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SUMMARY

Background. Cascading effects through tritrophic interactions (microorganisms, plants, herbivores) are
basic components in ecosystems that are often influenced by force from bottom up or top down. One of the
most important cases is the fixation of nitrogen through growth promoting bacteria of PGPR plants, which
can alter the cascading effects in superior trophic interactions, through physical and chemical changes in
the plants. Bacteria as growth promoters not only participate in growth, they are also considered the best
biological control agents since they have the potential to suppress pathogenic microorganisms and induce
systemic resistance against pest insects. Objective. This study aims to evaluate the contribution of the
inoculation of the Rhizobium etli nitrogen fixing bacteria in the growth of Phaseolus vulgaris and the
oviposition and preference of Bemisia tabaci. Methodology. Bean plants were established on sterilized
soil, two batches of plants were formed: plants inoculated with R. etli and non-inoculated (control) plants.
In the first experiment, were measured plant growth and characteristics related to defense against
phytophages. In the second experiment, the preference and oviposition of Bemisia tabaci was evaluated by
free choice and non-choice tests. Results. Inoculation with R. etli favored some specific growth
characteristics, such as leaf area and root length. Phytophagous defense variables, as well as adult
preference and oviposition of B. tabaci were not different between inoculated and non-inoculated plants.
Implications. The main limitation of the use of PGPR depends on the type of soil and the variety of beans,
so this inoculant could also be tested in cases where it has been proven that there is low natural colonization
of Rhizobium in Phaseolus lunatus L. during its growth. Conclusion. Inoculation increased some growth
variables; however, it did not affect the oviposition and preference of Bemisia tabaci. Additional work is
required to assess the effects of factors, such as bean variety, synergy among rhizobacteria species, natural
resistance of the host plant, environmental conditions and soil types.
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RESUMEN
Antecedentes. Los efectos en cascada a través de interacciones tritroficas son componentes basicos en los
ecosistemas que a menudo, estan influenciadas por fuerzas que van de abajo hacia arriba o arriba hacia
abajo. Uno de los casos mas importantes es la fijacion de nitrégeno a través de bacterias promotoras de
crecimiento vegetal PGPR, el cual puede alterar los efectos en cascada en las interacciones troficas
superiores, a través de cambios fisicos y quimicos en las plantas. Las bacterias como promotoras del
crecimiento no solo participan en el crecimiento, sino que también se consideran los mejores agentes de
control bioldgico ya que tienen el potencial de suprimir a microorganismos patégenos e inducir la
resistencia sistémica contra insectos plaga. Objetivo. Evaluar el aporte de la inoculacion de la bacteria
fijadora de nitrégeno Rhizobium etli en el crecimiento de Phaseolus vulgaris y la oviposicion y preferencia
de Bemisia tabaci. Metodologia. Se establecieron las plantas de frijol en suelo esterilizado, se formaron
dos lotes de plantas: plantas inoculadas con R. etli y plantas no inoculadas (control). En el primer
experimento, se midio el crecimiento vegetal y caracteristicas relacionadas a defensa contra fitbfagos. En
el segundo experimento, se evaluo la preferencia y oviposicion de Bemisia tabaci mediante pruebas de libre
eleccion y no eleccion. Resultados. La inoculacion con R. etli favorecio algunas caracteristicas especificas

* Submitted May 18, 2019 — Accepted January 8, 2020. This work is licensed under a CC-BY 4.0 International License.
ISSN: 1870-0462.



Tropical and Subtropical Agroecosystems 23 (2020): #20

Ruiz-Santiago et al., 2020

de crecimiento, como area foliar y longitud de la raiz. Las variables de defensa contra fitofagos, asi como
la preferencia de adultos y la oviposicion de B. tabaci no fueron diferentes entre plantas inoculadas y no
inoculadas. Implicaciones. La principal limitacion del uso de las PGPR depende del tipo de suelo y la
variedad de frijol, asi también este inoculante podria probarse en los casos donde se haya comprobado que
existe baja colonizacion natural de Rhizobium en Phaseolus lunatus L. durante su crecimiento. Conclusion.
La inoculacion incrementd algunas variables de crecimiento; Sin embargo, no afecto la oviposicion y
preferencia de Bemisia tabaci. Se requiere trabajos adicionales para evaluar los efectos de factores, como
la variedad de frijol, sinergia entre las especies de rizobacterias, resistencia natural de la planta hospedera,

condiciones del ambiente y tipos de suelo.

Palabras clave: Interacciones troficas; Rizobacteria; crecimiento vegetal; Preferencia; Oviposicion.

INTRODUCCION

En la naturaleza, las interacciones troficas son
componentes basicos de casi todos los
ecosistemas y a menudo estan fuertemente
influenciadas por fuerzas dadas de abajo hacia
arriba y de arriba hacia abajo del suelo (McNeill
y Southwood, 1978). Las interacciones entre las
plantas y microorganismos de la rizosfera pueden
afectar a manera de cascada a los insectos
fitéfagos en el follaje (Thamer et al. 2011; Dean
et al. 2014). En la familia Fabaceae, la
interaccion con bacterias de la familia
Rhizobiaceae, capaces de aprovechar una gran
proporcion del nitrégeno atmosférico, resulta de
gran importancia para el desarrollo de las plantas
(FAO, 1984). Estas bacterias no solo participan
en la promocion del crecimiento vegetal, sino
que también pueden tener profundos impactos en
la ecologia de las plantas a través de influenciar
las defensas en contra de insectos fitofagos,
(Bennett y Beyer, 2007; Laguerre et al. 2007). La
especie Rhizobium etli tiene una gran afinidad
con varias especies de leguminosas y se ha
utilizado cominmente para mejorar los cultivos,
como el frijol comun, ya que es capaz de inducir
la formacion de nddulos fijadores de nitrogeno
que estimulan el crecimiento y rendimiento
(Pirlak, 2006; Shaharoona et al. 2006; Tilak et al.
2006). Los mecanismos detras del efecto sobre el
crecimiento vegetal a través de PGPR, se han
relacionado con el aumento en la captacion de
nitrogeno, la sintesis de fitohormonas (auxina,
citoquinina) y la solubilizacion de minerales
(Adesemoyea et al. 2010; Collavino et al. 2010;
Robin et al. 2008). Estos cambios pueden tener
profundos impactos en la actividad de insectos
del follaje al alterar positiva o negativamente el
performance de los insectos (Yunus et al. 2016;
Dean et al. 2009; Kempel et al. 2009; Katayama
et al. 2010). Una de las principales plagas del
frijol es el caso de la mosquita blanca Bemisia
tabaci, Los dafios directos causados por este
insecto se deben a su alimentacion a través de la
succion de savia a expensas de los nutrientes de
la planta y a desordenes fisiologicos, mientras
que los indirectos se deben al crecimiento de
hongos sobre la excrecion de melaza por la
mosca blanca y a la habilidad de transmitir virus

(Byrne et al. 1990; Perring 2001). El uso de
microrganismos  benéficos ha venido a
presentarse como una alternativa para el manejo
de plagas como es el caso de las PGPR, Debido
al tipo de alimentacion y al dafio econdmico que
ocasiona la mosquita blanca la hace un modelo
interesante para estudiar los mecanismos por los
que Rhizobium podria inducir ciertos rasgos de
resistencia contra de este fitofago. Es por lo
anterior que en este estudio se abordara el efecto
de la inoculacion de la bacteria Rhizobium etli en
el crecimiento de Phaseolus vulgaris L., asi
como en la oviposicion y preferencia de Bemisia
tabaci.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron en el Instituto
Tecnologico de Conkal, ubicado en Conkal,
Yucatan, México, (21° 05" Ny 89° 32" O). Como
planta hospedera se usod la especie de frijol
comun P. vulgaris L. de la variedad Xmejen
bu’ul, la cual forma una estrecha asociaciéon con
las bacterias del suelo fijadoras de N,. La cepa
bacteriana que se utilizo en el estudio se obtuvo
del producto comercial Biofabrica Siglo XXI
S.A. de C.V. RHIZOFER, cuyo ingrediente
activo es la rizobacteria R. etli (especifica para
leguminosas cultivadas). Para llevar acabo los
experimentos se utilizo suelo de la region el cual
se esterilizo a 121°C a 1 atm de presion por 20
minutos. En suelo esterilizado se establecieron
dos grupos de plantas: grupo de plantas
inoculadas y grupo de plantas no inoculadas
(control).

Inoculacion de Rhizobium etli

Para la inoculacién de la bacteria se siguid la
recomendacion indicada en la etiqueta del
producto comercial. El producto comercial
contiene una concentracion de R. etli de 12.7
x10° UFCg!. Para la aplicacion, se diluy6 2.3 g
en 1 L de agua. Con la mezcla se procedié a
humedecer las semillas de frijol. El
procedimiento anterior permitio adherir 1.76
x10° UFC g'! por semilla de P. vulgaris. Una vez
inoculadas, las semillas se dejaron reposar por 2
horas en una manta extendida bajo condiciones
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de laboratorio. Con las semillas inoculadas se
procedi6 con la siembra en charolas
germinadoras. Se sembr6é ademas un lote de
semillas sin inocular (control). Las plantas de 8
dias de siembra, se trasplantaron en macetas de
volumen 20 kg.

Evaluacidn de crecimiento vegetal

Para la evaluacion de crecimiento vegetal, se
establecieron 160 plantulas de P. vulgaris en un
disefio factorial de 2 x 2 (Tratamiento/Dias de
crecimiento) con un arreglo completamente al
azar, cada planta se consider6 como unidad
experimental, con 10 repeticiones por
tratamiento. El estudio se llevé a cabo durante los
meses de mayo—julio. Las plantas se mantuvieron
en exclusorios de malla antiafidos. Se midio el
crecimiento del frijol, asi como caracteristicas
foliares relacionadas a defensas fisica en contra
de insectos fitofagos. El experimento finalizé a
los 60 dias después del trasplante. Se midieron
las variables de crecimiento aéreo: longitud del
tallo (cm), numero de hojas por planta, didmetro
basal del tallo (mm), 4rea foliar (cm?), 4rea foliar
especifica (SLA) (gem?); las variables de
crecimiento de raiz: longitud de raiz (cm) y
biomasa de raiz (g). Ademas, se evalud el
numero de nédulos de la raiz. Como variables de
defensa contra fitofagos Para medir la dureza o
tension foliar(N/mm?), se tom6 un fragmento de
cada hoja, y se colocaron en un penetrometro
dinamico (Hendry y Grime, 1993) para medir la
fuerza (N) necesaria para romper el limbo de la
hoja. Se excluyeron al momento de medir las
hojas la nervadura central, ya que, debido a la alta
concentracion de fibras de sustentacion y vasos
conductores, estas areas son mas resistentes que
el limbo foliar, para el grosor se registraron los
datos de las hojas con ayuda de un micrometro
digital el cual permite medir dimensiones de
diferentes objetos con alta precision, del orden de
centésimas de milimetros (0.01 mm) y de
milésimas de milimetros (0.001 mm) en el cual
se colocan las hojas dentro de la superficie de
medicion excluyendo también las nervaduras de
las hojas para evitar sobre estimar el grosor de las
hojas. Las mediciones se realizaron cada 15 dias.
Durante el proceso experimental las condiciones
ambientales fueron: temperatura promedio de
38.5°C con maxima 45.5°C y minima de 28.°C,
humedad relativa promedio de 60.8 % e
intensidad de luz promedio de 1870 umol m s™!
alas 12 del dia.

Evaluacion de preferencia y oviposicion de
Bemisia tabaci

En el experimento de interaccion plantas
hospedera — B. tabaci, se evalu6 la preferencia y
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oviposicion de B. tabaci sobre las plantas de
frijol, a través de pruebas de libre eleccion (jaulas
entomologicas) y no eleccion (jaulas clip) como
lo describen Mouttet et al. (2011), en un disefio
experimental factorial 2 x 2 (Tratamiento/Dias
de crecimiento) con un arreglo completamente al
azar en este experimento se consideré como
unidad experimental cada hoja y se registr6 la
actividad de los insectos para cada prueba por
separado. Para esto las plantas se mantuvieron en
crecimiento dentro de un invernadero con una
temperatura promedio de 482°C con una
maxima de 50.5°C y una minima de 21.1°C
humedad relativa de 78.8% e intensidad de luz
promedio de 899 m2 sl

Para la prueba de libre eleccion, se prepard una
camara cubica (40 x 40 x 35 cm) de metacrilato
transparente, la cual en la parte superior contaba
con agujeros circulares de 3.5 cm de diametro.
Todos los agujeros se ubicaron a una distancia
5.5 cm. En los agujeros se colocaron hojas de
plantas de P. vulgaris inoculadas y no
inoculadas, con la superficie abaxial hacia el
interior de la camara cubica, donde se liberaron
adultos de B. tabaci sin sexar, en promedio de 80
individuos por hoja. A las 72 h de la liberacion
de los adultos, se contabilizd el namero de
huevos y nimero de adultos en cada hoja. Este
ensayo se llevo a cabo al dia 30 y 60 después del
trasplante.

Para la prueba de no eleccion, se uso la técnica
de jaulas clip de acuerdo a Mouttet et al. (2011).
Se establecieron jaulas clip cilindricas de 3.5 cm
de didmetro y 4 cm altura, hechas de vasos
plasticos con clip metalico para sostener la jaula
en la superficie de la hoja de abaxial. Las jaulas
clip contaban con una abertura circular de 2.5 cm
de diametro en extremo que no estaba en
contacto con la hoja. Mediante esa abertura
circular se introdujeron los adultos de B. tabaci y
se cubrio con una malla de nylon para la
ventilacion. En cada jaula clip se introdujeron 30
adultos de mosquita blanca sin sexar. Después de
72 horas de la introduccion de los adultos a las
jaulas, se contabilizo numero de huevos en las
hojas. El experimento se llevo a cabo al dia 30 y
60 después del trasplante.

Analisis estadisticos

Para la prueba de crecimiento vegetal los datos
fueron analizados a través de un modelo lineal
generalizado mixto (MLGM, McCullagh y
Nelder, 1989), bajo una estructura factorial
(tratamiento/tiempo) en un arreglo
completamente al azar, los datos se analizaron
bajo una distribucion normal con una funciéon de
enlace de tipo identidad y posteriormente se
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realizé una comparacion de medias marginales el
cual permite ver las medias para los niveles de
factores con un método Benjamini & Hochberg
el cual corrige el nivel de significancia ajustada
al tamafio de muestras. Los datos de densidad de
huevos y adultos en las hojas en las pruebas de
preferencia fueron analizados por medio de un
analisis de varianza considerando una estructura
factorial (tratamiento/tiempo); de igual forma se
realizd una comparacion de medias pareadas de
Bonferroni. Estos analisis se realizaron mediante
el paquete estadistico Infostat/E para Windows.
Todas las graficas se realizaron con el software
Sigmaplot version 12.0.

RESULTADOS
Crecimiento vegetal

El crecimiento de las plantas inoculadas y no
inoculadas fue similar en la mayoria de las
variables. En las evaluaciones a los 1 y 15 dias
después del trasplante (DDT) no se observo
diferencia significativa. Sin embargo, a partir del
dia 30 DDT se observd un aumento en el
crecimiento vegetal en las plantas inoculadas
(Figura 1). Las plantas inoculadas mostraron
mayor biomasa aérea (P <0.0001, x> Wald=
73.19) y area foliar (P<0.0001, x> Wald=719.03)
que las plantas no inoculadas en las evaluaciones
30,45y 60 DDT. Para las variables longitud tallo
(P< 0.0004, %> Wald= 14.48) y ntmero de
ramificaciones (P<0.0001, x*> Wald= 49.03) se
observé diferencia significativa entre plantas
inoculadas y no inoculadas sdélo en las
evaluaciones a los 45 y 60 DDT. El nimero de
hojas aument6 en el grupo de plantas inoculadas
al dia 30; sin embargo, el numero de hojas
disminuy6 en las fechas posteriores y se mantuvo
por debajo del grupo control hasta el fin del
experimento (P<0.0001, y*>= 6.83). El didmetro
del tallo no mostrd diferencias significativas
entre el grupo de plantas inoculadas y no
inoculadas (P>0.05, ¥’>= 8.34). En el caso de
caracteristicas morfologicas de defensa foliar,
éstas no mostraron diferencias significativas para
el grosor (P<0.0489, y>= 2.31) y dureza foliar
(P< 0.2167, y*= 1.45), inicamente se encontrd
variacion en el factor tiempo en relacion a la
variable grosor de la hoja (P< 0.0001, %= 7.29).

En las variables de crecimiento de raiz, las
plantas inoculadas mostraron aumento en la
biomasa de raiz en las evaluaciones a los 45 y 60
DDT (P<0.0001, x> Wald= 15.81). Sin embargo,
la longitud de la raiz no mostré diferencias
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significativas entre el tratamiento inoculado y el
no inoculado (P<0.0044, x> Wald= 8.95). En el
caso del numero de nddulos, esta variable mostro
un incremento significativo a los 45 y 60 DDT
(Figuras 2 y 3).

Preferencia y oviposicion de Bemisia tabaci

La oviposicion de B. tabaci en las plantas de P.
vulgaris fue similar en plantas inoculadas y no
inoculadas, tanto en las evaluaciones de libre
eleccion como de no eleccion. De igual forma la
preferencia de adultos no mostré diferencias
significativas entre plantas inoculadas y no
inoculadas en la prueba de libre eleccion (Figuras
4y5).

DISCUSION

El proposito de este estudio fue evaluar el aporte
de Rhizobium etli en el crecimiento de Phaseolus
vulgaris y su impacto en la preferencia y
oviposicion de Bemisia tabaci. Los resultados
mostraron que en las plantas inoculadas aumento
la biomasa aérea en fechas avanzadas después del
trasplante, en algunas variables a partir de los 30
DDT y en otros a partir de los 45 DDT. Estos
datos coinciden con los efectos beneficiosos del
uso de cepas de Rhizobium spp. en diferentes
especies de leguminosas reportado en otros
estudios (Mostasso et al. 2002; Asadi et al. 2005;
Mnasri et al. 2007). En el presente trabajo, el
aumento dado por la asociaciéon de R. etli
especificamente en las variables de biomasa
aérea, arca foliar, nimero de ramificaciones,
longitud de tallo, fue similar a lo reportado en
otros estudios que utilizan cepas de Rhizobium
spp. (Thamer et al. 2011; Dean et al. 2014;
Yadegari et al. 2010).

Asi mismo, en este estudio se observd que la
asociacion de R. etli - P. vulgaris, aument6 el
crecimiento de la raiz en plantas de P. vulgaris.
Esto concuerda con lo reportado por Yadegari et
al. (2010), quienes observaron un aumento en la
biomasa de raiz y una mejora en la nodulacion de
los grupos inoculados con Rhizobium spp. Como
se sabe, un factor determinante en el efecto
positivo del crecimiento vegetal por la
inoculacion de Rhizobium es la formacion de
nédulos (Heath y Lau, 2011). En el presente
estudio, el efecto de la inoculacion en la
formacion de nédulos en la raiz de P. vulgaris se
pudo observar claramente en los muestreos a los
45 y 60 DDT, lo cual comprueba la asociacion
entre esta leguminosa y R. etli.
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Figura 1. Efecto de la inoculacion de R. etli sobre el crecimiento vegetal en P. vulgaris L: A) Biomasa
aérea, B) Numero de hojas, C) Aérea foliar, D) Numero de ramificaciones, E) Diametro del tallo F)
Longitud del tallo. n=6 (Benjamini & Hochberg <0.005) (*) indica diferencias significativas.

En este trabajo se evaluaron también los efectos
de la asociacion R. etli - P. vulgaris sobre la
preferencia y oviposicion del insecto fitofago B.
tabaci. A pesar de que se observd un aumento en
el crecimiento vegetal en plantas inoculadas con
R. etli, hubo un efecto nulo en la preferencia y
oviposicion de B. tabaci. Si bien varios estudios
han demostrado los efectos de la inoculacion con
Rhizobium en la respuesta de las plantas a
insectos fitofagos (Thamer et al. 2010; Gadhave
etal. 2015; Yadegarietal. 2010; Lau et al. 2008),
en el presente estudio no se detectd una
influencia de la inoculacion por R. etli en la
preferencia y oviposicion de B. tabaci. El efecto
de la asociacion de Rhizobium y leguminosas
sobre los insectos del follaje puede depender del

aumento en la produccion de compuestos de
defensa, como los alcaloides (Johnson y Bentley,
1991) y compuestos cianogénicos (Thamer et al.
2011). Ademas, los mecanismos de defensa
dados por una mayor absorcion de N como lo
indican Bennett et al. (2006), pueden permitir
que las plantas aumenten tanto la defensa como
el crecimiento. Sin embargo, existen casos en los
que los insectos fitofagos seleccionan plantas
mas vigorosas para su alimentacion 'y
reproduccion (Bolter et al. 1997; Hoy et al.
2000). A pesar que se conoce en detalle que la
fijacién de N, por la asociaciéon de Rhizobium
spp. y las leguminosas aumenta el contenido de
N en las plantas (Sprent y Sprent, 1990), y que
dicho N es un factor crucial que determina la
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calidad de la planta para los insectos fitofagos
(Schave et al. 2007, Chen et al. 2008), el
conocimiento de las interacciones planta-
Rhizobium sigue siendo ampliamente criptica.

CONCLUSIONES

La inoculacion de R. etli en el cultivo de frijol P.
vulgaris produce un incremento en algunas
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variables de crecimiento vegetal como biomasa
aérea, numero de ramificaciones, area foliar y
longitud de tallo. Sin embargo, la inoculacion no
afecto la preferencia y oviposicion de B. tabaci.
Se requiere trabajos adicionales para evaluar los
efectos de factores, como la variedad de frijol,
sinergia entre las especies de rizobacterias,
resistencia natural de la planta hospedera,
condiciones del ambiente y tipos de suelo.

T T
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Figura 2. Efecto de la inoculacion de Rhizobium etli sobre el crecimiento de biomasa de raiz en Phaseolus
vulgaris L. n=6 (Benjamini & Hochberg <0.005) (*) indica diferencias significativas.
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Figura 3. Efecto de la inoculacion de R. etli sobre el nimero de nddulos en Phaseolus vulgaris L. n=6
(Benjamini & Hochberg <0.005) (*) indica diferencias significativas.
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Figura 4. Efecto de la inoculacion de Rhizobium etli sobre la oviposicion de Bemisia tabaci en Phaseolus
vulgaris L. A) prueba de no eleccion n=30 B) prueba de libre eleccion n=80. (Bonferroni <0.005) (*) indica

diferencias significativas.
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Figura 5. Efecto de la inoculacion de Rhizobium etli sobre la preferencia de los adultos de Bemisia tabaci
en Phaseolus vulgaris L. prueba de libre eleccion n=80 (Bonferroni <0.005) (*) indica diferencias

significativas.
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