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Los acaros fitoseidos pueden inducir respuestas
defensivas en los citricos con interés para el
control biologico de Tefranychus urticae:
el caso del depredador generalista
Euseius stipulatus

Los acaros depredadores zoofitéfagos pueden inducir respuestas defensivas en las plantas pudiendo afectar a las poblaciones
de su presa mas alla de la propia depredacion. Euseius stipulatus (Athias-Henriot) es el depredador generalista mas comun en
nuestros cultivos de citricos. En trabajos previos de nuestro grupo, se ha demostrado que la respuesta de los citricos frente a una
de sus plagas potenciales, Tetranychus urticae Koch, es dependiente del genotipo, siendo el naranjo amargo (Citrus aurantium)
el extremo mas resistente frente a este herbivoro y el mandarino Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan.,) el mas susceptible.
Con el presente trabajo pretendemos ver si E. stipulatus puede producir respuestas similares. Para ello se han llevado acabo
ensayos de eleccion a través del olfactometro, extracciones de compuestos organicos volatiles y analisis de expresion génica para
determinar si los genes involucrados en la respuesta defensiva de los citricos podian presentar niveles de expresion similares tras

la infestacion por E. stipulatus. Las respuestas observadas podrian afectar a las poblaciones del herbivoro a través de los efectos
mediados con las plantas.
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INTRODUCCION

Los depredadores omnivoros han
cobrado interés en los Gltimos afios
como agentes de control biolégico
por su elevada capacidad de
adaptacién a distintos huéspedes y
situaciones de cultivo. Entre estas
especies, los insectos depredadores
zoofitéfagos, especialmente los
chinches de la familia de los
Miridae (Hemiptera: Heteroptera),
han recibido especial atencién
debido a su creciente importancia
para la lucha bioldgica mediante
liberaciones aumentativas contra
plagas agricolas de primer nivel

(Arné et al. 2009; Zhang et al. 2018).

Estos omnivoros zoofitéfagos,
gue se alimentan tanto de otros
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insectos como de las plantas, han
demostrado afectar a las especies
plaga (herbivoros) no solo por
depredacion, sino también a través
de las respuestas defensivas
inducidas en las plantas como
consecuencia de su herbivoria
(Pérez-Hedo et al. 2015). La
zoofitofagia, sin embargo, no

esta restringida a los chinches.
Los acaros de la familia de los
Phytoseiidae (Acari: Mesostigmata)
constituyen otro grupo importante
de agentes de control biologico
(Van Lenteren, 2012; Van Lenteren
et al. 2018). Varios estudios han
demostrado que algunas especies
de fitoseidos pueden alimentarse
directamente de la planta
(Magalh&aes and Bakker, 2002;
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Adar et al. 2012). Ciertos rasgos
quelicerales resultan distintivos para
determinar dicha capacidad. Dentro
de la familia de los fitoseidos se han
determinado cinco géneros, incluido
el género Euseius De Leon, donde
este habito de alimentacién podria
estar muy extendido. (Adar et al.
2012; McMurtry et al. 2012).

El objetivo principal de este estudio
ha sido caracterizar las respuestas
defensivas de dos patrones de
citricos frente al depredador
generalista que presumiblemente se
alimenta directamente de la planta
E. stipulatus, asi como determinar

el comportamiento de su presa, el
fitofago T. urticae, asf como el propio
fitoseido cuando se les ofrecen



estas platas infestadas o no por el
acaro depredador. Los dos patrones
elegidos son el naranjo amargo
(Citrus aurantium) y el mandarino
clementino (C. reshni), ya que

estos son los que muestran mayor
resistencia y mayor sensibilidad,
respectivcamente, a la arana roja
(Bruessow et al. 2010; Agut et

al. 2014), siendo esta resistencia
transmitida al cultivar injertado (Agut
et al. 2016). Nuestra hipotesis inicial
es que debido al tipo de alimentacién
del fitoseido E. stipulatus, el cual
presumiblemente se alimenta de las
plantas de citrico, las respuestas
observadas seran dependientes

del genotipo y similares a las

ya observadas en los estudios
previos de nuestro grupo, sobre

el comportamiento de T. urticae

en plantas infestadas por este
acaro fitéfago (Cabedo-Lépez et

al. 2019). Nuestra hipétesis es que
tanto E. stipulatus como T. urticae
preferiran las plantas donde las vias
de defensa estén menos activadas
(en nuestro caso, Cleopatra).

Estas plantas, al presentar niveles
menores de metabolitos secundarios
potencialmente toxicos, comparado
con otros hospedadores mejor
defendidos, son mas adecuados
para el desarrollo de T. urticae, por
lo que sus densidades son también
superiores (Agut et al. 2014), y

por lo tanto deberian favorecer el
desarrollo de su depredador. Sin
embargo, en ambos casos, para
evitar depredacion (en el caso de la
arana) y canibalismo (en el caso del
fitoseido), ambos deberian detectar
los olores del depredador por encima
de los emitidos por las plantas,
dando lugar a una preferencia por
plantas sin fitoseido frente a plantas
con presencia del depredador.

MATERIALES Y METODOS

Ensayos de eleccién de
Tetranychus urticae y Euseius
stipulatus en olfactémetro

Para comprobar el efecto que tienen
los volatiles liberados por amargo

y Cleopatra con y si presencia

del depredador sobre T. urticae 'y
sobre el propio E. stipulatus, se

realizaron ensayos de eleccién a
través del olfactémetro “Y" (Bruin et
al. 1992). En el interior del tubo de
vidrio con forma de “Y” (Figura 1),
se dispuso un filamento de alambre
por donde se hizo elegir a las
hembras adultas tanto de T. urticae,
como de E. stipulatus, procedentes
de nuestras crias de laboratorio.
Los brazos del olfactometro se
conectaron mediante sendos

tubos de goma a las salidas de 2
recipientes de vidrio con capacidad
para 5 litros. A su vez cada
recipiente estaba conectado a una
bomba de aire purificado mediante
filtros con un flujo unidireccional de
1,5 I/h.

Las hembras de T. urticae y

E. stipulatus se mantuvieron en
ayunas durante las 24 horas previas
al ensayo para favorecer la respuesta
de eleccion, y se dejoé que eligieran
entre los dos brazos, en los que se
colocaron distintas fuentes de olor: el
del fitoseido sin planta, el de amargo,
el de Cleopatra, y el de los mismos
patrones infestados por E. stipulatus
en distintas combinaciones: blanco
frente al olor del fitoseido, amargo
frente a Cleopatra sin infestar,
amargo frente a amargo infestado,
Cleopatra frente a Cleopatra
infestado y amargo infestado frente
a Cleopatra infestado. Se prob6

un minimo de 40 individuos para
cada una de las combinaciones del
ensayo en cuatro repeticiones de 10
individuos cada una.

Caracterizacion de volatiles
de planta inducidos por el
acaro fitoseido, mediante
cromatografia de gases (CG)

Los volatiles producidos por las
plantas (con o sin fitoseido),

se caracterizaron mediante
cromatografia de gases (Agut et
al. 2015). La separacion se realizd
utilizando una columna capilar
DB-5MS de silice. Los distintos
compuestos se fragmentaron
mediante impacto de electrones
dando como resultado un
cromatograma con distintos picos
dependiendo del tiempo de retencion.
Los compuestos se identificaron
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tentativamente gracias a la base

de datos del Instituto Nacional de
Estandares y Tecnologia (NIST).
Ademas, para cada compuesto
identificado se calcularon las areas
del pico observado, que se utilizé para
estimar su concentracion relativa.

Analisis cuantitativo de la
expresion de genes en plantas de
citrico, mediante PCR a tiempo
real

El ARN de las hojas de ambos
patrones se extrajo utilizando un kit
de ARN vegetal, que se transformé
a cADN mediante una reaccién con
la transcriptasa inversa Omniscript
(Qiagen, Barcelona, Espana), y
este ADN complementario se utilizé
para la gPCR utilizando cebadores
disenados especificamente para
los genes lipoxigenasa 2 (LOX2),
relacionada con la via de defensa
del acido jasmoénico, proteina

5 (PR5) relacionada con la via

de defensa del acido salicilico, y
chalcon sintasa (CHS), relacionada
con la senalizacion de la via
defensiva de los flavonoides. La
expresion relativa se comparé con
el gen constitutivo gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)
(Agut et al. 2015).

RESULTADOS

Las plantas de citrico manipuladas
por el depredador E. stipulatus,
afectan el comportamiento de su
presa T. urticae asi como el del
propio depredador

Tal y como se habia observado
anteriormente (Agut et al. 2015;
Cabedo-Lopez et al. 2019) T. urticae
muestra predileccién por el patron
mas susceptible a la arana, el
mandarino Cleopatra, cuando lo
comparamos con naranjo amargo.
Nuestros resultados muestran como
T. urticae es capaz de detectar y huir
del depredador E. stipulatus cuando
no interviene la planta (Figura 2).
En cambio, T. urticae es atraida por
ambos patrones de citrico, cuando
estan infestados por el fitoseido.
Finalmente, al comparar ambos
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patrones infestados T. urticae no
tiene preferencia por ninguno de
ellos.

Cuando analizamos el
comportamiento del propio fitoseido
(Figura 3) frente a los conspecificos,
podemos ver como su propio olor

no le resulta repelente. Al contrario
de lo que sucedia con la arafa,

este fitoseido prefiere el patrén
amargo cuando ambos patrones no
estan infestados por E. stipulatus.
Ademas, cuanda se le da a elegir
entre naranjo amargo infestado o no,
el depredador huye de las plantas
infestadas por conspecificos. En
cambio, para el patron mandarino
Cleopatra, ocurre lo contrario y las
plantas infestadas por fitoseido le
resultan atrayentes. Finalmente y
como era de esperar, cuando se le da
a elegir entre mandarino Cleopatra

y naranjo amargo ambos infestados,
E. stipulatus elige las plantas

de mandarino Cleopatra. Estos
comportamientos podrian explicarse
por los distintos compuestos volatiles
organicos liberados por las plantas
infestadas por E. stipulatus.

El dcaro fitoseido E. stipulatus
activa las respuestas defensivas
del naranjo amargo y el mandarino
Cleopatra

La expresion relativa de LOX2, el
gen marcador de la via del acido
jasmbnico, fue 2.5 veces mayor

en infestados en comparacion

con plantas no infestadas
independientemente del patrén
(Figura 4). Sin embargo, para

los otros dos genes marcadores,
se observaron diferencias en
funcién del patrén. Los genes

PR5 y CHS se sobreexpresaron

en naranjo amargo (x 2.2 y x 1.2,
respectivamente), mientras que para
PR5 no se observaron cambios en
el mandarino Cleopatra y CHS se
regul6 a la baja (x 0.7).

El depredador generalista E.
stipulatus induce la produccién
de volatiles en plantas de naranjo
amargo y mandarino Cleopatra

En |la Tabla 1 se pueden observar
los principales volatiles identificados
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Figura 1. Olfactémetro *Y’. Cada uno de los dos dcaros estudiados se liberan en la base de
la 'Y} de forma individual para que se desplace y elija enire los dos brazos, donde se colocan

distintas fuentes de voldiiles: plantas sin o con E. stipulatus.
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Figura 2. Resultados del ensayo de olfactémetro en que se muestra la eleccién realizada
por hembras de T. urticae frente a distintas combinaciones voldtiles, o bien olores solo del
fitoseido u olores procedentes de plantas con o sin el dcare depredador. Los asteriscos
indican diferencias significatives con una distribucién 1:1 entre tratamientos (test chi-

cuadrade *P<0.1 y **P<0.05)
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Figura 3. Resultados del ensayo de olfactémetro en que se muestra la eleccién realizada
por hembras de E. stipulatus frente a distintas combinaciones voldtiles, o bien olores solo del
fitoseido u olores procedentes de plantas con o sin el dcaro depredador. Los asteriscos indican
diferencias significatives con una distribucién 1:1 entre fratamientos (test chi-cuadrado *P< 0.1

y **P<0.05)
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en el presente trabajo. Los
resultados muestran diferencias en
el metaboloma volatil de plantas
infestadas o no por E. stipulatus,
lo cual sugiere que este fitoseido
puede efectivamente alimentarse
directamente de las plantas de
citrico. De los 11 compuestos
identificados en estas mezclas,
cuatro no cambiaron con presencia
del fitoseido independientemente
del patron considerado. Estos
fueron 1,4-dietil-benceno,

1- (4-etilfenil) -etanona, acido
4-butoxibutanoico y 3,5-ditert-
butil-4-hidroxibenzaldehido.

Los siete compuestos volatiles
restantes mostraron diferentes
tendencias (Tabla 1 y Figura 4).
El terpenoide pineno disminuyé
en las plantas infestadas por el
depredador independientemente

a5

del genotipo de la planta. La
produccién de otro terpenoide, el
cineol y la del compuesto aromatico
1-(2,5-dimetilfenil)-etanona
mostraron una tendencia comun,
siendo mas altos en naranjo amargo
que en mandarino Cleopatra y
disminuyendo con la infestacion

del fitoseido. Los otros cuatro
compuestos organicos de hoja, el
acido 2,6,10-dodecatriencico y los
compuestos aromaticos 1-metil-4-
(2-propenil)-benceno, 1-etil-4-(1-
metiletil)-benceno y 4-(1-metiletil)
benzaldehido, también mostraron
otra tendencia comun. En este
caso su produccién aumento en
plantas infestadas por E. stipulatus
y ademas, estos niveles fueron mas
altos en mandarino Cleopatra.

Expresién relativa de los ganes
LOX2; PRS; CHS/GAPDH

j—

Cleo inf

DISCUSION

Por lo que sabemos, este es el
primer estudio que demuestra

que los acaros fitoseidos pueden
desencadenar respuestas defensivas
en las plantas. La presencia de

E. stipulatus fue percibida por

la planta, que reacciono a ella
dependiendo del genotipo, el naranjo
amargo mostrd una respuesta mas
fuerte y mas diversificada que el
mandarino Cleopatra.

Las respuestas de las plantas
esperadas después de la
alimentacion serian diferentes de las
desencadenadas por el tetraniquido.
Estas diferencias estarian
relacionadas con el tipo de tejido/
celula vegetal que afecta. Este fue el
caso del mandarino Cleopatra, pero
no del naranjo amargo, donde las
vias de defensa desencadenadas por
estas dos especies de acaros fueron
bastante similares.

Por un lado, la via del acido
jasmonico (LOX2) estaba regulada

al alza en ambos genotipos de
citricos de manera similar (Figura 4),
mientras que para la infestacion por
T. urticae, esta regulacién al alza solo
se observo en naranja agria (Agut et
al. 2014) Por otro lado, las vias del

salicilico (PR5) y de los flavonoides
(CHS) (Figura 4) presentaron las
mismas tendencias observadas para

Figuru 4. Expresion relativa de los genes LOX2, PR5, CHS a su contral en plantas de naranjo
amargo y mandarino Cleopatra ocupadas por el depredador E. stipulatus. Los asteriscos
representan diferencias significativas de cada gen respecto a su control.

Tabla 1. Perfil de los compuestos orgdnicos voldtiles liberados por las plantas de naranjo amargo (NO) y mandarino Cleopatra {Cleo) con presencia
[inf, infestado) o no (limp, limpio) de E. stipulatus.

Resultados del MLG (Wald-y? P)

Compuestos

Patrén Infestacién A*B
(a) (B)
. 0,04; 1; 0,951 153,60; 1; <0,00 e
Pineno e Bl et 0,174; 1; 0,677
o 3,82; 1: 0,051 19,17; 1; <0,001 5,29: 1; 0,021
NO = Cleo limp < inf NO limp > NO inf=Cleo limp = Cleo inf
. 52.92: 1; <0,001 12,00; 1: 0,001 12,00: 1; 0,001
Banand; 12, 3=dimatilfenilo) NO > Cleo limp <inf NO limp > NO inf > Cleo limp = Cleo inf
o n— 35,28; 1, <0,001 6.92; 1, 0,009 26,91;1; <0,001
2,6,0-Adido dodecatriendico NO > Cleo limp <inf NO limp = Ninf = Cleo limp < Cleo inf
B, Vot arendiiol: 3794; 1;<0,001 61,04; 1;<0,001 27,30; 1;<0,001
g nrop NO < Cleo limp < inf NO limp < NQ inf = Cleo limp < Cleo inf
p ERE 65,34; 1; <0,001 57,82; 1; <0,001 49,11; 1; <0,001
Betizann, 1:afilo-4:L1-melloio): NO < Cleo limp < inf NO limp = NQ inf = Cleo limp < Cleo inf
, S 131,05; 1; <0,001 123,62; 1; <0,001 124,51; 1; <0,001
Benzaldehide, 4:{1-meflatla)- NO < Cleo limp < inf NO limg = NO inf = Cleo limp < Clee inf

Lass diferentes letras representan cada uno de los tratamientos. Para cada voldtil, las dreas de los picos se compararon utilizando un medelo lineal generalizado {MLG). En aquellos volatiles
dande la interaccidn de infestacion™ planta fue significativa, las medias se separaran segin Bonferroni (P < 0,05).
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la infestacion por T. urticae. Aunque
la alimentacion directa de plantas

por T. urticae y presumiblemente por
E. stipulatus activo las mismas vias
defensivas en naranjo amargo, el
pineno fue el Gnico compuesto comun
encontrado en las mezclas HIPV
(volatiles de planta producidos por
herbivoria) provocadas por estos dos
acaros (Agut et al. 2015).

Como consecuencia, el pineno, junto
con el acido 2,6,10-dodecatrienoico,
1-metil-1-4- (2-propenil) -benceno,
1-etil-4- (1-metiletil) -benceno y

4- ( 1-metiletil) - benzaldehido,

los cuales siguieron tendencias
similares en la infestacion por E.
stipulatus en el mandarina Cleopatra
(Tabla 1), podrian ser los volatiles
clave para la atraccion observada
de T. urticae para plantas infestadas
por E. stipulatus. El resultado de
que el pineno y el 1-metil-1-4-
(2-propenil) -benceno fueron los
unicos compuestos volatiles que
aumentaron en el naranjo amargo
en la infestacion (Tabla 1) podria
demostrar un papel crucial de estos
dos HIPVs.

Los resultados de los ensayos

de olfactdémetro solo coinciden
parcialmente con nuestras hipotesis
iniciales. En el caso de T. urticae,

la arana fue repelida por el olor de
su potencial depredador y ademéas
eligié el mandarino Cleopatra no
infestado menos defendido en lugar
del naranjo amargo no infestado.
Sin embargo, el olor del depredador
fue enmascarado por los volatiles
de las plantas resultando atrayentes
cuando estaban ocupadas por

el depredador (Figura 2), estos
resultados son muy interesantes
para el control biologico de la
arana. En el caso de E. stipulatus,
el fitoseido tuvo un comportamiento
dependiente del genotipo de la
planta, ya que eligié el naranjo
amargo sin infestar pero la Cleopatra
infestada demostrando como es
capaz de reaccionar de distinta
forma a ambos genotipos (Figura 3).

CONCLUSIONES

Presumiblemente mediante sus
picaduras de alimentacién sobre los
citricos, Euseius stipulatus, induce
respuestas defensivas que dependen
del genotipo de la planta. Las res-
puestas observadas pueden afectar a
las poblaciones de arafia roja de los
citricos a través de efectos media-
dos por las plantas. Estos resultados
abren nuevas oportunidades para
mejorar los métodos de control de
plagas de forma mas sostenible, que
podrian incluir el uso de semioquimi-
cos para manipular tanto a los herbi-
voros como a los fitoseidos, e incluso
a las propias plantas.

BIBLIOGRAFIA

Adar E., Inbar M, Gal S, Doron

N, Zhang ZQ., Palevsky E. 2012.
Plant-feeding and non-plant feeding
phytoseiids: differences in behavior and
cheliceral morphology. Experimental and
Applied Acarology 58:341-357.

Agut B., Gamir J., Jacas J.A., Hurtado
M., Flors V. 2014 Different metabolic and
genetic responses in citrus may explain
relative susceptibility to Tetranychus
urticae. Pest Management Science
70:1728-1741.

Agut B., Gamir J., Jaques J.A., Flors
V. 2015. Tetranychus urticae-triggered
responses promote genotype-dependent
conspecific repellence or attractiveness
in citrus. New Phytology 207:790-804.

Agut B., Gamir J., Jaques J. A.,
Flors V. 2016. Systemic resistance in
citrus to Tetranychus urticae induced by
conspecifics is transmitted by grafting
and mediated by mobile amino acids.
Journal of experimental botany, 67(19),
5711-5723.

Arné J., Gabarra R., Liu TX, Simmons
AM., Gerling D. 2009. Natural enemies
of Bemisia tabaci: predators and
parasitoids, in Bemisia. Bionomics and
Management of a Global Pest. Springer,
Dordrecht, pp. 385-421.

Bruin J., Dicke M., Sabelis M.W. 1992,
Plants are better protected against
spider-mites after exposure to volatiles
from infested conspecifics. Experientia
48:525-529.

2° Trimestre 2019
LEVANTE AGRICOLA

Tetranychus urticae |

Cabedo-Lépez M., Cruz-Miralles J.,
Vacas Sa., Navarro-Llopis V., Pérez-
Hedo M., Flors V., Jaques J. A. 2019.
Las respuestas olfativas de los enemigos
naturales de Tetranychus urticae en
citricos dependen del genotipo de la
planta, la presencia de la presa y su
especializacion alimenticia. Levante
Agricola: Revista internacional de
citricos. (enviado)

Magalhaes S., Bakker F.M. 2002. Plant
feeding by a predatory mite inhabiting
cassava. Experimental and Applied
Acarology 27:27-37.

McMurtry J.A., Moraes G.J.D.,
Sourassou N.F. 2013. Revision of the
lifestyles of phytoseiid mites (Acari:
Phytoseiidae) and implications for
biological control strategies. Systematic
and Applied Acarology 18:297-320.

Pérez-Hedo M., Bouagga S., Jaques J.
A., Flors V., Urbaneja A. 2015. Tomato
plant responses to feeding behavior

of three zoophytophagous predators
(Hemiptera: Miridae). Biological Control,
86, 46-51.

Van Lenteren JC. 2012. The state of
commercial augmentative biological
control: plenty of natural enemies, but
a frustrating lack of uptake. Biological
Control 57:1-20.

Van Lenteren J.C., Bolckmans K., Kéhl
J., Ravensberg W.J., Urbaneja A. 2018.
Biological control using invertebrates
and microorganisms: plenty of new
opportunities. Biological Control 63:39-
59.

Zhang N.X., Messelink G.J., Alba J.M.,
Schuurink R.C., Kant M.R., Janssen
A. 2018. Phytophagy of omnivorous
predator Macrolophus pygmaeus affects
performance of herbivores through
induced plant defences. Oecologia
186:101-113.

101



