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Relacion de Metabolitos Secundarios de Siete Cultivares de Rosal (Rosa sp.)
con la Dinamica Poblacional de Tetranychus urticae Koch (Trombidiformes:
Tetranychidae)

Secondary Metabolite Relationship of Seven Rose (Rosa sp.) Cultivars with
the Population Dynamics of Tetranychus urticae Koch (Trombidiformes:
Tetranychidae)

Ricardo Flores-Canales®, Agustin Rébles-Bermudez*, Ernesto Cerna-Chavez?,
Roberto Gémez-Aguilart, Néstor Isiordia-Aquino®, y Manuel Campos-Figueroa®

Resumen. Las poblaciones acumulativas durante casi dos meses de Tetranychus
urticae Koch en cultivares de rosal (Rosa sp.) bajo condiciones de invernadero se
presentaron de la siguiente manera (de menor a mayor incidencia): Latin® < Polar
Star® < Peokubo® < Leonidas® < Royal Bacara® < Haylander® < Ben Hur®. Sin
embargo, al calcular las poblaciones de acaros-dia-hoja se encontré6 como sigue:
Latin® < Peokubo® < Polar Star® < Leonidas® < Royal Bacara® < Haylander® <
Ben Hur®. Ademas, no se encontr6 correlacion alguna con los metabolitos
secundarios de terpenos y taninos. Sin embargo, los cultivares Latin® y Peokubo®
mostraron correlacién negativa con terpenos y taninos. Esto sugiere que los
cultivares Ben Hur®, Haylander®, Royal Bacara®, Leonidas® y Polar Star®
permiten ampliamente el desarrollo poblacional de &acaros, mientras que los
cultivares Latin® y Peokubo® resultaron mas tolerantes a T. urticae debido a la
presencia de terpenos y taninos. Por otro lado, Abamectina es el ingrediente activo
mas usado en rosal a razén de 500 ml por hectarea con un costo de US$120.00
por aplicacion con dos aplicaciones quincenales. Asi, el uso de variedades
resistentes tiene como resutlado un ahorro de US$240.00 y un bajo establecimiento
del &caro. Ademas que se conserva la calidad del rosal para venta local y nacional.

Abstract. Two-month cumulative populations of Tetranychus urticae Koch in
greenhouse rose (Rosa sp.) cultivars showed the following incidence (from lower to
higher): Latin® < Polar Star® < Peokubo® < Leonidas® < Royal Bacara® <
Haylander® < Ben Hur®. However, when populations were calculated as
mite/day/leaf (A/D/H) we found the following sequence: Latin® < Peokubo® < Polar
Star® < Leonidas® < Royal Bacara® < Haylander® < Ben Hur®. In addition, we
did not find correlation between secondary metabolites of tepenes and tannins.
However, Latin® and Peokubo® cultivars showed a negative correlation with
terpenes and tannins. This suggest that Ben Hur®, Haylander®, Royal Bacara®,
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Leonidas® and Polar Star® cultivars allow broadly the development of T. urticae,
meanwhile Latin® and Peokubo® cultivars were more tolerant to T. urticae because
of the presence of terpenes and tannins. On the other hand, Abamectin is the
active ingredient most commonly applied in rose cultivars at a rate of 500 ml per
hectare at US$120.00 per application with two applications biweekly. Thus, the
resistant varieties resulted in savings of US$240.00 and low establishment of T.
urticae. Moreover, it keeps rose quality suitable for local and national markets.

Introduccién

El &caro de dos manchas, Tetranychus urticae Koch, es la principal plaga del
cultivo del rosal (Rosa sp.) bajo condiciones de invernadero (Field y Hoy 1986, Van
de Vrie 1986), se alimenta directamente del tejido vegetal, reduce el area de
actividad fotosintética y causa abscision en la hoja (Gorman et al. 2001), son
vectores de Prunus Necrotic Ring Virus (PNRSV) y Apple Mozaic Virus (APMV)
(Manner 1985, Molinari et al. 2006). Un umbral de cinco acaros por hoja de T.
urticae reduce el rendimiento y calidad del tallo floral e impacta la produccién del
siguiente corte (Landeros et al. 2004). Recientemente se ha descubierto que el
control quimico de T. urticae en rosal provoca desequilibrio ecoldgico y desarrolla
resistencia a acaricidas después de 10 generaciones (Stumpf et al. 2001). Por otro
lado, las plantas desarrollan mecanismos de defensa fisicas (tricomas y resinas) y
quimicas (sustancias toxicas, disuasorias y repelentes; Cornell y Hawkins 2003),
que impiden que los herbivoros se alimenten de la planta hospedera. Existen méas
de 100,000 metabolitos secundarios en plantas (Dixon 2001), como los terpenos o
terpenoides que incluyen a los aceites esenciales, resinas fitoesteroides, piretrinas
y saponinas (Croteau et al. 2000) o como los metabolitos secundarios producidos
en respuesta al estrés que actla como un elemento de disuasion contra los
herbivoros (Keeling y Bohlman 2006). Se ha encontrado que en algodén y menta,
la alta concentracion de fenoles permite resistir el ataque de los acaros (Larson y
Berry 1984), en tomate se conocen inhibidores bioquimicos de proteinas y enzimas
oxidativas que afectan el desarrollo de esta plaga (Stout et al. 1996). Asi como
varios reportes de extractos de neem, higuerilla, anonas, guanabana y jitomate y
tabaco que contienen metabolitos secundarios eficaces contra adultos del acaro de
dos manchas T. urticae (Chiasson et al. 2001, Aslan et al. 2004, Ocampo y
Ocampo 2006, Islam et al. 2008). Lo anterior plantea en esta investigacion la
evaluacion de siete cultivares de rosal tolerantes al &caro de dos manchas como
una posible fuente genética de resistencia y determinar la relacion entre el
comportamiento poblacional de T. urticae en siete cultivares de rosal con los
metabolitos secundarios.

Materiales y Métodos

La investigacion se desarroll6 en los invernaderos de la unidad académica
de agricultura de la Universidad Auténoma de Nayarit, ubicada en el km 9,
carretera Tepic — Compostela, Nayarit, México. Siete cultivares de rosal (Fig. 1), se
desarrollaron en bolsas de plastico de 5 | con una mezcla de tierra, perlita y la
formula de fertilizacion; nitrato de calcio 0.06 g/l de agua, nitrato de potasio 0,3 g/,
nitrato de amonio 0.30 g/l, quelato de fierro 0.04 g/l, acido fosforico 0.05 ml/l y &cido
nitrico 0.06 ml/l. Al material fertilizado se le afiadi6 el fungicida PCNB® 45% 600 g
de ingrediente activo por litro, o bien 0.96 g de ingrediente activo por litro aplicado
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al suelo en cada bolsa (Agroquimicos Versa S. A. de C. V., México). Se realizaron
analisis de micro y macronutrientes, conductividad eléctrica y pH para homogenizar
los tratamientos. También, se colectaron poblaciones de T. urticae provenientes de
diferentes cultivos de la regidn para contar con suficientes individuos, las cuales se
establecieron sobre plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.), variedad Lima en una
camara bioclimatica Biotronnete® (Carolina Biological Supply Company, Burlington,
NC) bajo condiciones de 25 + 2°C, 60-70% HR, y fotoperiodo de 12:12 h. Se
realizé fertilizacion continua de los rosales hasta alcanzar una altura de 50 a 60 cm
y una semana después se infest6 de manera uniforme a razén de 100 hembras de
T. urticae por planta en cada uno de los siete cultivares de Rosa x hybrida.
Después de la infestacién, se realizaron dos muestreos semanales que
consistieron del recuento de los acaros en una hoja pentafoliada al azar y con tres
observaciones por planta durante 57 dias. Se utilizé un disefio completamente al
azar de siete tratamientos con cuatro repeticiones. Solo se realizaron dos analisis
de metabolitos secundarios, durante el tercer y quinceavo muestreo para
determinar la cantidad de terpenos y taninos y correlacionarlo con las poblaciones
de acaros. El analisis quimico de la cuantificacion de terpenos fue mediante la
técnica de extraccion soxhlet con hexano (Cruz et al. 1973, Brown 1994, Mufioz et
al. 2001). En un dedal de extraccion se colocaron 250 ml de hexano, 2 g de
muestra (hojas de rosal frescas en fracciones muy pequefias) del estrato medio y
se dejo un tiempo de exposicion de 5 horas. Los terpenos se extrajeron del hexano
mediante el secado en una mufla y por diferencia de peso se obtuvo la cantidad de
terpenos expresada en porcentaje.
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Fig. 1. Promedio acumulativo de Tetranichus urticae por dia por hoja en siete
variedades de rosal.

Fig. 1. Cumulative average of Tetranichus urticae per day per leaf of seven rose
varieties.
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Para determinar la concentracion de compuestos fendlicos totales se
empleo el método de Stintzing et al. (2005), el cual utiliza el reactivo de Folin y
Ciocalteu (Sigma-Aldrich Chemical Co., St Louis, MO). Se secaron las muestras de
rosal hasta obtener peso constante, posteriormente se molieron y se pesaron 0.25
g, los que se colocaron en tubos de ensaye y se les adicion6 una solucién de
acetona:agua en proporcion de 70:30. Las muestras se mantuvieron en
refrigeracion a 4°C por 24 horas, posteriormente se centrifugaron a 1000 rev/min
por un periodo de un minuto o hasta que el asentamiento de particulas era visible.
El método espectrofotométrico desarrollado por Folin y Ciocalteau (Council of
Europe 2007) para la determinacion de fenoles totales es el mas empleado, por lo
que todas las muestras se diluyeron en proporcion 1:10 y se afor6 a 1 ml (100 pl de
muestra y 900 pul de agua destilada). Para la elaboracion de la curva se prepararon
25 ml de Folin al 10% (25 ml Folin + 22.5 ml de agua). Se pesaron 1.875 g de
carbonato de sodio y se diluyeron en 25 ml de agua para obtener una solucién al
25%. La sustancia de referencia fue el acido tanico, del cual se pesaron 10 mg y
diluyeron en 25 ml de agua para una concentracion de 0.4 mg/ml. Las
concentraciones empleadas para la curva fueron las siguientes: a) 0.4 (1000 ul AT
+ 0 ul agua); b) 0.3 (750 ul AT + 250 ul agua); ¢) 0.2 (500 ul + 500 pl agua); d) 0.1
(250 w + 750 ul agua); e) 0.05 (125 ul + 875 ul agua), y f) 0 (50 ul agua o
muestra). Se realizé un triplicado de las concentraciones para asegurar una mayor
certeza en la elaboracién de la curva. Se reposé la muestra por 30 min y se tomo
200 ul de la muestra y se coloc6é en una microplaca para su lectura en el
espectrofotometro Epoch 2 a 765 nm y el programa Gen5 (ambos Biotek®,
Winooski, VA) que se utiliza para lectores de microplacas.

El disefio de este experimento fue completamente al azar con cuatro
repeticiones. Los resultados obtenidos de las variables acaros por dia por hoja
(ADH) acumulativo se analizé mediante el procedimiento PROC MIX con medidas
repetidas, y el analisis de ADH calculado (Beers and Hull 1990) fue analizado
mediante t-test con separacion de medias LSMEANS, ambos a P = 0.05.
Finalmente, se realizé una regresion lineal entre ADH y los metabolitos secundarios
para ver el efecto sobre las poblaciones de T. urticae. Para todos los analisis se
utilizé el paquete estadistico SAS (2009).

Resultados y Discusion

La presencia de T. urticae en las 17 fechas de muestreo mostro diferencias
entre los tratamientos (P < 0.001; Fe,; = 3.16). Las variedades Polar Star®,
Peokubo®, y Latin® no fueron diferentes y presentaron una menor dindmica
poblacional del &caro con promedio por hoja de 2 a 4 acaros, y fueron diferentes a
las otras cuatro variedades. Las variedades Ben Hur®, Haylander®, Royal
Bacara®, y Leonidas® presentaron una mayor poblacidon con valores de 22 a 26
acaros en promedio por hoja y no fueron diferentes entre si.

La Fig. 1 muestra los resultados obtenidos de valores acumulativos de T.
urticae por dia por hoja. Los datos muestran una diferencia entre las fechas de
muestreo P < 0.0001 (Fi637 = 156.79). Igualmente, hubo una diferencia entre la
interaccion fecha x tratamiento P < 0.0001 (Fgs 336 = 5.16). Las variedades Latin®,
Polar Star®, y Peokubo® mostraron promedios acumulativos de 63, 65, y 110
acaros/dia/hoja (ADH), y no hubo diferencias significativas entre si, pero si
mostraron diferencias significativas al resto de los tratamientos. Las variedades
Leonidas® y Royal Bacara® resultaron con promedios acumulativos de 224 y 234
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ADH, mientras que Haylander® y Ben Hur® tuvieron los valores mayores en
promedio: 271y 279 ADH.

En el Cuadro 2 se muestra la densidad poblacional de T. urticae con base a
ADH de acuerdo a Beers y Hull (1990), en donde la densidad media de acaros = %
(poblacion inicial + poblacion final) x tiempo calcularon los promedios de ADH por
cada una de las variedades de rosal. Hubo una diferencia entre tratamientos (P <
0.002; F16 = 3.19). Los cultivares Latin® y Peokubo® promediaron 1596 y 1710
individuos, y fueron diferentes al resto de los tratamientos. Los cultivares Polar
Star®, Leonides®, Royal Bacara®, Haylander®, y Ben Hur® no fueron diferentes y
presentaron una densidad poblacional promedio de 2137, 2907, 3163, 3420, y 3904
acaros por dia. Estos datos muestran un claro efecto en la reduccion de la
poblaciéon del cultivar Latin® y Peokubo® en comparacion a los otros cultivares.

Cuadro 2. Medias de Tetranichus urticae por Dia por Hoja (A / D / H), Terpenos y
Taninos en Siete Variedades de Rosal

Table 2. Average of Tetranichus urticae per Day per Leaf (A / D / H), Terpenes and
Tannins in Seven Varieties of Rose

Cultivar® A/D/H* Terpenos (%) Taninos (mg/ml)
Ben Hur 3,904 b 0.705 + 0.207 0.789 £ 0.073
Haylander 3,420 b 0.152 + 0.039 0.922 £ 0.145
Latin 1,596 0.630 £ 0.307 1.145 + 0.305
Peokubo 1,710 a 0.379 £ 0.476 0.641 £ 0.042
Polar Star 2,137 b 0.788 £ 0.139 1.099 + 0.603
Royal Bacara 3,163 b 0.345 £ 0.189 1.046 + 0.264
Leonides 2907 b 0.167 £0.128 1.007 £ 0.186

*T. urticae por dia por hoja (A/D/H) calculado con base a Beers and Hull (1990).
*T. urticae per day per leaf (A/D/H) calculated on Beers and Hull (1990).

La concentracion de terpenos y los ADH resulté en el modelo y = 0.56531 —
1740 (x) y una r? = -0.5136, mostrando que los terpenos impactan en forma
negativa en las poblaciones de acaros. Asi, las variedades Polar Star® y Latin®
presentaron mayor concentracion de taninos y menor promedio de ADH. Aunque
Peokubo también tuvo bajas poblaciones de T. urticae, los terpenos y taninos
fueron también bajos. Se reporta que muchas variedades de rosal presentan de
manera natural una gran cantidad de enzimas encargadas de la biosintesis de
terpenos (Gershenzon y Kreis 1999). El proceso de emision de volatiles implica el
aumento de la transcripcion de genes relacionados con la defensa y permite a la
planta responder mas rapido y con mas fuerza al ataque de herbivoros (Baldwin et
al. 2006, Turlings y Ton 2006). Estos mecanismos de defensa tienen un gran
potencial en el desarrollo de métodos mas racionales para el control de plagas,
como protectores naturales de las plantas (Murray et al. 1999).

Al efectuar una regresion lineal simple entre la concentracion de taninos y
ADH, se registré el modelo y =0.34885-0.079(x) con una r* = -0.4214, donde los
taninos también presentan un efecto negativo en la densidad poblacional de T.
urticae. Al considerar a los taninos como uno de los mecanismos mas activos en la
proteccion o defensa de las plantas, los taninos que pertenecen a los compuestos
fenodlicos, se observd una reduccion de la densidad poblacional de T.urticae. Al
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respecto, Gonzalez et al. (2009) mencionan que los taninos juegan un papel
importante contra artrépodos, virus, bacterias y en general microorganismos
patégenos como mecanismo de defensa. Estos efectos pueden ser instantaneos
como la astringencia (sabor amargo) o efectos téxicos y antinutricionales (Liener
1983). Estos resultados colocan a los cultivares Ben Hur®, Haylander®, Royal
Bacara®, Leonidas® y Polar Star® como variedades que permiten ampliamente el
desarrollo poblacional de &caros, mientras que los cultivares Latin® y Peokubo®
resultaron los mas tolerantes para el desarrollo de T. urticae debido a la presencia
de terpenos y taninos.

Actualmente, Abamectina es la molecula mas utilizada en sistemas de
produccion de rosal a razén de 500 ml por hectarea y su costo asciende a
US$120.00 por aplicacion no tomando en cuenta los riesgos a la salud y
contaminacion al medio ambiente con dos aplicaciones quincenales. El uso de
variedades resistentes tiene como resutlado un ahorro de US$240.00 y un bajo
establecimiento del &caro, ademés que se conserva la calidad del rosal para venta
local y nacional.
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