepas de una misma especie se pueden exhibir diferentes 
capacidades para inhibir el crecimiento de diferentes microorganismos. También, el origen de 
estas cepas podría ser un factor que influya en las características de biocontrol de las mismas, 
debido a que Bs1 fue aislada de hojas y Bs2 de la rizosfera de plantas de lima persa. Se ha 
demostrado en diversos estudios que cepas nativas del género Bacillus, aisladas de la rizósfera 
de diferentes cultivos, son capaces de generar un efecto antagónico en el desarrollo de agentes 
fitopatógenos (Castillo-Reyes et al., 2015; Castañeda-Alvarez & Sánchez, 2016; Yan et al., 2021; 
Balthazar et al., 2022). Adicionalmente, los microorganismos nativos como agentes de control 
biológico tienen como ventaja la capacidad para mantener el equilibrio ecológico y controlar 
plagas y enfermedades de manera efectiva. Al estar naturalmente adaptados a las condiciones 
ambientales y edafológicas de su entorno, poseen una ventaja competitiva sobre las especies 
introducidas. Además, su alta eficiencia reproductiva en su hábitat les permite garantizar un 
control biológico sostenido y prolongado (Berg & Smalla, 2009; Chavarria-Quicaño et al., 2023; 
Martínez-Martínez et al., 2023)
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Figura 2. Confrontación in vitro de Bacillus spp. contra patógenos de lima persa. 

(Bs1: B. subtilis 212s, Bs2: B. subtilis 314H, Bv: B. velezensis, Colle: Colletotrichum sp., Las1: Lasiodiplodia sp. 
ZI, Las2: Lasiodiplodia sp. ZII, Las3: Lasiodiplodia sp. ZIII). Barras con la misma letra no son estadísticamente 

diferentes, de acuerdo con la prueba de Tukey (p = 0.05).

Durante las pruebas de confrontación se observaron particularmente dos patrones de 
inhibición (Figura 4). En el primero, se observó una zona de barrera clara entre el crecimiento 
del hongo fitopatógeno y la cepa de Bacillus, delimitando una zona de inhibición con la posible 
producción de lipopéptidos como iturinas, fengicinas y surfactinas, que han sido identificadas 
durante la confrontación de Bacillus spp. contra hongos filamentosos ( Sajitha & Dev, 2016;  
Moreno-Velandia et al., 2021;) (Figura 4A). También puede deberse al efecto de mecanismos de 
competencia por nutrientes y espacio, como lo reporta Chen et al. (2020). El segundo patrón fue 
la formación de una zona de interacción que limitó el desarrollo del fitopatógeno y que produjo 
un cambio de coloración en la cepa de Bacillus, que de acuerdo con lo reportado por Chen et al. 
(2020), la producción de sustancias microbianas es el mecanismo de biocontrol más importante 
para este género (Figura 4B).
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Figura 3. Efecto inhibitorio de tres cepas de Bacillus spp.  sobre el crecimiento de 
cuatro aislados de patógenos de lima persa a los 9 días incubación. 

(Bs1: B. subtilis 212s, Bs2: B. subtilis 314H, Bv: B. velezensis 614H).
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Figura 4. Patrones de inhibición en confrontaciones. 

a) Competencia por espacio y nutrientes), b) Producción de metabolitos microbianos (formación de halo de 
inhibición).

Conclusiones

Especies nativas de Bacillus (Bs1, Bs2 y Bv) mostraron actividad antagónica diversa contra 
dos fitopatógenos que afectan el cultivo de Lima persa: Lasiodiplodia theobromae y Colletotricum 
siamense.  El nivel de antagonismo de las especies Bacillus evaluadas fue alta y moderada 
para Lasiodiplodia theobromae, y, moderada y sin actividad para Colletotrichum siamense. La 
respuesta de Bacillus subtilis contrasta con Bacillus velezensis que no mostró un efecto antagónico 
con los fitopatógenos evaluados. En este sentido, las diferencias intraespecíficas de las especies 
asociados a factores externos como el ambiente, pueden definir su potencial uso como agentes 
de biocontrol. 
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