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Resumen. El género Fusarium es un patógeno 
asociado al marchitamiento del chile y con reduc-
ción del rendimiento del cultivo. Las rizobacterias 
son una alternativa para mejorar la producción 
agrícola y protección contra  fitopatógenos. En el 
presente estudio se evaluó el antagonismo in vitro 
de diez cepas de Bacillus contra Fusarium equiseti 
ITCF1 y F. solani ITCF2, todas la cepas bacteria-
nas inhibieron el crecimiento micelial entre 21.28 
y 71.70 %, adicionalmente las cepas CBMT2 y 
CBMT51 presentaron halos de inhibición contra 
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Abstract. The genus Fusarium is a pathogen 
associated with chili wilt and reduced crop yield. 
Rhizobacterias are an alternative to improve 
agricultural production and protection against plant 
pathogens. In this work the in vitro antagonism 
of ten Bacillus strains against Fusarium solani 
ITCF1 and F. equiseti ITCF2 were evaluated. 
Our results showed that all the bacterial strains 
inhibited mycelial growth between 21.28 and 71.70 
%, additionally the CBMT2 and CBMT51 strains 
showed inhibition halos against F. equiseti with 
halos of 3.76 and 6.37 mm. The two pathogens 
showed 100 % incidence of disease in seedlings 
habanero chili and severity of 90.0 % by F. solani 
and 77.5 % by F. equiseti. In resistance tests wilt 
four strains of Bacillus based on the antagonistic 
activity were used, three inoculations were made in 
base of stem 15, 28 and 35 days after germination, 
we found that B. subtilis CBMT51and B. cereus 
BL18 reduced the severity disease caused by F. 
equiseti and BL18 strain for F. solani, in 47.7, 37.8 
and 50.9 % respectively at 28 days of evaluation.
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F. equiseti con halos de 3.76 y 6.37 mm. Los dos 
patógenos mostraron  100 % de incidencia de la 
enfermedad en plántulas de chile habanero y seve-
ridad de 90.0 % por F. solani  y 77.5 % por  F. 
equiseti. En pruebas de resistencia a la marchitez 
se utilizaron cuatro cepas de Bacillus con base en 
la actividad antagónica mostrada, se realizaron tres 
inoculaciones en la base del tallo a los 15, 28 y 
35 días después de la germinación, se obtuvo que 
B. subtilis CBMT51 y B. cereus BL18 redujeron 
la severidad de la enfermedad ocasionada por F.  
equiseti y la cepa BL18 para F. solani, en un 47.7, 
37.8 y 50.9 % respectivamente a los 28 días de la 
evaluación.
 
Palabras clave adicionales: Rizobacteria, anta-
gonismo, incidencia, severidad, Fusarium solani, 
Fusarium equiseti.

En México los estados con mayor superficie de 
producción de Capsicum chinense Jacq. son Yuca-
tán, Tabasco, Campeche y Quintana Roo, siendo 
Yucatán la entidad federativa con más superficie 
de producción con 170 hectáreas y una producción 
de 1,826 toneladas (SIAP, 2013). Además debido 
a sus características organolépticas, de mayor vida 
de anaquel y picor el chile habanero producido en 
la Península de Yucatán se considera de calidad su-
perior a los cultivados en otras partes del mundo 
(Medina et al., 2008). La reducción del rendimien-
to del cultivo de chile está asociada a la presen-
cia de fitopatógenos. El género Fusarium es uno 
de los fitopatógenos más importantes asociados al 
marchitamiento y a la reducción del rendimiento 
de chile. Fusarium spp. y F. oxysporum fueron los 
hongos con mayor frecuencia asociados a marchi-
tez en un 100 % de muestras de Capsicum annuum 
L. de diferentes  tipos de chile como serrano y ja-
lapeño (Albañil et al., 2015). En C. annuum L., se 

Additional keywords: Rhizobacteria, antagonism, 
incidence, severity, Fusarium solani, Fusarium 
equiseti.

In Mexico, the states with the highest surface 
dedicated to the production of Capsicum chinense 
Jacq. are Yucatán, Tabasco, Campeche, and 
Quintana Roo, Yucatán being the state with the 
greatest surface of production, with 170 hectáreas, 
and a production of 1,826 tons (SIAP, 2013). 
Also, due to its organoleptic characteristics of a 
longer shelf life and spiciness, the habanero chili 
produced in the Yucatan is considered of a higher 
quality than those grwon in other areas of the 
world (Medina et al., 2008). The reduction of the 
chili crop yield is related to the presence of plant 
pathogens. The genus Fusarium is one of the most 
important plant pathogens related to the wilting and 
yield reduction of the chili plant. Fusarium spp. 
and F. oxysporum  were the most frequent fungi 
related to wilting in 100 % of Capsicum annuum 
L. samples of different types of chilies, such as 
serrano and jalapeño (Albañil et al., 2015). In C. 
annuum L., F. oxysporum, F. solani, and F. equiseti 
have been identified to affect the crop and reducing 
yield significantly (Martínez et al., 2011). The most 
common methods of control of these pathogens 
is the use of synthetic fungicides that pollute the 
environment. Therefore, an alternative for biological 
control is the use of antagonistic rhizobacterias, 
capable of exerting control over pathogens (Guillén 
et al., 2006). This antagonism is attributed in part 
to the production of chitinases (Chang et al., 2010) 
and lipopeptides such as: iturin, surfactin, fengycin, 
and bacillomycin (Ramarathnam et al., 2007). The 
most commonly used rhizobacterias belong to the 
genus Bacillus. The species of B. megaterium and 
B. lincheniformis not only promote growth and 



Publicación Anticipada, 2016 210

Revista Mexicana de FITOPATOLOGÍA / 
Mexican Journal of Phytopathology Fully Bilingual

han identificado F. oxysporum, F. solani y F. equi-
seti afectando al cultivo y reduciendo significati-
vamente el rendimiento (Martínez et al., 2011). El 
método de control más común de estos patógenos 
es el uso de fungicidas sintéticos que contaminan 
el ambiente. Por ello una alternativa de control bio-
lógico es el empleo de rizobacterias antagonistas, 
capaces de ejercer un control de patógenos (Guillén 
et al., 2006). Este antagonismo se atribuye en parte 
a la producción de quitinasas (Chang et al., 2010) 
y lipopéptidos como: iturina, surfactina, fengicina 
y bacilomicina (Ramarathnam et al., 2007). Las ri-
zobacterias más utilizadas son del género Bacillus. 
Las especies de B. megaterium y B. lincheniformis, 
además de promover el crecimiento e inducir un 
mayor rendimiento de C. annuum L., están relacio-
nadas con la reducción de la incidencia de fitopa-
tógenos (Amaresan et al., 2014). La aplicación de 
B. megaterium en C. annuum infectadas con Phyto-
phthora capsici Leonian redujo la severidad de la 
enfermedad en un 50.4 % (Akgül y Mirik, 2008). 
Las rizobacterias activan mecanismos de defen-
sa de las plantas contra fitopatógenos (Ahemad y 
Khan, 2011). En rizobacterias que promueven el 
crecimiento vegetal, se ha observado la reducción 
de algunas enfermedades en las plantas, y están 
relacionadas con la capacidad de inducir enzimas 
de defensa, como peroxidasas, polifenol oxidasa, 
fenilalanina amonio liasa, quitinasas y β-1,3 glu-
canasa, que pueden tener efecto en la reducción 
de la incidencia y severidad de las enfermedades 
(Saravanakumar et al., 2007). Guillén et al. (2006), 
aplicaron B. amyloliquefaciens B1,  B. lichenifor-
mis B3, y B. subtilis B9 y B13 sobre Fusarium spp., 
Rhizoctonia solani Kühn y P. capsici Leonian,  pa-
tógenos causantes de pudriciones de raíz de chile 
(C. annuum L.); la aplicación de las bacterias redu-
jo la incidencia en 80 % y severidad de pudrición 
de raíz en 39 % respecto al testigo. En este estudio 
se evaluaron cepas de Bacillus spp. con actividad 
antifúngica in vitro y su efecto en la respuesta de 

induce a higher yield of C. annuum L., but are 
also related to the reduction of the incidence of 
plant pathogens (Amaresan et al., 2014). Applying 
B. megaterium in C. annuum infected with 
Phytophthora capsici Leonian reduced the severity 
of the disease by 50.4 % (Akgül and Mirik, 2008). 
The rhizobacterias activate defense mechanisms 
in plants against pathogens (Ahemad and Khan, 
2011). In rhizobacterias that promote plant growth, 
a reduction has been observed of some diseases 
in plants, and they are related to the capacity of 
inducing defense enzymes, such asperoxidases, 
polyphenol oxidase, phenylalanin amonnia lyase, 
chitinases and β-1,3 glucanase, which can have an 
effect on the reduction of disease incidence and 
severity (Saravanakumar et al., 2007). Guillén et 
al. (2006), applied Bacillus amyloliquefaciens B1,  
B. licheniformis B3, and B. subtilis B9 and B13 
on Fusarium spp., Rhizoctonia solani Kühn and 
P. capsici Leonian,  pathogens that cause rotting 
of roots in chili plants (C. annuum L.); applying 
bacteria reduced the incidence by 80 %, and root 
rotting severity by 39 % in comparison to the 
control. This study evaluated strains of Bacillus 
spp. with antifungal activity in vitro and its effect 
on the response of resistance to wilting in en C. 
chinense, induced by F. equiseti and F. solani.

MATERIALS AND METHODS

Microorganisms used and preparation of 
inoculants.

Ten strains were used of Bacillus, isolated, 
and characterized in earlier works, nine strains 
with activity in vitro against different pathogenic 
fungi (Sosa et al., 2012: Mejía et al., 2013; Ruiz 
et al., 2016) and one strain (Bacillus cereus BL18) 
reported with properties in the growth enhancement 
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resistencia a la marchitez en C. chinense, inducida 
por F. equiseti y F. solani.

MATERIALES Y MÉTODOS

Microorganismos utilizados y preparación de 
inóculos.

Se utilizaron 10 cepas de Bacillus, aisladas y 
caracterizadas en trabajos previos, nueve cepas con 
actividad in vitro contra diferentes hongos fitopa-
tógenos (Sosa et al., 2012: Mejía et al., 2013; Ruiz 
et al., 2016) y una cepa (B. cereus BL18) reportada 
con propiedades en la promoción de crecimiento en 
C. annum L. (Peña et al., 2016). Los inóculos bacte-
rianos se obtuvieron de cultivos en caldo nutritivo® 
(CN), de siete días en agitación a 200 rpm a 29 °C, 
el tiempo utilizado fue para permitir la formación 
de esporas, lo cual fue verificado con ayuda de un 
microscopio óptico. Posteriormente las muestras 
se centrifugaron a 8,000 x g por 10 min, al paquete 
celular se le realizó un lavado con solución 0.9 % 
de NaCl, y se ajustó a una concentración de 1x108 
UFC mL-1 con la ayuda de una cámara de Neu-
bauer (Luna et al., 2013). Las cepas de Fusarium 
solani y F. equiseti fueron previamente aisladas de 
C. chinense. Los fitopatógenos fueron reactivados 
en medio de agar de papa dextrosa (PDA). Para su 
multiplicación se usaron hojuelas de avena esteri-
lizadas en autoclave; para ello se depositaron 100 
g de hojuelas en matraces de 250 mL de capacidad 
y se adicionó 40 mL de extracto de papa (300 g de 
papa cruda en 1 L de agua hirviendo por 15 min), 
posteriormente se depositaron dos discos de 0.5 cm 
del micelio en crecimiento activo de cada hongo 
fitopatógeno y fueron incubados en cámara de cul-
tivo a 30 °C durante diez días (Bruna, 1991), esto 
se utilizó como inoculo para pruebas posteriores.

Inhibición de crecimiento micelial in vitro de 
Fusarium spp. por Bacillus spp. 

in Capsicum annum L. (Peña et al., 2016). The 
bacterial inoculants were obtained from broths 
in a nutrient broth® (CN) stirred for seven days 
at 200 rpm at 29 °C. The time used was to allow 
the formation of spores, which was verified with a 
light microscope. Later, samples were centrifuged 
at 8,000 x g for 10 min; the cellular package was 
washed with a 0.9 % NaCl solution, and adjusted to a 
concentration of 1x108 UFC mL-1 using a Neubauer 
camera (Luna et al., 2013). Fusarium solani and 
F. equiseti strains were previously isolated from 
C. chinense. The pathogens were reactivated in 
a potato dextrose agar (PDA) medium. For their 
multiplication, we used oat flakes sterilized in 
autoclave; for this, 100 g of flakes were placed in 
250 mL flasks and 40 mL potato extract were added 
(300 g of raw potato in 1 L of boiling water for 
15 min). Later, we deposited two discs of 0.5 cm of 
the mycelium in active growth of every pathogenic 
fungus and they were incubated in a growth 
chamber at 30 °C for ten days (Bruna, 1991). This 
was used as an inoculant for later tests.

Inhibition of mycelial growth in vitro of 
Fusarium spp. by Bacillus spp.

The biotests were carried out by direct 
confrontation with the widely used dual planting 
(Li et al., 2011; Essghaier et al., 2012; Rios et al., 
2016). In the center of 90 x 15 mm Petri dished 
with potato dextrose agar (PDA) medium, we 
placed a disc, 0.5 cm in diameter, of mycelium 
of the pathogen with 10 d of active growth, and 
innoculated 6 µL of a 1x108 UFC bacterial solution 
in four equidistant points around the mycelial 
growth at a distance of 2 cm. The dishes were 
incubated at 28 °C for 7 d. The radial growth was 
measured, and using this data, the percentage of 
mycelial inhibition was calculated, ttaking the 
fungal growth in PDA in the absence of bacteria 
as a control.
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Los bioensayos se realizaron por confrontación 
directa con la técnica de cultivo dual ampliamente 
utilizada (Li et al., 2011; Essghaier et al., 2012; 
Rios et al., 2016); en cajas Petri de 90 x 15 mm con 
medio agar de papa y dextrosa (PDA), se colocó un 
disco de 0.5 cm de diámetro de micelio del fitopa-
tógeno de crecimiento activo de 10 d en el centro 
de la caja y se inocularon 6 µL de una suspensión 
bacteriana de 1x108 UFC, en cuatro puntos equi-
distantes alrededor del crecimiento micelial a una 
distancia de 2 cm, las cajas se incubaron a 28 °C 
durante 7 d. Se midió el crecimiento radial y con los 
datos se calculó el porcentaje de inhibición mice-
lial, tomando como testigo el crecimiento del hon-
go en PDA sin la presencia de bacterias.

Pruebas de patogenicidad de Fusarium equiseti 
y F. solani en chile habanero.

Se utilizaron semillas de chile habanero cv. 
criollo desinfectadas con 2 % de hipoclorito de so-
dio y lavadas tres veces con agua destilada estéril. 
Se realizó la siembra en charolas de plástico de 98 
cavidades con sustrato estéril comercial Cosmo-
peat®, esterilizado en una autoclave a 120 °C por 
15 min. Se obtuvieron plántulas de 28 días después 
de la germinación (DDG) a las cuales se les rea-
lizó pruebas de patogenicidad para determinar la 
virulencia por acción de los hongos fitopatógenos. 
Se prepararon macetas en vasos de poliestireno ex-
pandido (unicel) de 32 oz, con 600 g de sustrato de 
una mezcla de suelo K´ancab (nomenclatura regio-
nal Maya) del tipo Luvisol y bovinaza (1:1) (Soria 
et al., 2002), el tipo Luvisol son suelos arcillosos 
de color pardo rojizo ligeramente ácido (Bautista, 
2005). El sustrato fue esterilizado a 120 °C por 
15 min. A este sustrato se le adicionó 10 g de avena 
con el crecimiento de los fitopatógenos de 1x106 
conidios por gramos de avena; el cual se cuantificó 

Pathogenicity tests for Fusarium equiseti and F. 
solani in habanero chili.

Habanero chili cv. native seeds were used after 
being disinfected with 2 % sodium hypochlorite 
and washed 3 times with sterile distilled water. 
They were planted in plastic trays with 98 holes 
with the commercial sterile substrate Cosmopeat®, 
sterilized in an autoclave at 120 °C for 15 min. 
Plantlets were obtained 28 days after germination 
(DDG) and pathogenicity tests were run on them 
in order to determine the virulence by action of 
the pathogenic fungi. Pots were prepared using 
32 oz styrofoam cups, with 600 g of substrate of 
a mixture of the soil K´ancab (regional Mayan 
name) of the type Luvisol and cow manure (1:1) 
(Soria et al., 2002). Luvisol soils are reddish brown 
clay soil and slightly acidic (Bautista, 2005). The 
substrate was sterilized at 120 °C for 15 min. It was 
added 10 g of oats with the growth of the pathogens 
of 1x106 conids per grams of oats, which was 
quantified by taking a gram of oats with inoculant 
and adding 9 mL of sterilized distilled water. It 
was counted with the help of a Neubauer camera, 
one plantlet was placed in each pot, and in order 
to allow the pathogen to enter the plant, a 1 cm cut 
was performed on the apex of the root, in order to 
determine its virulence (Herrera et al., 2011).

Evaluation of the resistance to wilting by 
Fusarium spp. in habanero chili plants 
inoculated with Bacillus spp.

The disinfected habanero chili seeds were 
planted in plastic trays with 98 holes with the 
commercial sterile substrate Cosmopeat®. Fifteen 
days after germination (DDG) an inoculation was 
carried out, of 1 mL of bacterial suspension of 
1x108 UFC mL-1 on the base of the stems of the 
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tomando un gramo de avena con inóculo y adicio-
nando 9 mL de agua destilada estéril, se realizó el 
conteo con la ayuda de una cámara de Neubauer, 
se depositó una plántula por maceta, y con el fin de 
permitir la entrada del patógeno a la planta, se le 
hizo un corte de 1 cm al ápice de la raíz, para deter-
minar su virulencia (Herrera et al., 2011).

Evaluación de la resistencia a la marchitez por 
Fusarium spp. en plantas de chile habanero ino-
culadas con Bacillus spp. 

Las semillas de chile habanero desinfectadas se 
sembraron en charolas de plástico de 98 cavidades 
con sustrato estéril comercial Cosmopeat®. A los 
15 días después de la germinación (DDG) se rea-
lizó una inoculación de 1 mL de suspensión bacte-
riana de 1x108 UFC mL-1 en la base del tallo de las 
plántulas, al testigo se le aplicó 1 mL de 0.9 % de 
NaCl. A los 28 DDG se realizó el trasplante en va-
sos de unicel de 32 oz con 600 g de sustrato (mez-
cla Luvisol y bovinaza), previamente inoculados 
con 10 g de avena que contenían 1x106 conidios·g-1. 
Se aplicaron 3 mL de la solución bacteriana a los 
28 y 35 DDG. La fertilización fue con la fórmula 
125-100-150 de N-P-K (Soria et al., 2002). Se es-
tableció el experimento bajo condiciones de un in-
vernadero tipo macrotúnel del Instituto Tecnológi-
co de Conkal (21° 04’ N y 89° 31’ O), con seis tra-
tamientos para cada fitopatógeno evaluado; cuatro 
cepas bacterianas, un tratamiento que consistió sin 
la inoculación bacteriana pero con la presencia de 
los hongos fitopatógenos y un testigo que consistió 
en plántulas sin inoculación de fitopatógenos ni de 
cepas bacterias. Se estableció en un diseño com-
pletamente al azar con 10 repeticiones para cada 
tratamiento, cada maceta representó una unidad 
experimental. Para asociar la resistencia inducida 
por la inoculación de las bacterias; cada cuatro días 
después de que aparecieron los síntomas, se estimó 

plantlets. The control was applied 1 mL of 0.9 % 
of NaCl. At 28 DDG, the transplant was carried out 
in 32 oz styrofooam cups with 600 g os substrate 
(mixture of Luvisol and cow manure), previously 
inoculated with 10 g of oats that contained 
1x106 conids·g-1. After 28 and 35 DDG, 3 mL of 
the bacterial solution were added. Fertilization 
took place with the formula 125-100-150 of 
N-P-K (Soria et al., 2002). The experiment was 
established under macrotunnel-type greenhouse 
conditions in the Instituto Tecnológico de Conkal 
(21º 04’ N and 89º 31’ O), with six treatments for 
each pathogen evaluated, four bacterial strains, a 
treatment that consisted of no bacterial inoculation, 
but with the presence of the pathogenic fungi, 
and a control  that consisted in plantlets with no 
inoculation of pathogens of bacterial strains. It 
was established in a completely random design 
with 10 repetitions for each treatment; each pot 
represented an experimental unit. To associate the 
resistance induced by the bacterial inoculation, 
every four days after the appearance of the 
symptoms, the severity was estimated using a 
scale of five classes: 1=0 %, 3=10 %, 5=25 %, 
7=50 %, and 9=100 % damage (CIAT, 1987). 
Using the severity data, progress curves of the 
disease were made, and the model of the Area 
Under the Disease Progress Curve (AUDPC) was 
used to calculate the intensity of the disease. On 
the 28th day after inoculation with the pathogens, 
the final severity of the disease was calculated with 
the arcsin instruction; y=arsin (sqrt(y/100)), using 
the parameter of Yfinal (Campbell and Madden, 
1990). Finally, using the Abbott procedure (1925), 
the efficiency of the bacterial strains as resistance 
inducers was validated. Averages were compared 
when the significance between treatments was 
determined using Tukey (p≤0.05). To verify result 
reproducibility, the experiments were repeated in 
two periods (December, 2014 and February, 2015); 
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la severidad con apoyo de una escala de cinco cla-
ses: 1=0 %, 3=10 %, 5=25 %, 7=50 % y 9=100 % 
de daño (CIAT, 1987). Con los datos de severidad, 
se construyeron curvas del progreso de la enferme-
dad, y con el modelo del Área Bajo la Curva del 
Progreso de la Enfermedad (ABCPE) se calculó la 
intensidad de la enfermedad. A los 28 días después 
de la inoculación con los fitopatógenos, se calculó 
la severidad final de la enfermedad con la instruc-
ción de arcoseno; y=arsin (sqrt(y/100)), mediante 
el parámetro de Yfinal (Campbell y Madden, 1990). 
Finalmente mediante el procedimiento de Abbott 
(1925) se validó la eficacia de las cepas bacterianas 
como inductoras de resistencia. Se aplicó el com-
parador de medias cuando se determinó significan-
cia entre tratamientos con Tukey (p≤0.05). Con el 
propósito de verificar la reproducibilidad de resul-
tados, los experimentos se repitieron en dos perio-
dos (diciembre de 2014 y febrero de 2015), para el 
análisis se utilizaron los promedios de las dos eva-
luaciones. Los análisis estadísticos se hicieron con 
el programa SAS versión 9.3 para Windows (SAS 
Institute Inc. 2010). 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Actividad in vitro de Bacillus spp. contra Fusa-
rium spp. 

Todas las cepas mostraron inhibir el crecimien-
to micelial de los patógenos, los porcentajes de in-
hibición en F. equiseti fueron de 21.28 a 71.70 % 
y para el caso de F. solani fue de 37.4 a 69.92 % 
(Cuadro 1) el mayor efecto fue observado con B. 
subtilis CBMT51 sobre el crecimiento de F. equi-
seti, y la cepa CBRF8 mostró el mayor efecto con-
tra ambos patógenos con valores arriba del 63 %. 
La cepa B. cereus BL8, reportada como promotora 
de crecimiento, mostro porcentajes de inhibición 

for the analysis, the averages of both evaluations 
were used. The statistical analyses were carried out 
using the program SAS version 9.3 for Windows 
(SAS Institute Inc. 2010). 

RESULTS AND DISCUSSION

In vitro activity of Bacillus spp. against Fusarium 
spp.

All strains showed inhibition of the mycelial 
growth of the pathogens; the percentages of 
inhibition in F. equiseti were between 21.28 and 
71.70 %, and for F. solani, it was 37.4 to 69.92 % 
(Table 1). The greatest effect was observed with 
B. subtilis CBMT51 on the growth of F. equiseti, 
and strain CBRF8 showed the greatest effect 
against both pathogens with values of over 63 %. 
The strain B. cereus BL8, reported as a growth 
enhancer, showed percentages of inhibition 
significantly lower than the two strains mentioned 
above. The range of inhibition reported by several 
authors is broad, percentages of inhibition of 90 % 
are reported for B. subtilis strains against Fusarium 
sp. (Badía et al., 2011), and, on the other hand, 
percentages of inhibition of 29.4 % were reported 
for F. avenacum (Essghaier et al., 2012), and for B. 
methylotrophicus and B. amyloliquefaciens against 
F. oxysporum of 42.0 and 51.5 % (Rios et al., 
2016); the latter are within the range obtained in 
this study. Strains CBMT2 and CBMT51 were the 
only ones to present halos of inhibition of mycelial 
growth in confrontation with F. equiseti with halos 
measuring 3.76 and 6.37 mm, respectively, which 
correspond to 18.3 and 31.5 % of inhibition (Figure 
1). The antagonistic activity of Bacillus is due to 
several mechanisms, such as competition for the 
colonization of the rhizosphere (Compant et al., 
2005), production of lipopeptides such as Iturin, 
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significativamente menores a las dos cepas men-
cionadas. El rango de inhibición reportados por 
varios autores es amplio, porcentajes de inhibición de 
90 % son reportados por cepas de B. subtilis contra 
Fusarium sp. (Badía et al., 2011), por el contrario 
porcentajes de inhibición de 29.4 % fue reportado 
para F. avenacum (Essghaier et al., 2012), y para 
B. methylotrophicus y B. amyloliquefaciens contra 
F. oxysporum de 42.0 y 51.5 % (Rios et al., 2016), 
estos últimos se encuentran dentro del rango obte-
nido en el presente estudio. Las cepas CBMT2 y 
CBMT51, fueron las únicas que presentaron halos 
de inhibición del crecimiento micelial en confron-
tación contra F. equiseti con halos de 3.76  y 6.37 mm, 
respectivamente, que corresponden al 18.3 y 31.5 % 
de inhibición (Figura 1). La actividad antagónica 
de Bacillus se debe a varios mecanismos como 
competencia por la colonización de la rizosfera 
(Compant et al., 2005), producción de lipopéptidos 
como Iturina, Fengicina y Surfactina (Kim et al., 
2010), y producción de enzimas líticas (Pleban et 
al., 1997; Chang et al. 2010). La cepa B. subtilis 
Pla10 produce antibióticos de la familia Iturina A 

Fengycin, and Surfactin (Kim et al., 2010), and 
the production of lytic enzymes (Pleban et al., 
1997; Chang et al. 2010). The strain B. subtilis 
Pla10 produces antibiotics of the family Iturin 
A and Surfactin; the purified fractions showed 
that only Iturin A presented fungicidal activity 
(Ragazzo et al., 2011). The purified chitinase from 
Bacillus cereus YQ 308 inhibits the elongation 
of F. oxysporum and F. solani hyphae, reducing 
the biomass of fungi in comparison with the 
control (Chang et al., 2003). According to the 
results, four Bacillus strains were selected for 
the wilting control tests in habanero chili plants 
based on its antifungal activity; the strain CBRF8, 
which showed the highest percentage of mycelial 
inhibition in F. solani, the strain CBMT51, which 
showed the highest percentage of inhibition and 
halo of inhibition in F. equiseti, strain CBMT2, 
with antifungal activity against both pathogens 
and the presence of inhibition halo in F. equiseti, 
and the strain BL18 was included, with a moderate 
antifungal activity, although reported as having 
plant growth enhancing properties. 

Cuadro 1. Actividad in vitro de Bacillus spp. contra Fusarium spp. a los siete días de confrontación.
Table 1. Activity in vitro of Bacillus spp. against Fusarium spp. after seven days of confrontation.  
 

Cepas de 
Inhibición del crecimiento micelial (%)

F. equiseti ITCF1                     F. solani ITCF2

B. subtilis CBRF4 52.29±2.24 c○ 47.81±4.15 e
Bacillus sp. CBRF5 58.76±0.26 bc 61.60±1.05 b
B. subtilis CBRF8 63.89±0.26 abc 69.92±0.47 a
B. amyloliquefaciens CBRF11 58.05±0.62 bc 58.37±0.45 bcd
Bacillus sp. CBRM9 60.15±0.55 abc 60.75±0.22 bc
B. subtilis CBMT2 65.08±0.58 ab 53.43±0.39 cde
B. subtilis CBMT51 71.70±0.35 a 56.81±1.30 bcd
Bacillus sp. CBCC58 21.28±5.08 e 22.34±1.14 g
Bacillus sp. CBCK44 61.99±0.50 abc 46.36±1.28 e
B. cereus BL18 37.34±632 d 37.40±2.59 f
Testigo 0.00±0.0 f 0.00±0.0 h

○Medias con letra distinta son estadísticamente diferentes (p≤0.05)  /  ○Averages with different letters are 
statistically different (p≤0.05).
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y Surfactina, las fracciones purificadas mostraron 
que solo Iturina A es la que presentó actividad fun-
gicida (Ragazzo et al., 2011). La quitinasa purificada 
de Bacillus cereus YQ 308 inhibe la elongación de 
hifas de F. oxysporum y F. solani, disminuyendo 
la biomasa de los hongos en comparación al tes-
tigo (Chang et al., 2003). De acuerdo con los re-
sultados se seleccionaron cuatro cepas de Bacillus 
para los ensayos de control de la marchitez en chile 
habanero con base en su actividad antifúngica; la 
cepa CBRF8 que mostró el mayor porcentaje de 
inhibición micelial en F. solani, la cepa CBMT51 
que mostró el mayor porcentaje de inhibición y 
halo de inhibición en F. equiseti, la cepa CBMT2, 
con actividad antifúngica contra ambos patógenos 
y presencia de halo de inhibición en F. equiseti, y 
se incluyó a la cepa BL18 con moderada actividad 
antifúngica pero reportada con propiedades de pro-
moción de crecimiento vegetal. 

Pruebas de patogenicidad de Fusarium equiseti 
y F. solani en chile habanero. 

Pathogenicity tests for Fusarium equiseti and F. 
solani in habanero chili.

The pathogenicity tests for Fusarium equiseti 
ITCF1 and F. solani ITCF2 inoculated in habanero 
chili plants, showed virulence, since they induced 
characteristic symptoms such as chlorosis, 
flaccidity, and partial defoliation partial rotting of 
roots and neck, which occasionally rose to 3 to 
7 cm above the base of the stem. Despite records 
of 100 % incidence with both species of fungus, 
severity was greater with F. solani ITCF2, where it 
recorded 90.0 %, and lower with F. equiseti ITCF1 
with 77.5 %, without representing a statistical 
difference (Table 2). The symptoms of the disease 
began to manifest themselves after two weeks 
of inoculation with the pathogen. These results, 
in terms of incidence and severity, were similar 
to those obtained in other studies on Capsicum 
annuum L. and Solanum lycopersicum L., obtaining 
an incidence of 100 % and severity of 80 to 100 % 
with two strains of F. oxysporum (Apodaca et al., 

Figura 1. Antagonismo in vitro de Bacillus subtilis CBMT51 contra Fusarium equiseti a los siete días de confrontación, en com-
paración con el testigo.

Figure 1.	 Antagonism in vitro of Bacillus subtilis CBMT51 against Fusarium equiseti after seven days of confrontation, compared 
to the witness. 
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Las pruebas de patogenicidad por Fusarium 
equiseti ITCF1 y F. solani ITCF2 inoculadas en 
planta de chile habanero, mostraron virulencia, al 
inducir síntomas característicos como: clorosis, fla-
cidez y defoliación parcial, pudrición de raíces y 
cuello, que en ocasiones ascendió de 3 a 7 cm de 
la base del tallo. A pesar de registrase el 100 % de 
incidencia con las dos especies de hongos, la seve-
ridad fue mayor con F. solani ITCF2 donde registró 
90.0 % y menor con F. equiseti ITCF1 con 77.5 %, 
sin que represente diferencia estadística (Cuadro 
2). Los síntomas de la enfermedad se empezaron a 
manifestar a la segunda semana de inoculación con 
el patógeno. Estos resultados en cuanto a la inci-
dencia y severidad fueron similares a los obtenidos 
en otros estudios en Capsicum annuum L. y Sola-
num lycopersicum L., obteniendo un 100 % de inci-
dencia y severidad de 80 a 100 % con dos cepas de 
F. oxysporum (Apodaca et al., 2004). En pruebas 
de patogenicidad en plantas de Thevetia peruviana 
inoculadas con especies de Fusarium, encontraron 
a F. solani provocando síntomas como: necrosis en 
el tallo, hojas cloróticas y marchitez, determinando 
a esta especie como la más virulenta (Herrera et al., 
2011), resultados que concuerdan con las del pre-
sente estudio. Se realizó un análisis de varianza con 
el modelo del área bajo la curva del progreso de 
la enfermedad (ABCPE) para poder determinar la 
patogenicidad y agresividad de los dos hongos, se 

2004). In pathogenicity tests on Thevetia peruviana 
plants inoculated with Fusarium species, F. solani 
was found to cause symptoms such as necrosis in 
the stem, chlorotic leaves, and wilting, determining 
this species as the most virulent (Herrera et al., 
2011), results which agree with those in this 
study. An analysis of variance was carried out 
with the Area Under the Disease Progress Curve 
(AUDPC) model to determine the pathogenicty and 
aggressiveness of the two fungi, and for F. equiseti 
and F. solani, 1120.0 and 1201.0 units day-1 were 
obtained, respectively. There was no significant 
difference in the virulence of the fungi (Table 2), 
although a greater unit can be observed of plants 
diseased with F. solani. For the control, without the 
presence of fungi, there were 0.0 diseased units, 
keeping the plants healthy and vigorous until the 
end of the experiment.

Evaluation of the resistance to wilting by 
Fusarium spp. in habanero chili plants 
inoculated with Bacillus spp.

The appearance of symptoms in plants inoculated 
with F. equiseti and F. solani were observed eight 
days after inoculation. In general, in inoculated 
plants, F. solani displayed more virulence than 
F. equiseti when inducing greater severity during 
the progress of the disease; in control plants, 

Cuadro 2.	 Incidencia y área bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) de F. equiseti y F. 
solani  en plantas de chile habanero.

Table 2.	Incidence and area under the disease progress curve (AUDPC) for F. equiseti and F. solani  in 
habanero chili plants 

Tratamiento Incidencia final (%)  (%) Yfinal ABCPE (Unidad.día-1)

F. equiseti 100±0.0 a 77.5±12.0 a 1120.0±5.45 a○

F. solani 100±0.0 a 90.0±  6.6 a 1201.0±5.13 a
Testigo 0.0 b                 0±  0.0 b 0.0±0.0 b

○Medias con letras diferentes en cada columna son estadísticamente diferentes (Tukey 0.05) /  ○ Averages 
with different letters in each column are statistically different (Tukey 0.05).
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obtuvo para F. equiseti y F. solani 1120.0 y 1201.0 
unidades.día-1, respectivamente, no hubo diferencia 
significativa en la virulencia de los hongos (Cuadro 
2), sin embargo, se puede observar una mayor uni-
dad de plantas enfermas por F. solani. Para el tes-
tigo sin la presencia de hongos hubo 0.0 unidades 
enfermas manteniéndose las plantas sanas y vigo-
rosas hasta el final del experimento.

Evaluación de la resistencia a la marchitez por 
Fusarium spp. en plantas de chile habanero ino-
culadas con Bacillus spp.

La aparición de síntomas en plantas inoculadas 
con F. equiseti y F. solani se observaron a los ocho 
días posteriores a la inoculación. En general, en las 
plantas inoculadas, F. solani mostró mayor virulen-
cia que F. equiseti; al inducir mayor severidad du-
rante el progreso de la enfermedad; en plantas tes-
tigo sin la inoculación de patógenos, no se presentó 
la enfermedad (Figura 2). El análisis de la intensidad 

without the inoculation of pathogens, the disease 
was not present (Figure 2). The analysis of the 
intensity of the disease showed less AUDPC with 
the inoculations of the strains CBMT51 and BL18 
against F. equiseti, although only BL18 allowed 
less severity in plants infected with F. solani. At 
the end of the experiment, the parameter Yfinal 
displayed, with CBMT51, a severity of 39.7 % 
in F. equiseti, while BL18 against F. solani gave 
41.7 %. This helped calculate the higher levels of 
disease control with 47.8 and 50.9 % efficiency, 
respectively (Table 3). In trials with B. subtilis 
CAS15 applications on C. annuum, it reduced the 
severity of the disease caused by F. oxysporum, 
with a control efficiency of 56.9 %. Similar to 
that obtained in this study, this efficiency was 
attributed to a systemic resistance induction (SRI) 
(Yu et al., 2011). The SRI has been observed in 
C. annuum against Phytophthora capsici when B. 
megaterium was used, when reducing the severity 
of the disease between 18.3 and 33.3 %, and a 
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Figura 2.	 Curvas del progreso de la enfermedad de la severidad por marchitez inducida por Fusarium equiseti (A) y F. solani (B) 
a los 28 días después de la infección en plantas de chile habanero inoculadas con Bacillus spp.

Figure 2.	 Disease progress curves of the severity by wilting induced by Fusarium equiseti (A) and F. solani (B) 28 days after the 
infection in habanero chili plants innoculated with Bacillus spp.
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de la enfermedad, mostró menor ABCPE con la 
inoculación de las cepas CBMT51 y BL18 contra F. 
equiseti, sin embargo, solo la BL18 permitió menor 
severidad en las plantas infectadas con F. solani. Al 
final del experimento, el parámetro de Yfinal, regis-
tró con  CBMT51 una severidad del 39.7 % en F. 
equiseti, mientras que con BL18 se obtuvo contra 
F. solani un 41.7 %. Esto permitió calcular los ma-
yores niveles de control de la enfermedad con 47.8 
y 50.9 % de eficacia, respectivamente (Cuadro 3). 
En ensayos con aplicaciones de B. subtilis CAS15 
en C. annuum redujo la severidad de la enfermedad 
causada por F. oxysporum, con eficiencia de control 
del 56.9 %, similares a los obtenidos en este estudio, 
esta eficacia se atribuyó  a una inducción de resis-
tencia sistémica (IRS) (Yu et al., 2011). La IRS se 
ha evidenciado en C. annuum contra Phytophthora 
capsici cuando se utilizó B. megaterium al reducir 
la severidad de la enfermedad del 18.3-33.3 %, y 
una  eficiencia de control del 23.1-57.7 % (Akgül 
y Mirik, 2008). En el cultivo de Cucumis sativus 
con problemas de F. oxysporum, evaluaciones con 
Bacillus B068150, redujo la severidad en un 49.32 % 

control efficiency of 23.1 to 57.7 % (Akgül and 
Mirik, 2008). In the Cucumis sativus crop with F. 
oxysporum problems, evaluations with Bacillus 
B068150, reduced the severity by 49.32 %, which 
meant a control of 50.68 % (Li et al., 2011). In S. 
lycopersicum, resistance was conferred against 
Ralstonia solanacearum when using B. subtilis 
(CYBS-5) with a control efficiency of over 50 % 
(Chen et al., 2012). Likewise, in S. lycopersicum 
L. affected by F. oxysporum, the implementation of 
Pseudomonas fluorescens significantly reduced the 
incidence and severity of wilting between 4.86 and 
74.49 %, where the preinoculation with bacteria 
tends to improve the activation of the SRI (Yu et al., 
2011). Som rhizobacteria ar capable of producing 
salicylic acid, responsible for SRI, as shown with 
P. aeruginosa 7NSK2 against Botrytis cinerea (De 
Meyer and Hofte, 1997). These attributes can be 
used for the biological control of pathogens that 
originate in the soil, which can reduce the use of 
synthetic pesticides.

CONCLUSIONS

Cuadro 3.	 Área bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE), severidad y eficiencia del control de Fusarium equiseti y F. 
solani en plantas de chile habanero inoculadas con Bacillus spp.

Table 3.	 Area under the disease progress curve (AUDPC), severity and control efficiency for Fusarium equiseti and F. solani in 
habanero chili plants innoculated with Bacillus spp.

Tratamientos
F. equiseti F. solani

ABCPE
 (% Unidad∙día1)

Yfinal
(%) 

Efic.
(%)

ABCPE
 (% Unidad∙día1)

Yfinal
 (%)

Efic.
(%)

CBRF8 1073.0 ab○ 68.0 ab 10.8 1068.0 ab 76.2 ab 10.3
CBMT2 956.0 ab 56.7 ab 25.5 829.0 ab 58.5 ab 31.2
CBMT51 629.0 b 39.7 b 47.8 1064.5 ab 67.2 ab 20.9
BL18 630.0 b 47.7 ab 37.8 587.5 b 41.7 b 50.9
Testigo + 1198.0 a 76.3 a 0 1260.0 a 85.0 a 0
Testigo - 0.0 c 0.0 c 0 0.0 c 0.0 c 0
DMS 529.0 32.1 740.5 36.4

○Medias con letras diferentes en cada columna son estadísticamente diferentes (Tukey p≤ 0.05).  DMS = diferencia mínima signi-
ficativa; Testigo + con presencia del patógeno; Testigo – sin patógenos ni bacterias  /  ○ Averages with different letters in each col-
umn are statistically different (Tukey P≤ 0.05).  DMS = minimum significant difference; Control + with presence of the pathogen; 
Control – without pathogens or bacterias.
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lo que significó un control del 50.68 % (Li et al., 
2011). En  S. lycopersicum se confirió resistencia 
contra Ralstonia solanacearum al utilizar B. subti-
lis (CYBS-5) con una eficacia de control mayor al 
50 % (Chen et al., 2012). También en S. lycopersi-
cum L. afectados por F. oxysporum la implementa-
ción de Pseudomonas fluorescens redujo significa-
tivamente la incidencia y severidad de la marchitez 
del 4.86-74.49 %, donde la pre-inoculación con las 
bacterias tiende a mejorar la activación de  IRS (Yu 
et al., 2011). Algunas rizobacterias tienen la capa-
cidad de producir ácido salicílico; responsable de la 
IRS, como se demostró con P. aeruginosa 7NSK2 
contra Botrytis cinerea (De Meyer y Hofte, 1997). 
Estos atributos pueden ser aprovechados para el 
control biológico de fitopatógenos con origen en el 
suelo reduciendo, lo que puede disminuir el uso de 
plaguicidas sintéticos.

CONCLUSIONES

Las cepas bacterianas en estudio presentaron 
propiedades antagónicas in vitro contra F. solani y 
F. equiseti, estos patógenos presentaron virulencia 
en C. chinense al provocar marchitez a las plantas. 
Para la resistencia a la marchitez en C. chinense, la 
inoculación de las cepas B. subtilis CBMT51 y B. 
cereus BL18 redujeron la severidad provocada por  
F. equiseti, sin embargo, sólo la BL18 la redujo en 
F. solani. Se observó que la capacidad de control 
de la enfermedad está asociada con el tipo de cepa 
bacteriana y por la especie del fitopatógeno. Las ce-
pas CBMT51 y BL18 mostraron propiedades en el 
biocontrol de marchitez ocasionas por Fusarium, 
por lo que pueden ser utilizadas en la protección 
del cultivo de chile habanero.
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