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RESUMEN

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal son una
alternativa para disminuir el uso de fertilizantes quimicos e
inducir cierto grado de resistencia a insectos fitéfagos. En
este estudio se evalué el efecto de la inoculacién con la rizo-
bacteria Brevibacillus brevis CBTC1 en el crecimiento y res-
puesta a la mosquita blanca (Bemisia tabaci) de genotipos de
Capsicum annuum. Los experimentos se establecieron en un
disefio completamente al azar. En 15 repeticiones (plantas) se
evaluaron las variables de promocién de crecimiento vegetal y
en cuatro (compuestas por la mezcla de follaje de cinco plan-
tas) se hizo el andlisis de N foliar. Para evaluar la respuesta de
las plantas a B. tabaci se utilizaron 20 repeticiones (hojas).
La rizobacteria B. brevis CBTC1, productora de 4cido indol
acético, se aislé de suelo del estado de Yucatidn, México. La
inoculacién de la cepa en genotipos de C. annuum (Simojo-
vel, Amaxito, Jalapefo e X-kat ik) tuvo efectos significativos
en el didmetro de tallo, altura de planta, biomasa, nimero de
hojas y biomasa de raiz en Simojovel y Amaxito. La inocu-
lacién de la rizobacteria no modificé la concentracién de N
foliar ni la atraccién de adultos de B. tabaco en los genotipos.
En contraste, la densidad de huevos disminuyé en Simojovel

y aumento la mortalidad de ninfas en Jalapefio.
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INTRODUCCION
| uso de rizobacterias promotoras del creci-

miento vegetal (RPCV) es una aplicacién tec-
noldgica racional en los procesos de produccién
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ABSTRACT

The plant growth promoting rhizobacteria are an alternative
to reduce the use of chemical fertilizers as well as induce some
degree of resistance to phytophagous insects. In this study the
effect of the inoculation with the rizobacteria Brevibacillus
brevis CBTC1 on growth and response to whitefly (Bemisia
tabaci) in different genotypes of Capsicum annuum was
evaluated. Experiments were established in a randomized
design. In 15 repetitions (plants) the plant growth promoting
variables were evaluated, and in four (composed by mixing
foliage of five plants) foliar N evaluations were made. To assess
the response of plants to B. tabaci, 20 repetitions (leaves)
were used. The rizobacteria B. brevis CBTC1, an indole
acetic acid producer, was isolated from soil from the state of
Yucatan, Mexico. Inoculating the strain in four genotypes of
C. annuum (Simojovel, Amaxito, Jalapefio and X-kat ik) had
significant effects on stem diameter, plant height, biomass,
leaf number and root biomass in the Simojovel and Amaxito
genotypes. Rizobacteria inoculation did not change the foliar
N concentration or the attraction of B. tobaci adults in the
evaluated genotypes. In contrast, the eggs density decreased
in the Simojovel variety, and nymphal mortality increased in
the Jalapeno.

Keywords: Rizobacteria, growth promoting, phytophagous

insect.

INTRODUCTION
he wuse of plant growth promoting
rhizobacteria (RPCV) is a rational

technological application in agricultural
production processes (Lugtenberg and Kamilova,
2009). The RPCV can increase the availability of
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agricola (Lugtenberg y Kamilova, 2009). Las RPCV
pueden aumentar la disponibilidad de nutrimentos
en la rizdsfera y estimular el crecimiento vegetal a tra-
vés de la fijacién de nitrégeno, solubilizacién de nu-
trimentos y produccién de sideréforos (Loredo ez al.,
2004) y écido indolacético (AIA), hormona vegetal
que promueve el desarrollo radical, vegetativo y pro-
duccién de frutos (Martinez et al., 2013). Varias es-
pecies de RPCV tienen un impacto en la produccién
agricola al usarse como biofertilizantes (Lugtenberg y
Kamilova, 2009; Das ez /., 2013).

La RPCV Brevibacillus brevis pertenece a la Clase
Bacilli y se ha estudiado poco. Jha y Saraf (2011) re-
portaron que B. brevis MS1 aplicado a Jatropha curcas
causé un incremento significativo en longitud (7 %)
y biomasa (103 %) de la raiz, después de 60 d de la
inoculacién. Vivas er al. (2003) y Vivas et al. (2005)
observaron que la inoculacién con B. brevis en Trifo-
lium sp. aumentd el crecimiento aéreo, biomasa de
raiz y tolerancia a metales pesados. Estudios en C.
annuum con RPCV del género Bacillus, pertenecien-
te a la Clase Bacilli, mostraron resultados positivos
en el crecimiento vegetal: aumento en altura de las
plantas (21 a 65 %) e incremento en biomasa de raiz
(35275 %) y aérea (15 a 37 %) (Lamsal ez al., 2012;
Castillo et al., 2013; Martinez et al., 2013). Ademds,
el contenido de algunos elementos minerales en el
follaje, en particular el N, incrementa en respuesta
a las inoculaciones con estas rizobacterias (Christi-
nal y Tholkkappian, 2013; Rezvani ez 4l., 2013). En
varias especies vegetales el contenido de N foliar pue-
de tener impactos directos en la susceptibilidad de
las plantas huéspedes a insectos fitéfagos (Lu et al.,
2007; Chen et al., 2008).

Las RPCV de la Clase Bacilli pueden modular el
efecto de fitéfagos en el follaje (Pineda ez al., 2010).
Los efectos positivos de la inoculacién de RPCV es-
tdn documentados contra insectos fitéfagos, como la
mosca blanca (B. tabaci) en tomate (Solanum lycoper-
sicum), donde se redujo 43 % la densidad de ninfas
de B. rabaci por la inoculacién a la semilla de varias
especies de Bacillus (Murphy ez al., 2000). Soto et
al. (2010) también reportaron reduccién significati-
va (36 %) en la poblacién de ninfas de B. tabaci en
plantas de S. lycopersicum inoculadas con B. subtilis.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
de la rizobacteria B. brevis CBTCI en el crecimien-
to y contenido de nitrégeno foliar de tres genotipos
criollos y uno comercial de C. annuum, también se
evalud la respuesta de resistencia a B. tabaci de los
genotipos inoculados.

324 VOLUMEN 50, NUMERO 3

nutrients in the rhizosphere and stimulate plant
growth through nitrogen fixation, of nutrients
solubilization  and  siderophores  production
(Loredo et al., 2004), indole acetic acid (IAA) plant
hormone that promotes radical and vegetative
development as well as fruit production (Martinez
et al., 2013). Several RPCV species have an impact
in agricultural production as they are been used as
biofertilizers (Lugtenberg and Kamilova, 2009; Das
etal., 2013.).

The RPCV Brevibacillus brevis belongs to the
Bacilli class and there are few studies. Jha and Saraf
(2011) reported that B. brevis MS1 applied on
Jatropha curcas caused significant increase in length
(7 %) and biomass (103 %) of the roots after 60 d
of inoculation. Vivas et 2/. (2003) and Vivas et al.
(2005) observed that inoculation with B. brevis on
Trifolium sp. increased aerial growth, root biomass
and tolerance to heavy metals. Studies in C. annuum
with RPCV from the Bacillus genus, from to the
Bacilli class, showed positive results on plant growth:
increased plant height (21 to 65 %), and increased
root biomass (35 to 75 %) and area (15 to 37 %)
(Lamsal et al., 2012; Castillo ez al., 2013; Martinez et
al., 2013). Furthermore, the content of some mineral
elements in the foliage, particularly N, increases in
response to inoculation with these rhizobacteria
(Christinal and Tholkkappian, 2013; Rezvani ez al.,
2013). In several plant species, foliar N content can
have a direct impact on the susceptibility of host
plants to herbivore insects (Lu ez al., 2007; Chen et
al., 2008).

The RPCV from the Bacilli class can modulate
the effects of phytophagous in leaves (Pineda ez /.,
2010). The positive effects that the RPCV inoculation
has against phytophagous insects, such as the whitefly
(Bemisia tabaci) in tomato (Solanum lycopersicum) are
documented, with a 43 % decrease in the density of
B. tabaci nymphs observed by inoculating seeds with
several Bacillus species (Murphy ez al., 2000). Soto
et al. (2010) also reported a significant reduction
(36 %) in the population of B. tabaci nymphs in S.
lycopersicum plants inoculated with B. subtilis.

The aim of this study was to evaluate the effect
of the rizobacteria B. brevis CBTCI in growth as
well as the leaf nitrogen content of three landraces
and one commercial genotypes of C. annuum. The
resistance response to B. tabaci was also evaluated in
the inoculated genotypes.
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MATERIALES Y METODOS
Sitio experimental

Muestras de suelo se recolectaron en la peninsula de Yucatdn
para el aislamiento de la rizobacteria. Las muestras se tomaron
a una profundidad aproxima de 10 cm, cerca de la rizdsfera de
plantas en zonas cultivadas y no cultivadas. Las muestras se de-
positaron en bolsas pldsticas y se trasladaron al laboratorio donde
se realizd el aislamiento e identificacién de la cepa.

El efecto de la inoculacién de la rizobacteria en genotipos
de C. annuum se evaludé en un invernadero rustico en Conkal,
Yucatdn, México, en los genotipos criollos Simojovel, Amaxito y
X-kat ik de chile del sureste de México y el comercial Jalapeno.
Estas muestras se recolectaron en un estudio de potenciacién de

germoplasma (Herndndez ez al., 2012).
Aislamiento de la cepa bacteriana

Muestras de suelo de 2 g y se mezclaron con 10 mL de agua
destilada estéril en tubos Falcon de 15 mL, se agitaron enérgica-
mente 30 a 40 s, se calentaron en bano marfa a 80 °C por 15 min,
e inmediatamente después se sumergieron en hielo 15 min. Un
mL de la solucién y se mezclé con 1 mL de agua destilada estéril
en un microtubo de 2 mL y se repiti6 el calentamiento y enfria-
miento anterior. Una alicuota de 50 #L se sembré en cajas Petri
de 100 mm de didmetro con agar nutritivo (AN). Las cajas Petri
se incubaron a 28 °C por 24 h (Travers ez al., 1987).

Seleccién de la cepa bacteriana

Las colonias bacterianas cuya morfologia, tincién de Gram y
formacién de esporas fueran las caracteristicas de bacterias per-
tenecientes a la Clase Bacilli, se seleccionaron y cultivaron en
cajas Petri, de 100 mm de didmetro, en AN. Después de 24 h
de crecimiento se realizaron pruebas de tincién de Gram y de
catalasa. La deteccién de esporas mediante frotis se hizo en colo-
nias de 5 d de crecimiento. Asf se aislaron 36 cepas con caracte-
risticas morfoldgicas similares a la Clase Bacilli, en las cuales se
determiné produccién de dcido indolacético (AIA), por el mé-
todo colorimétrico con el reactivo de Salkowski (Patten y Glick,
2002). La rizobacteria cepa CBTC1 se selecciond para estudiar la
promocidén de crecimiento porque produjo mds AIA (26.80 ug

mL~! de cultivo).
Identificacién de la cepa bacteriana

La extraccién de ADN se realizé con el paquete comercial
DNA Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega).

MATERIALS AND METHODS
Experimental site

Soil samples were collected in the Yucatan Peninsula in order
to isolate its rizobacteria. Samples were taken at 10 cm depth,
close to the rhizosphere, from plants at cultivated and non-
cultivated areas. Samples were placed in plastic bags and taken to
a laboratory where the isolation and identification of the strain
was performed.

The effect of the rizobacteria inoculation in different C.
annuum genotypes was evaluated in a rustic greenhouse in
Conkal, Yucatan, Mexico. In the chili landraces Simojovel,
Amaxito and X-kat ik which are from Southeast Mexico and
the commercial jalapeno were evaluated. These samples were
collected in a germplasm enhancement study (Herndndez ez 4/.,
2012).

Isolation of the bacterial strain

Two g soil samples were mixed with 10 mL of sterile distilled
water in 15 mL Falcon tubes, they were vigorously stirred 30
to 40 s, heated in a water bath at 80 °C for 15 min, and then
immediately immersed in ice for 15 min. One mL of the
solution was mixed with 1 mL of sterile distilled water in a
2 mL microtube and then heating and cooling above described.
A 50 mL aliquot was placed in 100 mm diameter Petri dishes in
nutrient agar (NA). Petri dishes were incubated at 28 °C for
24 h (Travers et al., 1987).

Selection of the bacterial strain

Bacterial colonies with morphology, Gram staining and
spore formation features of the Bacilli class were selected and
cultured in 100 mm diameter Petri dishes with AN. After
24 h of growth, Gram staining and catalase tests were performed.
Spores detection was done by smear in colonies with 5 d of
growth. In that manner 36 strains with similar morphology to
that of the Bacilli class were isolated. Their indoleacetic acid
(IAA) production was assessed via the colorimetric method
with the Salkowski reagent (Patten and Glick, 2002). The strain
rizobacteria CBTC1 was selected to study the growth promotion

because it produced more IAA (26.80 g mL™" of culture).
Bacterial strain identification
DNA extraction was performed with the Wizard® Genomic

DNA Purification Kit (Promega) commercial package. The
16s rRNA gene was amplified with Eubac27F and Eubacl149R
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El gen 16s ARN se amplificé con los iniciadores Eubac27F y
Eubac149R segtin Singh (2010). La integridad de los fragmentos
amplificados se visualizé en geles de agarosa al 1 %. Los produc-
tos de amplificacién los secuenciaron en Macrogen, EE.UU. Las

secuencias se analizaron en el programa Blast del NCBI.
Obtencién e inoculacién de las plantas de C. annuum

Las semillas se sembraron en charolas de unicel, con 200 ca-
vidades, y un sustrato comercial (cosmopeat®); las charolas con
50 % de las semillas germinadas se trasladaron a un invernadero.
El trasplante se realizé 35 d después de la siembra (dds) en vasos
de unicel de 1 L con una mezcla de suelo, sustrato comercial
(cosmopeat®) y gravilla 50:30:20 (vol:vol:vol); la mezcla se desin-
fect6 con formol al 2 %, 15 d antes del trasplante.

Dos inoculaciones con la rizobacteria se realizaron a las plan-
tas de chile, la primera 15 dds y la segunda al trasplante (35 dds).
Cada planta se inéculo con 3 mL de una suspension de bacterias
con 1x10® esporas mL~". La suspensién bacteriana se obtuvo de

las colonias establecidas en AN de 8 d de cultivo.

Evaluacién de las variables indicadoras

de promocién del crecimiento

Para evaluar el efecto de la rizobacteria en la promocién de
crecimiento de C. annuum, 10 d después del trasplante (45 dds)
se registrd: altura de planta (cm), didmetro de tallo (mm) y nu-
mero de hojas. La altura se midié con un flexémetro y el didme-
tro de tallo con un vernier digital. La produccién de biomasa (g)
y el contenido foliar de N se evalué 15 d después del trasplante
(50 dds). Para esto, la raiz y el vdstago separados en bolsas de
papel se secaron hasta peso constante en estufa con aire forzado

a 65 °C. La cuantificacién de N foliar se realizé por el método

Kjeldhal.
Atraccién y oviposicién de B. tabaci en plantas de chile

Adultos de B. rabaci se obtuvieron de una colonia stablecida
en plantas de chile y que ha permanecido en confinamiento va-
rios afios (Ballina-Gémez ez al., 2013). Para los bioensayos, los ge-
notipos de chile se inocularon con la rizobacteria en la misma for-
ma como se describié para evaluar la promocién de crecimiento.

Para evaluar la atraccién de adultos y preferencia de oviposi-
cién se usaron plantas de 10 d de trasplante (45 dds). Las plantas
se confinaron en jaulas entomoldgicas y se liberaron en promedio
30 adultos de B. mbaci por planta. A las 48 h se contabilizé el
nimero de adultos posados en dos hojas totalmente extendidas
del tercio apical, esta medicion se realizé a las 06:00 h para evitar
alta actividad de vuelo de los adultos de B. tabaci. A las 72 h
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primers as reported by Singh (2010). The integrity of the
amplified fragments was visualized on 1 % agarose gels. The
amplification products were sequenced at Macrogen, USA.

Sequences were analyzed in NCBI Blast program.
Acquisition and inoculation of C. annuum plants

Seeds were sown in styrofoam trays with 200 cavities, in
a commercial substrate (cosmopeat®); trays with 50 % of the
germinated seeds were moved to a greenhouse. The transplant
was performed 35 d after sowing (DAS) in 1 L foam cups with
a mixture consisting on soil, commercial substrate (cosmopeat”)
and gravel 50:30:20 (vol:vol:vol); the mixture was disinfected
with 2 % formalin, 15 d before transplant.

Two inoculations with rizobacteria were made on the chili
plants, the first 15 DAS and second at the transplant (35 DAS).
Each plant was inoculated with 3 mL of a bacterial suspension
containing 1x108 spores mL~". The bacterial suspension was

obtained from the colonies stablished in AN 8 d of culture.

Evaluation of variables indicating growth promotion

To evaluate the effects of rhizobacteria in promoting C.
annuum growth, 10 d after transplant (45 DAS) we recorded:
plant height (cm), stem diameter (mm) and number of leaves.
Height was assessed with a measuring tape and the stem diameter
with a digital vernier. Biomass production (g) and leaf N content
was evaluated 15 d after transplant (50 DAS). For this, roots
and stem were placed in separate paper bags, and then dried
until constant weight in a forced air oven at 65 °C. Foliar N

quantification was performed by the Kjeldahl method.
Attraction and oviposition of B. tabaci in chili plants

Brevibacillus tabaci adults were obtained from a colony
previously established in chili plants, which has been in
confinement for several years (Ballina-Gémez et al., 2013). For
the bioassay, all the evaluated chili genotypes were inoculated
with rhizobacteria in the same way described for evaluating the
growth promotion.

To evaluate the attraction of adults and oviposition preference,
plants 10 d form transplantation (45 DAS) were used. The plants
were confined in entomological cages. An average of 30 B. tabaci
adults was released per plant. The number of adults perching on
two fully extended leaves at the apical third was recorded at 48 h;
this assessment was made at 06:00 h in order to avoid flying high
activity of B. mbaci adults. At 72 h the amount of oviposited eggs

in two fully extended leaves at the apical third was evaluated, the
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se evalud la cantidad de huevos ovipositados en dos hojas, del
tercio apical completamente extendidas, se midié su 4rea foliar
para obtener la relacién del nimero de huevos por cm? (Ballina-
Goémez et al., 2013).

La mortalidad de ninfas se evalué con el método de “no elec-
cién” (Nombela ez al., 2001). Treinta adultos de B. tabaci se con-
finaron en jaulas clip colocadas en hojas totalmente expandidas
del tercio apical de plantas de 10 d de trasplante (45 dds). Los
adultos se eliminaron 24 h después de haberse confinado. Los
huevos ovipositados eclosionaron y las ninfas permanecieron en
las secciones de las hojas que contenian las jaulas clip. Después de
15 d de la oviposicién la mortalidad de ninfas se evalué con un
microscopio estereoscdpico. Las ninfas parecian deshidratadas y

sSu cuerpo era color café oscuro a negro.

Disefio experimental

El disefo experimental fue completamente al azar. Los efec-
tos de la inoculacién de la rizobacteria en las variables de creci-
miento de la planta y en la respuesta a B. zabaci se analizaron se-
parados en las plantas inoculadas con la rizobacteria y sin inocu-
lar (testigo). Los tratamientos se establecieron en 15 repeticiones
para evaluar el crecimiento, cuatro para el andlisis de N foliar, y
20 para la respuesta de las plantas a B. zabaci. El andlisis estadisti-
co (t de Student; p<0.05) se realizé con Statgraphics Centurion
(versién 15.2.06).

RESULTADOS Y DISCUSION
Identificacién molecular de la cepa bacteriana

Las secuencias directa e inversa se obtuvieron, se
ensamblaron con el programa CAP3, y se secuencia-
ron en duplicado de dos extracciones de ADN de la
misma cepa y cultivos diferentes. Una secuencia de
1423 bases se obtuvo y de acuerdo con el andlisis del
gen 16s ARN, la cepa CTB1 tiene un 99 % de iden-
tidad con el género Brevibacillus (Cuadro 1) y con la
especie B. brevis. La cepa seleccionada se denominé

B. brevis CTB1CI1.

Crecimiento de didmetro de tallo
y altura de plantas

Las plantas de todos los genotipos aumentaron
significativamente su altura y didmetro de tallo
por efecto de la inoculacién con B. brevis CBTC1

leaf area coverage was measured to obtain the ratio of the number
of eggs per cm? (Ballina-Gémez et al., 2013).

The nymph mortality was evaluated with the method of
“no choice” (Nombela ez al., 2001). Thirty B. tabaci adults were
confined in cages clip placed in fully expanded leaves at the apical
third on plants 10 d after transplantation (45 DAS). Adults were
removed 24 h after being confined. The oviposited eggs hatched
and the nymphs remained within the section contained by the
clip cage. After 15 d of oviposition nymphal mortality was
evaluated with a stereoscopic microscope. Nymphs appeared

dehydrated and their bodies were dark brown to black coloured.
Experimental design

The experimental design was completely randomized. The
effects of the rhizobacteria inoculation on the growth variables of
the plant and regard the response to B. tabaci were analyzed in
separate plants inoculated with rhizobacteria and uninoculated
(control). Treatments were established in 15 repetitions to assess
growth, four for the foliar N analysis, and 20 for the response
of the plants to B. rabaci. Statistical analysis (Student t test;
p=0.05) was performed with Statgraphics Centurion (version

15.2.00).

RESULTS AND DIscussiION
Molecular identification of the bacterial strain

The forward and reverse sequences were obtained,
were assembled with CAP3 program, and were
sequenced in duplicate from two DNA extractions
of the same strain and different crop. A 1423 base
sequence was obtained, according to the 16s rRNA
gene analysis, CTB1 strain has 99 % identity to the
Brevibacillus genus (Table 1) and the B. brevis species.
The selected strain was named B. brevis CTBICI.

Growth of stem diameter and plant height

Plants of all the evaluated genotypes significantly
increased their height and stem diameter because of
the inoculation with B. brevis CBTC1 (Table 2). The
most significant increases in stem diameter (11.3 %) and
plant height (41 %) were observed in the Amaxito
genotype. In contrast, the smallest increase in stem
diameter (7.4 %) was recorded in the X-kat ik
genotype. The smallest increase in plant height was
recorded in the Jalapeno genotype (15.8 %).
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(Cuadro 2). Los incrementos mds sobresalientes del
didmetro de tallo (11.3 %) y altura de planta (41 %)
se observaron en Amaxito. En contraste, el incremen-
to menor de didmetro del tallo (7.4 %) se registré en
X-kat ik, en tanto que el incremento menor en altura
de planta se registré en Jalapeno (15.8 %).

La promocién de crecimiento vegetal por la ino-
culacién de especies de rizobacteria de la Clase Bacilli
en C. annuum ya se ha evaluado. Kokalis ez a/. (2002)
observaron incremento de 50 % en didmetro de tallo
en plantas inoculadas con una mezcla de B. subrilis y
B. cereus. Akgiil y Mirik (2008) inocularon plantas
con B. megaterium y obtuvieron aumento de 23 % en
didmetro del tallo. Guillen ez al. (2006) reportaron
que la inoculacién de Bacillus spp. increment6 20 %
la altura de plantas ademds, la inoculacién con B.
cereus incrementd 76 % la altura de plantas (Dama-
yanti et al. 2007). El aumento de 11 % en didmetro
de tallo en nuestro estudio fue menor que lo obser-
vado en los estudios previos, pero la altura de planta

no (41 %).

The plant growth promotion by inoculation
rizobacteria species from the Bacilli class in C
annuum has already been evaluated. Kokalis ez al.
(2002) observed a 50 % increase in stem diameter
in plants inoculated with a mixture of B. subtilis and
B. cereus. Akgiil and Mirik (2008) inoculated plants
with B. megaterium and reported a 23 % increase in
stem diameter. Guillen ez a/. (2006) reported that
the inoculation of Bacillus spp. increased plant
height 20 %; besides, the inoculation with B. cereus
increased plant height 76 % (Damayanti er al.,
2007). The 11 % increase in stem diameter reported
in the present study was lower than that observed in
previous studies, but not the plant height (41 %).

Leaves formation and biomass accumulation

Inoculation with B. brevis CBTCI increased
primary and axillary leaves formation in all genotypes
except X-kat ik (Table 3). In Simojovel, Amaxito
and Jalapefio genotypes significantly increased the
number of main leaves up to 25 %.

Cuadro 1. Identificacién por el gen 16s ARN de la cepa CBTC1.
Table 1. Identification of the CBTCI1 strain by the 16s rRNA gene.

Organismo relacionado Max score Identidad (%) Num. de recolecta
Brevibacillus sp. 100-9 2614 99 FJ959374.1
Brevibacillus sp. 100-5 2612 99 FJ959373.1
Brevibacillus brevis NBRC 100599 2608 99 AP008955.1
Brevibacillus brevis DYJL44 2593 99 HQ317185.1

Cuadro 2. Efecto de la inoculacién con B. brevis CBTCL1 en el crecimiento en didmetro de
tallo y altura de plantas en Capsicum annuum.
Table 2. Effect of inoculation of B. brevis CBTC1 in growth of stem diameter and plant

height in Capsicum annuum.

Didmetro del tallo (mm)

Altura de la planta (cm)

Genotipos

Inoculado Testigo Inoculado Testigo
Simojovel 3.29+0.20" 2.96x0.70 20.40+0.671 14.70%+0.37
Amaxito 3.34+0.08" 3.0 =0.06 14.10%+0.24" 10.0 £0.32
Jalapefio 4.30%+0.047 3.97+0.09 29.20+0.27 25.20%+0.49
X-kat ik 3.91+0.08" 3.64%0.11 26.80+0.377 22.70%0.58

"Indica diferencia estadistica con respecto al testigo (t-Student; p<0.05, n=15). Medias*error
estandar de la media ¢ "Indicates statistical difference from control (t-Student; p<0.05, n=15).

Mean * mean standard error.
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Formacién de hojas y acumulacién de biomasa

La inoculacién con B. brevis CBTCI incrementé
la formacién de hojas principales y axilares en todos
los genotipos, excepto X-kat ik (Cuadro 3). En Simo-
jovel, Amaxito y Jalapeno se observé aumento signifi-
cativo en el nimero de hojas principales hasta 25 %.

La inoculacién con B. brevis CBTCI incrementé
la biomasa aérea en todos los genotipos, y la de raiz
de Simojovel y Amaxito (Cuadro 4). El incremento
mayor en biomasa aérea (45.2 %) y de raiz (44.4 %)
se observé en Amaxito.

El efecto de la inoculacién de rizobacteria de la
Clase Bacili en la biomasa aérea en C. annum ya se ha
evaluado, y aumenta el niimero y tamafo de las ho-
jas. Segin Damayanti ez al. (2007), hay incremento
significativo en tamafo de hojas al inocular plantas
con una cepa de B. cereus. En nuestro estudio, las
plantas de Simojovel y Amaxito inoculadas tuvieron
hasta 42 % mads hojas axilares. Esto puede mejorar la
productividad bioldgica de las plantas y, de acuerdo
con Ashrafuzzaman ez 4l. (2011), mayor niimero de
hojas en las plantas proporciona mayor intercepcién
de luz, fotosintesis y acumulacién de fotoasimilados,
lo cual resulta en aprovechamiento mayor de los re-
cursos hidricos y nutrimentales, y el aumento en ren-
dimiento de frutos.

El incremento de biomasa en nuestro estudio (44
y 45 %) fue cercano al intervalo observado en otros
estudios. Akgiil y Mirik (2008) registraron aumento
de 52 % en la biomasa foliar y 48 % en biomasa
de raiz en C. annuum inoculado con B. megaterium.
Similarmente, Nautiyal ez /. (2013) obtuvieron in-
crementos de hasta 43 % en la biomasa de raiz en
plantas inoculadas con B. amyloliquefaciens.

Inoculation with B. érevis CBTC1 increased the
aerial biomass in all genotypes, and Simojovel and
Amaxito root biomass (Table 4). The largest biomass
gain (45.2 %) and root (44.4 %) was observed in
Amaxito.

The effect of the inoculation of rhizobacteria from
the Bacili class in the aerial biomass in C. annum
has already been evaluated, and there is an increase
in the number and size of the leaves. According to
Damayanti ez al. (2007), there is a significant increase
in the leaf size on plants inoculated with a B. cereus
strain. In our study, plants from the Simojovel and
Amaxito genotypes had up to 42 % more axillary
leaves. This can improve the biological productivity
of plants, and according to Ashrafuzzaman ez al.
(2011) a higher number of leaves in plants increase
light interception, photosynthesis and accumulation
of fotoasimilates, which results in better usage of the
water and nutrient resources, along with increased
fruit yield.

In our research, the increase in biomass (44
and 45 %) was close to the range observed in other
studies. Akgiil and Mirik (2008) reported a 52 %
increase in leaf biomass and 48 % in root biomass in
C. annuum inoculated with B. megaterium. Similarly,
Nautiyal er al. (2013) report an increase of up to
43 % in root biomass in plants inoculated with B.
amyloliquefaciens.

In our study the largest biomass in the
inoculated plants resulted from the increase in
length and diameter of stems and leaf number. This
increase confirms that inoculation promoted root
development, probably favoured water and nutrients
uptake, and therefore the biomass production.

Cuadro 3. Efecto de la inoculacién con B. brevis CBTCI en la formacién de hojas principales
y hojas axilares en plantas de Capsicum annuum.
Table 3. Effect of B. brevis CBTC1 inoculation in primary and axillary leaves formation on

Capsicum annuum plants.

Hojas principales por planta

Hoja axilares por planta

Genotipos
Inoculado Testigo Inoculado Testigo
Simojovel 21.80+1.467 17.40£0.60 30.60+4.97 22.00+5.4
Amaxito 16.80£0.377 13.80%0.37 28.0 +2.28F 19.60x1.29
Jalapeno 21.0 1.0 18.40%+1.9 0.60+0.4 1.40£0.2
X-kat ik 18.20%=0.66 19.0£1.64 17.40%2.01 18.40+2.11

Indica diferencia estadistica con respecto al testigo (t-Student; p<0.05, n=15). Medias * error es-
tdndar de la media % Indicates statistical difference from control (t-Student; p<0.05, n=15). Mean

+ mean standard error.
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Cuadro 4. Efecto de la inoculacién con B. brevis CBTC1 en la acumulacién de biomasa en

Capsicum annuum.

Table 4. Effect of B. brevis CBTC1 inoculation on biomass accumulation in Capsicum an-

nuum.
Genotipos Biomasa aérea (g) por planta Biomasa de raiz (g) por planta
Inoculado Testigo Inoculado Testigo
Simojovel 1.44+0.14" 1.0+£0.09 0.56+0.06" 0.39%£0.03
Amaxito 1.06%+0.077 0.73%0.06 0.39+0.027 0.27%£0.03
Jalapefio 2.02+0.057 1.81%0.15 0.53%0.01 0.54%0.06
X-kat ik 1.75+0.06" 1.48%0.09 0.51%0.04" 0.40%0.03

"Indica diferencia estadistica con respecto al testigo (t-Student; p<0.05, n=15). Medias =+ error es-
tdndar de la media % Indicates statistical difference from control (t-Student; p<0.05, n=15). Mean

+ mean standard error.

En nuestro estudio la biomasa aérea mayor en
plantas inoculadas resulté del incremento en longi-
tud y didmetro de tallos y en nimero de hojas. Ese
aumento confirmé que la inoculacién promovié el
desarrollo de la raiz, lo que probablemente favorecié
la asimilacién de agua y nutrientes, y en consecuencia
la produccién de biomasa.

Andlisis quimico foliar de nitrégeno

En el contenido de nitrégeno de las hojas de plan-
tas inoculadas y sus testigos no se observé diferen-
cia significativa. Pero, si hubo un efecto significativo
para gramos de N foliar en plantas de Amaxito
(33 %) y X-kat ik (17 %) (Cuadro 5).

Jones et al. (1991) clasificaron el contenido de
nitrégeno en tres grupos: 1) valores altos, mayores a
4.5 %; 2) valores 6ptimos o suficientes, 3.5 a 4.5 %;
y 3) valores bajos, 3 a 3.49 %. De acuerdo con esta
clasificacidn, los porcentajes de nitrégeno en plantas
inoculadas y testigo en el presente estudio se ubica-
ron entre los valores 6ptimos o suficientes. Es proba-
ble que los genotipos evaluados sin inocular asimilen
nitrégeno suficiente, por lo que la inoculacién con B.
brevis CBTC1 no coadyuvé al aumento del conteni-
do de N en el follaje.

Christinal y Tholkkappian (2013) encontraron
contenido mayor de N foliar en plantas de C. an-
nuum inoculadas con B. megaterium. Segin Rezvani
et al. (2013), plantas de C. annuum inoculadas con
Bacillus spp. presentaron contenido mayor de N fo-
liar en comparacién con el testigo. En nuestro estu-

dio hubo diferencia en la cantidad (g) de N foliar por
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Chemical analysis of leaf nitrogen

The nitrogen contentin the leaves of the inoculated
plants and their controls no significant differences
were observed. However, there was a significant effect
for the foliar N grams in the Amaxito (33 %) and
X-kat ik (17 %) plants (Table 5).

Jones ez al. (1991) classified nitrogen content into
three groups: 1) high values, greater than 4.5 %; 2)
optimum or sufficient values, between 3.5 t0 4.5 % and;
3) low values from 3 to 3.49 %. According to this
classification, the nitrogen percentage in inoculated
and control plants in this study were within the best
or sufficient group. It is likely that the evaluated
genotypes themselves assimilate enough nitrogen,
so that the B. brevis CBTCI inoculation did not
increase the N content in the foliage.

Christinal and Tholkkappian (2013) report
a higher N content in leafs of C. annuum plants
inoculated with B. megaterium. Rezvani et al. (2013)
found that C. annuum plants inoculated with Bacillus
spp- had higher foliar N content compared with
the control. In our study differences were observed
in the amount of foliar N (g) per plant of X-kat ik
and Amacxito. The differences are related to the aerial
biomass accumulation.

Adult attraction, oviposition preference and
mortality of B. tabaci on C. annuum genotypes

No significant effect of the B. brevis CBTC1
inoculation in attracting B. #baci adults (Table 6)
among the genotypes studied was detected. Only
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Cuadro 5. Efecto de la inoculacién con B. brevis CBTCI en la concentracién de nitrégeno
foliar en plantas de Capsicum annuum.
Table 5. Effect of B. brevis CBTC1 inoculation on the nitrogen foliar concentration in Capsi-

cum annuum plants.

N foliar (%)

N foliar (g por planta)

Genotipos

Inoculado Testigo Inoculado Testigo
Simojovel 4.13+0.18 4.69%0.25 0.06x0.01 0.05%0.0
Amaxito 3.91£0.08 3.92+0.03 0.04%0.07 0.03%0.0
Jalapefio 3.94+0.06 3.94+0.06 0.08%0.0 0.07x0.01
X-kat ik 4.06%£0.03 4.09%+0.09 0.07%0.07 0.06x0.0

"Indica diferencia estadistica con respecto al testigo (t-Student; p<0.05, n=4). Medias % error es-
tdndar de la media % "Indicates statistical difference from control (t-Student; p<0.05, n=15). Mean

+ mean standard error.

planta en X-kat ik y Amaxito. Las diferencias estin
relacionadas con la acumulacién de biomasa aérea.

Atraccién de adultos, preferencia de
oviposicién y mortalidad de
B. tabaci en genotipos de C. annuum

No hubo efecto significativo de la inoculacién
con B. brevis CBTC1 en la atraccién de adultos de
B. tabaci (Cuadro 6) entre los genotipos estudiados.
Sélo en Simojovel hubo disminucién (60.5 %) signi-
ficativa (p=<0.05) en la oviposicién. (Cuadro 6).

Jalapeno fue el Gnico que mostré efecto significa-
tivo (p=<0.05) en mortalidad (38.6 %) de ninfas de
B. tabaci por la inoculacién con B. brevis CBTCI,
respecto al testigo (Figura 1).

La inoculacién de las plantas con rizobacterias in-
duce cierto grado de resistencia a varias especies de
insectos fitéfagos. Este fue el caso de la disminucién
(44 %) en la alimentacién del escarabajo (Diabrotica
undecimpunctata howardi Barber) en plantas de pe-
pino inoculadas con Bacillus pumilis (Zehnder et al.,
1997). También hubo disminucién significativa en
la poblacién de pulgén verde (Myzus persicae Zulcer)
en plantas de C. annuum tratadas con B. subtilis y B.
amyloliquefaciens (Herman et al., 2008). El retardo
en el crecimiento y tamafio de la poblacién de dfidos
del algoddn (Aphis gossypii) se observé en plantas de
pepino tratadas con una cepa de Bacillus sp. (Stout et
al., 2002).

La induccién de resistencia a B. tabaci por la ino-
culacién con especies de Bacilli ha sido poco estu-
diada. Murphy ez al. (2000) observaron que plantas
de tomate de semillas inoculadas con Bacillus spp.

on the Simojovel genotype a significant (p=<0.05)
decrease (60.5 %) was observed on the oviposition
(Table 6).

The Jalapefio genotype was the only one that
showed significant (p=<0.05) effect on mortality
(38.6 %) of B. tabaci nymphs by the inoculation
with B. brevis CBTC1, compared to the control
(Figure 1).

Inoculation of plants with rhizobacteria induces
some degree of resistance to several species of
phytophagous insects. This was the case of the
reduction of feeding (44 %) in a beetle (Diabrotica
undecimpunctata howardi Barber) from cucumber
plants inoculated with Bacillus pumilus (Zehnder et
al., 1997). A significant decrease in the population
of aphids (Myzus persicae Zulcer) was also observed
in C. annuum plants treated with B. subtilis and B.
amyloliguefaciens (Herman et al., 2008). The delay in
growth and population size of a cotton aphid (Aphis
gossypii) was also observed in cucumber plants treated
with a Bacillus sp. strain (Stout et al., 2002).

The induction of resistance to B. tabaci by
inoculation with Bacilli species has been little
studied. Murphy ez al. (2000) found that tomato
plants from seeds inoculated with Bacillus spp. had
a significant decrease (40-43 %) in the B. tabaci
nymph population. Soto ez al. (2010) reported
that inoculation of B. subtilis in tomato (Solanum
lycopersicum) significantly decreased the development
of B. tabaci nymphs, from the fourth instar to
adults. This effect was attributed to the induction of
factors involved in induced systemic resistance (ISR)
(Rojas-Solis et al., 2013). The results in our study
indicated that the effect of the rhizobacteria varies
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Cuadro 6. Efecto de la inoculacién de B. brevis CBTCI en la atraccién de adultos y oviposi-
cién de Bemisia tabaci en follaje de Capsicum annuum.
Table 6. Effect of B. brevis CBTC1 inoculation in attraction of adults and oviposition of Be-
misia tabaci in Capsicum annuum foliage.

. Adultos cm™ Huevos cm ™2
Genotipos
Inoculado Testigo Inoculado Testigo
Simojovel 2.19+£0.49 2.53+0.78 0.88+0.36" 2.23%+0.50
Amaxito 3.19%0.71 2.17%0.66 0.66%0.25 1.13%0.36
Jalapefio 6.31x1.22 6.17+0.88 0.25%+0.08 0.18%0.05
X-kat ik 3.65%=0.88 4.57+0.97 1.72%0.85 2.75%+0.72

"Indica diferencia estadistica con respecto al testigo (t-Student; p<0.05, n=20). Medias =+ error es-
tdndar de la media % Indicates statistical difference from control (t-Student; p<0.05, n=15). Mean

+ mean standard error.

tuvieron disminucidn significativa (40 a 43 %) en la
poblacién de ninfas de B. tabaci. Soto et al. (2010)
reportaron que la inoculacién de B. subtilis en plantas
de tomate (Solanum lycopersicum) disminuyé signi-
ficativamente el desarrollo de ninfas de B. tabaci de
cuarto instar a adultos. Este efecto se atribuyé a la
induccién de factores involucrados en la resistencia
sistémica inducida (RSI) (Rojas-Solis ez a/ 2013).
Los resultados de nuestro estudio indicaron que el
efecto de las rizobacterias varian entre genotipos de
la misma especie, ya que la respuesta en la oviposi-
cién y mortalidad de B. tabaci en plantas inoculadas
con B. brevis CBTCI se detecté tinicamente en los
genotipos Simojovel y Jalapefio. Esta respuesta de
resistencia vegetal producida por la inoculacién de
RPCV vy atribuida en parte a RSI, varia entre es-
pecies o genotipos probablemente por la capacidad
diferente de sus raices para percibir los estimulos
provocados por las rizobacterias (De Vleesschauwer
et al., 2008).

En nuestro estudio la inoculacién de los genoti-
pos de C. annuum con B. brevis CBTC1 promovid
crecimiento diferente de las plantas, pues permitié
incremento de biomasa aérea, pero no modificé el
grado de atraccién de adultos de B. tabaci. Sin em-
bargo, la inoculacién indujo cierto grado de resis-
tencia a oviposicion de B. tabaci en el genotipo Si-
mojovel y mayor mortalidad de ninfas en el genoti-
po Jalapefio. Esta respuesta de las plantas inoculadas
a B. tabaci podria estar relacionada con factores de
calidad nutricional del follaje, pero no al contenido

de N foliar.
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among genotypes from the same species, because
the oviposition and mortality of B. tabaci in plants
inoculated with B. brevis CBTC1 was only detected
in the Simojovel and Jalapeno genotypes. This plant
resistance response produced by the inoculation of
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Figura 1. Mortalidad de ninfas de Bemisia tabaci en genoti-
pos de Capsicum annuum inoculados y no inocu-
lados con CBTCI1.

SIndica diferencia estadistica con respecto al testigo (t-Student;

p<0.05, n=20).

Figure 1. Mortality of Bemisia tabaci nymphs on different
Capsicum annuum genotypes inoculated and unin-
oculated with CBTC1.

SIndicates statistical difference from control (t-Student; p<0.05,

n=20).
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CONCLUSIONES

La bacteria aislada (CBTC1) presenté 99 % de
homologia con Brevibacillus brevis. La inoculacién de
B. brevis CBTC1 en C. annuum incrementé el did-
metro de tallo y altura de planta. En los genotipos
Simojovel y Amaxito también aumentd el namero de
hojas y biomasa de raiz.

La inoculacién de los genotipos de C. annuum
con B. brevis CBTCI no tuvo efecto en la atraccién
de adultos de B. tabaci. Pero, la inoculacién en Simo-
jovel y Jalapeno permitié cierto grado de resistencia
debido a menor oviposicién o mayor mortalidad de
ninfas.
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