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RESUMEN
Trialeurodes vaporariorum es una plaga polifaga que afecta ornamentales como la
gerbera. En esta investigacion se evaluo la variacion natural de gerbera a la incidencia
de T. vaporariorum. En un disefio de bloques completos al azar se analizaron diez
genotipos de gerbera en diferentes etapas fenoldgicas sin incidencia (SI) y con
incidencia (CI) de mosca blanca. Se cuantificaron ninfas al centro del envés de la hoja
en un cm?; y total de adultos por hoja. Se midieron el contenido relativo de clorofila
(USPAD), contenido de compuestos fendlicos (Cf), la actividad enzimatica de las
peroxidasas (AePOX) y la capacidad antioxidante DPPH. Los genotipos mostraron
diferencias significativas (P>0.01) en la incidencia del insecto, asi como en Cf, en
AePOX, en Caox y en USPAD tanto SI como CI (P >0.01). En CI, incrementaron el
contenido de Cf (1.40 veces mas), de la AePOX (4 veces mas), y de la Caox (12 veces
mas). El contenido relativo de clorofila disminuy6 en el genotipo con la mayor incidencia
del insecto (-4 %). El analisis de correlacion entre la incidencia del insecto con Cf (-
0.60), AePox (-0.65), Caox (0.32), y USPAD (-0.45), mostré que la alimentacién del
insecto interfiere en el metabolismo de sus hospederos y desencadena respuestas
integrales en el mecanismo de defensa de las plantas. La variacion de gerbera a la
incidencia de T. vaporariorum sugiere una respuesta diferencial entre los genotipos
evaluados, aquellos con menor incidencia del insecto podrian utilizarse para desarrollar
variedades resistentes o tolerantes como alternativas en la produccion floricola, lo cual

permitiria disminuir el uso de insecticidas utilizados para el control del insecto.

Palabras clave: actividad enzimatica POX, DPPH, fenoles, mecanismos de defensa,

variabilidad genética.



ABSTRACT
Trialeurodes vaporariorum is a polifagous plague that affects ornamentals like gerbera.
In this research, was evaluated the natural variation of gerbera to the incidence of T.
vaporariorum. In a randomized complete block design, were analyzed ten gerbera
genotypes in different phenological stages with no incidence (SI) and incidence (ClI) of
whitefly. Were quantified, nymphs at the center of the underside of the leaf in one cm?;
and total of adults per leaf. The relative content of chlorophyll (USPAD), phenolic
compounds content (Cf), the enzymatic peroxidase activity (AePOX) and the antioxidant
capacity DPPH were measured. The hybrids showed significant differences (P> 0.01) in
the incidence of the insect, as well as in Cf, in AePOX, in Caox and in USPAD both SI
and CI (P> 0.01). In ClI, they increased the Cf content (1.40 times more), the AePOX (4
times more), and the Caox (12 times more). The relative content of chlorophyll
decreased in the genotype with the highest incidence of the insect (-4 %). The
correlation analysis between the incidence of the insect with Cf (-0.60), AePox (-0.65),
Caox (0.32), and USPAD (-0.45), showed that insect feeding interferes with the
metabolism of its hosts and triggers responses integral in the defense mechanism of
plants. The variation of gerbera to the incidence of T. vaporariorum, suggests a
differential response among the evaluated genotypes; those with lower incidence of the
insect could be used to developt resistant or tolerant varieties as alternative in flower
production, which would allow reducing the use of insecticides used for the control of

the insetc.

Keywords: enzymatic POX activity, DPPH, phenols, defense mechanisms, genetic

variability.
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IINTRODUCCION

La floricultura es uno de los sectores econémicos mas importantes del Estado de
México no soélo por la derrama econdmica que genera, sino por la generacion de
empleos tanto directos como indirectos (Orozco, 2007; Andrade y Castro, 2018).
Esta actividad tuvo su mayor crecimiento durante la década de los ochenta al
pasar de 3,000 a 13,000 hectareas de superficie cultivada con cultivos como rosa
(Rosa x hybrida L.), crisantemo (Dendranthema grandiflora (Ramat) Kimatura),
gerbera (Gerbera x hybrida), lilies (Lilium spp.), clavel (Dianthus caryophyllus L.),
gladiolo (Gladiolus grandiflorum L.), orquideas (diferentes especies), statice
(Limonium sinuatum (L) Mill.), anturios (Anthurium spp.), entre otros (Orozco y
Mendoza, 2003; Andrade y Castro, 2018).

El cultivo de gerbera Gerbera x hybrida desde su introducciébn en México, ha
permanecido en la preferencia de las flores de corte al situarse en los primeros
lugares en volumen de comercializacion (Andrade y Castro, 2018). En el Estado
de México, son los municipios de Villa Guerrero, Tenancingo, Coatepec Harinas y
Zumpahuacan los principales productores con una superficie cultivada de 96
hectareas para el 2016. Estos municipios generan una produccién de 1, 108, 384
toneladas por ciclo de cultivo (SIAP, 2016). El gran rango de colores, su forma y
vistosidad de la gerbera son algunas caracteristicas que la han convertido en un
elemento ideal para utilizar en los buquets o arreglos florales (Pérez, 2009).

Una de las plagas que afecta el cultivo de gerbera es la mosca blanca
Trialeurodes vaporariorum (Westwood, 1856) (Berndt y Meyhdofer, 2008). Este
insecto ocasiona dafos directos en sus hospederos, al succionar la savia de las

plantas las debilita y les puede ocasionar la muerte; ademas es responsable de la
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excrecion de melaza, un sustrato para el desarrollo del hongo llamado fumagina
(Capnodium sp.). El dafo indirecto mas severo del insecto es su capacidad de
transmitir virus tales como el Potato Yellow Vein Virus (PYVV), Tomato Leaf Curl
Virus (TLCV) y Tomato Motte Virus (ToMoV) entre otros (Cardona et al., 2005;
Ortega-Arenas et al., 2008; Carapia y Castillo-Gutiérrez, 2013). T. vaporariorum,
en el municipio de Tenancingo, es la especie de mosca blanca que tiene un mayor
namero de hospederos ornamentales en comparacién con Bemisia spp. Estudios
reportan que el cultivo de gerbera es uno de los mas preferidos por T.
vaporariorum entre las ornamentales (Alcantar-Acosta, 2012).

Durante el cultivo de gerbera y dentro de las técnicas agronémicas encaminadas
al control de la mosca blanca se aplican pesticidas excesivamente, los cuales
disminuyen la presencia de insectos benéficos y su uso inadecuado ha llevado al
desarrollo de resistencia de diferentes insectos plaga e incluso de la mosca blanca
(Torres et al., 2000; Parvatha, 2016). Estudios realizados, particularmente en la
region floricola del sur del Estado de México, asi como observaciones de técnicos
agricolas y productores en el area, indican el desarrollo de resistencia de la mosca
blanca a los insecticidas comunmente aplicados en esa zona (Pérez-Sandoval,
2011). Es por ello que es importante implementar alternativas diferentes del
control quimico que sean sustentables en la floricultura y dentro del manejo
integrado de plagas como el mejoramiento genético. En este sentido, el uso de
variedades resistentes a la mosca blanca es un método de control de féacil
adaptacion, ambientalmente seguro y compatible con otras medidas de control

(Garcia et al., 2003).



En la actualidad, de acuerdo a la percepcion de productores y comercializadores
en la region mencionada, se cultivan aproximadamente 200 variedades de gerbera
provenientes de empresas transnacionales cuyos cobros por derechos de obtentor
superan mas del 70 % de la inversion hecha por los agricultores y que presentan
diferencias morfolégicas entre variedades, asi como diferencias de susceptibilidad
a las plagas. Evidenciar la existencia de variacion natural en esta especie,
particularmente en la incidencia de la mosca blanca, permitiria su
aprovechamiento en la blusqueda de materiales resistentes a esta plaga utiles en
el mejoramiento genético.

El desarrollo de genotipos mexicanos de gerbera con nuevas formas, colores y
caracteristicas, asi como el conocimiento tanto de la resistencia como de la
susceptibilidad de variedades de gerbera a la mosca blanca son solo el inicio de
una floricultura mas sustentable dentro del manejo integrado de la plaga. Por lo
gue en el presente trabajo fueron evaluados 7 genotipos de gerbera desarrollados

por Rivera (2015) y 3 genotipos comerciales en la incidencia de mosca blanca.



[Il. ANTECEDENTES

2.1 Origen de la gerbera

Al género de gerbera pertenecen mas de 50 especies y se encuentra distribuido
en América del Sur, Asia Tropical y Africa, pero la mayoria de ellas son de origen
africano (Bafion et al., 1993; Elomaa y Teeri, 2001; Pérez, 2009). Este fue
descubierto y estudiado en el siglo XVIII por el naturalista holandés Grenovius,
pero se le asigna el nombre de gerbera, en honor al médico aleman Trangott
Gerber (Barfion et al., 1993; Pérez, 2009). El nombre cientifico Gerbera jamesonii
Bolus se debe al coleccionador Jameson quien descubrié a esta especie en
Transvaal, al sur de Africa, motivo por el cual se le conoce también como
margarita Transvaal (Pérez, 2009).

El mejoramiento genético de gerbera comenzd a finales del siglo XIX en
Cambridge, Inglaterra, cuando dos especies de gerbera Gerbera jamesonii Bolus x
Gerbera Vviridifolia Schultz-Bip, ambas procedentes del sur de Africa, fueron
cruzadas por R. I. Lynch; y nombré al hibrido obtenido como Gerbera x
cantebrigiensis, conocido hoy en dia como Gerbera x hybrida. A partir del siglo XX,
la gerbera empez6 a cultivarse en paises como Inglaterra, Bélgica, Estados
Unidos, Alemania e Italia (Elomaa y Teeri, 2001). En la actualidad, la mayoria de
las variedades cultivadas tienen su origen de las progenies de hibridacion que hizo

Lynch entre G. jamesonii x G. viridifolia (Bafion et al., 1993; Hansen, 1999).



2.2 Clasificacion taxonémica (Hansen, 1985).

¢ REINO: Plantae

e SUBREINO: Tracheobionta
e FILUM: Tracheophyta

e CLASE: Magnoliopsida

e SUBCLASE: Asteridae

e ORDEN: Asterales

e FAMILIA: Asteraceae

e SUBFAMILIA: Mutisioodeae
e TRIBU: Mutiseae

e GENERO: Gerbera

2.3 Descripcion morfolégica
La gerbera es una planta herbacea, sus caracteristicas botanicas de acuerdo con

Barfion et al., (1993) son las siguientes:

Sistema radicular: fasciculado, compuesto por gruesas raices de las que parten
numerosas raicillas (Figura 1).

Hojas: colocadas sobre largos peciolos, crecen mas o menos verticalmente hacia
arriba, son elipticas, alargadas o lanceoladas, ligeramente hendidas en los bordes
o lisas, su disposicion forma una roseta. De algunas de ellas evolucionaran los
brotes florales, que van a desarrollar unos vastagos o pedunculos con una

inflorescencia terminal en capitulo.



receptaculo

pedunculo floral

tallo

Figura 1. Gerbera jamesonii tomada de Bafion et al., (1993) con modificaciones.

Capitulo: nombre que recibe la inflorescencia, se encuentra colocado
individualmente sobre largos peddnculos. El capitulo estd formado desde el
exterior hacia el interior, por varias filas concéntricas de flores femeninas liguladas,
normalmente una fila de flores hermafroditas no funcionales y en el centro las
flores masculinas (Figura 2). Las flores liguladas son de forma y espesor variables
y de amplia gama de colores segun variedades. Para la clasificacion varietal de la
gerbera, ademas del color de la inflorescencia, se utilizan los términos de
inflorescencias simples, semidobles y dobles, segun el namero, disposicion y
tamafio de las coronas de flores liguladas. También se emplea el término corazén

negro o verde segun sea el color de la parte central de la inflorescencia.
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Figura 2. Capitulo floral de gerbera (Bafion et al., 1993).

Pedunculo: puede ser de distintos grosores y su longitud depende del cultivar y
de las condiciones medioambientales existentes. En su base es parcialmente
lefioso, a veces aterciopelado y en la parte superior es vacio por dentro.

Fruto: es un aquenio, acostillado, con coloracién marrén claro y marrén oscuro,
presenta un vilano en el extremo posterior lo que facilita su diseminacién. Cada

fruto contiene una semilla.

2.4 Enfermedades en gerbera
Bafion et al. (1993), reportan la presencia de las siguientes enfermedades para el
cultivo de gerbera, las cuales se ven favorecidas por abundantes riegos y

encharcamientos en el terreno.

2.4.1 Pythium sp. Pringsh.
Esta enfermedad afecta las plantas de gerbera tanto en etapa de semillero
(plantas procedentes de semilla) o de adaptacién (procedentes de cultivo in-vitro)
como en los momentos posteriores a la plantacién. Su presencia se caracteriza en

forma de podredumbres a nivel del cuello de la planta que acaba por marchitarse.
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2.4.2 Rhizoctonia solani Kuhn.
El ataque de esta enfermedad se evidencia por una clorosis en las hojas, seguidas
de un envejecimiento, desecacion de las mismas para finalizar con la muerte de

las plantas.

2.4.3 Phytophthora cryptogea Pethybr. & Laff.
Las plantas afectadas por esta enfermedad se debilitan y marchitan
repentinamente. Los sintomas se inician en la base del peciolo de las hojas que se

ennegrecen y acaban por podrirse al igual que las raices y el cuello de la planta.

2.4.4 Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary
Se presenta fundamentalmente en el cuello de las plantas y en la base de las
hojas externas; se manifiesta en forma de podredumbres blandas acompafiadas
por un micelio blando algodonoso sobre el que se desarrollaran unos corpusculos

negros (esclerocios) que son las formas latentes de conservaciéon del hongo.

2.4.5 Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold; V. dahlie Kleb
Esta enfermedad actla sobre los haces vasculares, se manifiesta por un
marchitamiento de la planta, acompafiado de un amarillamiento progresivo de las
hojas, con decoloracién de los nervios, que terminan secandose. Al final la planta
acaba por morir. No existe tratamiento curativo para esta enfermedad solo el

preventivo.

2.4.6 Fusarium oxysporum f. sp. Gerberae Schltdl
Esta enfermedad a diferencia de la verticiliosis necesita de temperaturas algo mas

calidas para su desarrollo. También se caracteriza por un marchitamiento de la



planta y un amarillamiento progresivo de las hojas, aunque viene asociada con
una pudricion del cuello y de las raices. No existe tratamiento curativo para esta
enfermedad, la desinfeccién preventiva del terreno es la mejor medida para

prevenirla.

2.4.7 Botrytis cinérea Pers.
La enfermedad se manifiesta por la presencia de un micelio gris caracteristico
acompafiado de pudriciones blandas. Cuando el ataque afecta a las ligulas, se
observa la formacion de pequefias manchas grishceas sobre su superficie
afectando a la posterior comercializacién de estas flores ya que el hongo continla

su evolucion.

2.4.8 Erysiphe sp. R. Hedw. ex DC
La presencia de este hongo se manifiesta en forma de un micelio blanquecino
sobre la superficie de las hojas. En caso de un ataque intenso este micelio se

extiende, llegando a secar la hoja y atacar al pedunculo y capitulo floral.

2.4.9 Alternaria sp. Nees
En las hojas aparecen manchas necréticas con circulos concéntricos. En caso de
fuertes infestaciones las manchas se extienden por toda la hoja que terminan

secandose.

2.5 Artropodos en gerbera
En el cultivo de gerbera (Gerbera x hybrida) las plagas mas frecuentemente

reportadas son: minadores, trips, mosca blanca, acaros y nematodos (L€, 2000).



2.5.1 Liriomyza trifolii Burgess
El minador es una de las plagas mas importantes en gerbera por su voracidad
(Bafion et al., 1993). Presenta metamorfosis completa, es decir, cuatro estadios
bioldgicos: huevo, larva, pupa y adulto. Principalmente es la larva la que ocasiona
los dafios, ya que se alimenta del parénquima del limbo foliar formando galerias
sinuosas, en caso de fuertes infestaciones, ocasionan una considerable reduccion
fotosintética de la planta. La larva cae de la hoja para pupar, enseguida el adulto
eclosiona en la misma planta o con mayor probabilidad en el suelo (Bafion et al.,
1993).
2.5.2 Frankliniella occidentalis Pergande

Existen varias especies de trips que pueden atacar a la gerbera, pero la especie
mas virulenta es Frankliniella occidentalis. Las larvas de esta plaga se encuentran
protegidas en las flores, las prepupas en el suelo y el adulto tiene gran movilidad,
lo cual interfiere en forma negativa con la eficiencia de los quimicos utilizados
hacia su control (Castresana et al., 2008). Los adultos y las larvas de F.
occidentalis son los que producen severos dafios cuando raspan y succionan el
fluido de las células que se encuentran en la superficie de las ligulas. Producen
vetas, decoloraciones visibles, necrosis, asi como detencién del crecimiento y
deformaciones en las ligulas del exterior del capitulo, las cuales se enrollan
longitudinalmente sobre la cara superior. Asimismo, las picaduras en las flores
facilitan el ataque de Botrytis cuando el ambiente y las condiciones son propicios

para el hongo (Bafion et al., 1993; Parvatha 2016).
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2.5.3 Myzus persicae Sulzer., Aphis gossypii Glover
Se ha detectado, en ocasiones, la presencia de pulgones en gerbera, los dafios
ocasionados son de poca importancia y su control relativamente facil. Los ataques
se producen principalmente sobre las hojas jévenes ocasionando debilitamiento y
crecimientos irregulares de las partes afectadas. En caso de ataques intensos,
demerita la calidad y comercializacion de los capitulos florales (Bafion et al., 1993;
Parvatha, 2016).

2.5.4 Tetranychus urticae C. L. Koch
Este acaro polifago, comiunmente conocido como arafia roja puede ocasionar
importantes dafios al cultivo de gerbera. Su presencia se ve favorecida por el
tiempo calido y seco, a 30°C completa su ciclo biolégico en poco mas de siete
dias. Los dafios estan ocasionados por las picaduras de larvas, ninfas y adultos al
alimentarse de las plantas. Se manifiestan en las hojas por la existencia de zonas
amarillentas acompafiadas de punteaduras necroticas y por la presencia de finas
telas parecidas a las de arafia (Bafion et al., 1993).

2.5.5 Trialeurodes vaporariorum West. y Bemisia tabaci Gennadius
Las mosquitas blancas son pequefios insectos fitéfagos de importancia econémica
(Carapia y Catillo-Gutiérrez, 2013; Parvatha, 2016). Trialeurodes vaporariorum es
una especie de mosca blanca asociada a ornamentales como la rosa y la gerbera
(Alvarado-Navarro et al., 2012; Parrella et al., 2014). A la habitual presencia de T.
vaporariorum en gerbera hay que afiadir la incorporacion de Bemisia tabaci que
también alcanza niveles de plaga (Figura 3) (Bafion et al., 1993). Presentan
metamorfosis incompleta (hemimetabolo): huevo, cuatro instares ninfales (el

cuarto instar ninfal es comunmente llamado pupa) y adulto (Figura 4).
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Figura 3. a) Bemisia tabaci, alas paralelas plegadas en tejadillo y ninfas sin pelos; b) Trialeurodes
vaporariorum, alas en forma de triangulo y ninfas con pelos (Parvatha, 2016).

Primer

; Segundo
instar

instar

Huevos Tercer

Total: 24-28 dias .
instar

Adultos

(5-28 dias)

Figura 4. Ciclo bioldgico de Trialeurodes vaporariorum. Huevo, cuatro instares ninfales y adulto
(Cardona et al., 2005).

La especie de mosca blanca T. vaporariorum en gerbera ocasiona dafios tanto
estéticos como fisiolégicos (Bafion et al., 1993). Tanto ninfa como adulto debilitan
la planta y a su vez excretan una sustancia azucarada, sobre la que se desarrolla
un moho negro conocido como negrilla o fumagina (Capnodium sp.) esta cubre la
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epidermis de las hojas y reduce la actividad fotosintética de la planta y aumenta su
debilitamiento (Bafion et al., 1993; Cardona et al., 2005). En caso de fuertes
infestaciones, es necesario un deshojado de la planta y si la melaza alcanza el

pedunculo floral afecta la comercializacion de las flores (Bafion et al., 1993).

2.6 Variacion natural
La variacion natural encontrada en la naturaleza es el fenémeno responsable de la
gran diversidad de plantas que existen, algunas de ellas se parecen méas entre si
que otras, incluso, algunas se diferencian dentro de poblaciones de la misma
especie (Willan et al., 1993). Tal variacién fue observada por Darwin, quien sefial
que entre los miembros de una poblaciéon cada individuo tiene una combinacion
Unica de rasgos como tamafo, color, capacidad de tolerar condiciones
ambientales adversas y resistencia a ciertos parasitos o enfermedades (Solomon
et al., 2008). Esta variacion natural permanente dentro de una especie hace
posible que poblaciones naturales sometidas a presiones de estrés, como el
ataque de patdgenos e insectos, persistan en entornos complejos (Kerwin et al.,
2015).
De acuerdo con Willan et al., (1993) se puede encontrar las siguientes clases de
variacion en las plantas:

e Variacion ambiental, aquella que ocurre por diferencias en las condiciones

ambientales y por factores bibticos, que no afectan por igual a todas las

plantas.
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e Variacion genética, la cual se refiere a las diferencias naturales en las
secuencias de ADN que se encuentran entre individuos de una especie y
que posteriormente se refleja en la expresion de un fenotipo.

Una poblacién siempre exhibe cierto grado de variacidbn genotipica; la
conservacion de tal variacion es beneficiosa debido a que las poblaciones con
variaciones limitadas podrian no adaptarse a nuevas condiciones y se extinguirian
(Mader, 2008). La variacion genética de una poblacion proviene de las siguientes
fuerzas evolutivas (Curtis et al, 2013; Avissar et al., 2013):

a) mutacion,

b) seleccién natural,

c) reproduccién sexual

d) migraciény

e) deriva genética

Estos procesos microevolutivos (pequefios cambios en el acervo genético durante
un periodo relativamente corto) son opuestos a las condiciones que deben
concurrir en una poblacion en equilibrio genético, cuando uno 0 mas de estos
procesos operan en una poblacién, las frecuencias alélicas o genotipicas cambian
de una generacion a otra (Mader, 2008; Solomon et al., 2008).

Los cambios genéticos causados por mutacion pueden mejorar la aptitud de un
individuo, es decir la capacidad del individuo para sobrevivir y reproducirse, y es
probable que se vuelva mas comun en la poblacion, otras mutaciones pueden
reducir la aptitud fisica de un individuo y tener menos descendencia o menor
probabilidad de supervivencia; sin embargo, se cree que la mayoria de las

mutaciones no tendran ningun efecto sobre la aptitud de los individuos, es decir
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una mutacion neutral (Kerwin et al., 2015). Las mutaciones pueden ser de dos
tipos: mutacion cromosoémica, si implican la delecién, transposicion, inversion o
duplicaciéon de una molécula de ADN y afectan el nimero de cromosomas; y
mutacion geénica, si la mutacion ocurre en un gen a partir de la sustitucion de uno o
mas nucledtidos (Curtis et al., 2013).

El mecanismo de seleccion natural, formulado por Darwin y también conocido
como “supervivencia del mas apto”, es el proceso de adaptacion de una poblacion
a ambientes bidticos y abidticos, que conduce a un cambio evolutivo (Mader,
2008). Este mecanismo no causa el desarrollo de un organismo perfecto, mas
bien, suprime aquellos individuos con fenotipos menos adaptados a los desafios
del ambiente, al mismo tiempo que permite a los mejor adaptados sobrevivir y
transferir sus alelos a su progenie (Solomon et al.,, 2008). Sin embargo, la
seleccién natural solo puede tener lugar si hay variacion o diferencias entre los
organismos de una poblacién (Avissar et al., 2013).

La reproduccion sexual también conduce a la diversidad genética, la cruza de dos
individuos produce combinaciones Unicas de alelos que originan genotipos y
fenotipos Unicos en cada uno de los descendientes (Willan et al., 1993; Avissar et
al., 2013). Genes complejos ademas de factores ambientales contribuyen a la
expresion del fenotipo, pero solamente los cambios genéticos son heredables y
dan como resultado adaptaciones evolutivas (Benfey y Mitchel-Olds, 2009; Avissar
et al., 2013). También, el flujo génico o migracion genética, puede aumentar la
variacion dentro de una poblacion al introducir alelos novedosos que se produjeron

por mutaciones en otra poblacion (Mader, 2008).
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La deriva genética tiene lugar cuando la aparicion de formas variantes de un gen,
llamadas alelos, aumenta y disminuye por casualidad a lo largo del tiempo. Una
vez que comienza, la deriva genética continuara hasta que el alelo afectado sea
perdido por una poblacidbn o hasta que sea el Unico alelo presente en una
poblacién en un locus particular. Ambas posibilidades disminuyen la diversidad
genética de una poblacion. Este proceso es aleatorio y por lo tanto probable que
no produzca los mismos resultados en diferentes poblaciones (Mader, 2008).

Se han observado altos niveles de variacion entre poblaciones naturales de
plantas, como en el caso de la especie modelo Arabidopsis thaliana, que exhibe
variacion genética en muchos de sus rasgos tanto dentro como entre poblaciones
naturales (Kerwin et al., 2015). Uno de estos rasgos es la respuesta diferencial en
la interacciébn A. thaliana- Botrytis cinérea, asi como en la produccién de
metabolitos secundarios como glucosinolatos, que ayudan a las plantas a
defenderse contra los herbivoros y la infeccion por patégenos (Kroymann et al.,
2003; Rowe y Kliebenstein, 2008; Kerwin et al., 2015).

Algunos autores coinciden en la explotacién de la variacion natural presente en las
plantas con nuevas tecnologias y mejoramiento genético para el desarrollo de
variedades resistentes, por ejemplo, a insectos, sin embargo, solo muy poca de
esta variacion ha sido explotada en la agricultura (Broekgaarden et al., 2011). El
mejoramiento genético basado en la seleccion depende de la variabilidad genética
existente en los genotipos disponibles y esta seleccion solo es efectiva cuando la
variabilidad observada en la poblacion es heredable (Senapati et al., 2013).

En el caso de gerbera, la variacion encontrada ha sido resultado de hibridaciones

entre las especies Gerbera jamesonii Bolus x Gerbera viridifolia Schultz-Bip, y
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posiblemente otras especies, que han conducido al desarrollo de la mayoria de las
variedades cultivadas en la actualidad, las cuales son altamente heterocigotas
(Bafion et al., 1993; Hansen, 1999). Estudios recientes han detectado ademas de
la suficiente variabilidad genética de gerbera en caracteres como numero de hojas
por planta, numero de tallos por planta y area foliar; también han detectado la alta
heredabilidad de caracteres como los dias requeridos para la primera floracion,
vida de florero y niumero de tallos por planta por afio (Senapati et al., 2013). El
mejoramiento genético convencional ha recibido grandes beneficios de la variacion
genética de esta especie y ha resultado en la produccién de genotipos con
caracteristicas estéticas (color de la flor y morfologia); combinados con
caracteristicas econdmicas como la productividad de las flores, sincronia de la
floracién y vida de florero (Elomaa y Teeri, 2001). En este mismo sentido, también
se han reportado ciertas variaciones entre genotipos de gerbera en la sintesis de
compuestos metabodlicos en respuesta al ataque de plagas (Krisps et al., 2001;
Alcantar-Acosta et al., 2017). Tal variacion pudiera ser aprovechada en la

busqueda de materiales resistentes Utiles en el mejoramiento genético.

2.7 Mecanismos de defensa de las plantas al ataque de insectos

Las plantas y los insectos han coexistido por al menos 100 millones de afos y han
desarrollado gran variedad de interacciones, frecuentemente las plantas son
dafiadas por los insectos (Stotz et al., 1999). Estas invierten gran parte de su
energia para protegerse contra las plagas y a su vez han desarrollado
mecanismos de defensa que incluyen barreras fisicas y/o quimicas para minimizar

el dafio (Camarena, 2009; Sandhyarani y Usha, 2013).
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En principio, estas respuestas de defensa pueden ser clasificadas en dos
categorias: constitutivas e inducidas (Mithéfer y Boland 2012).

La defensa constitutiva siempre esta presente, independientemente de la
presencia o ausencia de un dafio, muchas respuestas son constitutivas, tales
como compuestos toxicos que son sintetizados y almacenados en ciertos tejidos
vegetales, sin considerar el costo energético que representa su biosintesis (Figura
5) (Mithofer y Maffei, 2016). En contraste, las defensas inducidas solo son
activadas cuando es necesario, por ejemplo, después del atague de un herbivoro
(Mithofer y Maffei, 2016). Casi todas las reacciones inducidas implican reacciones
guimicas de defensa. En esta situacion, las plantas tienen que reconocer la
presencia de la plaga e inducir una cascada de sefiales como respuesta (Mitchell

et al., 2016; Mithofer y Maffei, 2016).

Mecanismos de
defensa en plantas

|
v v

Constitutivos Inducidos
I I
v v v v

Directos Indirectos Directos Indirectos

Figura 5. Clasificacion de los mecanismos de defensa en las plantas al ataque de insectos
(Mithofer y Boland, 2012).

Asimismo, las respuestas de defensa constitutiva e inducida se pueden distinguir

cada una de ellas en directas e indirectas. El mecanismo de defensa directo les
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confiere a las plantas una ventaja hacia los insectos, pues forman la primera
barrera fisica contra sus depredadores y disuaden directamente la alimentacion
por insectos (Sepulveda, 2003; War et al., 2012). Este tipo de defensa incluye
rasgos estructurales morfologicos de las plantas tales como, la cera de la
superficie de la hoja, espinas, tricomas, pelos glandulares, grosor de la hoja, entre
otros, y también por aquellos compuestos aleloquimicos contenidos en los tejidos
de las plantas que exhiben efectos antialimentarios o de repelencia sobre los
artrépodos que las atacan tales como, glucésidos ciandgenicos, inhibidores de
enzimas digestivas, alcaloides, fenoles entre otros (Mithdfer y Boland, 2012; War
et al., 2012; Alvarez, 2015).

El mecanismo de defensa indirecto incluye la produccién de volatiles que actdan
como sefiales para otros organismos, es decir, atraen enemigos naturales de los
insectos plaga tales como parasitoides y predadores naturales (Marin-Loaiza y
Céspedes, 2007; War et al., 2012). Sin embargo, el desarrollo de los mecanismos
de defensa tiene un costo para la planta, que se podria reflejar en una disminucién
de su desarrollo vegetativo y/o reproductivo, por lo tanto, la planta tiene que
balancear las respuestas de defensa inducidas y constitutivas sin sacrificar su
longevidad, viabilidad y reproduccién (Walling, 2000).

Un ejemplo claro de los mecanismos de defensa inducidos que se han estudiado
en maiz son la acumulacion de metabolitos toxicos, repelentes o inhibidores
nutricionales como respuesta directa al ataque de una plaga, asi como la atraccion
de enemigos naturales o la comunicacion planta-planta como respuestas

indirectas (Figura 6).
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Figura 6. Mecanismos de defensa de las plantas (Barros-Rios et al., 2011).

En relacion a los mecanismos de defensa constitutivos se encuentran metabolitos
repelentes o atrayentes, proteinas, asi como diferentes caracteres morfolégicos
estructurales de la planta (altura, dureza del tallo, presencia de tricomas en las
hojas) ademés de la estructura y composicion de la pared celular (Barros-Rios et
al., 2011). Las plantas, para percibir la presencia de insectos herbivoros se valen
de las secreciones orales del artrépodo. Por ejemplo, cuando la mosca blanca
inserta sus estiletes especializados entre las células para establecer un sitio de
alimentacion en el floema, las plantas reconocen los compuestos de la secrecion

oral del insecto e inducen las respuestas de defensa (Camarena, 2009).
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Por otro lado, los quimiorreceptores en las partes bucales, antenas y tarsos del
insecto, miden la disponibilidad de la planta como fuente de alimento. En cada una
de estas interacciones tanto el insecto como la planta reciben y envian sefiales

guimicas que determinan el éxito de la interaccion (Camarena, 2009).

2.7.1 Mecanismos antioxidantes en la defensa de las plantas.

Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) es el término que se aplica colectivamente
a las moléculas radicales y no radicales que son agentes oxidantes y/o son
facilmente convertidos a radicales (Avello y Suwalsky, 2006). Estas especies
quimicas, atbmicas o moleculares, con un electrén desapareado en su orbital mas
externo, tienden a captar un electron de moléculas estables con el fin de alcanzar
su estabilidad electroquimica e iniciar una reaccion en cadena que ocasiona dafios
a la célula (Avello y Suwalsky, 2006).

Las ERO tales como superdxido (Oy), peréxido de hidrogeno (H20,), y radical
hidroxilo (OH) se originan como productos normales del metabolismo celular en
las plantas (Sharma et al., 2012). Diversas condiciones de estrés biético (infeccidon
por patdbgenos o la alimentacion por insectos) y abiotico (alta intensidad de luz,
calor y sequia), conducen a una produccién excesiva de EROS (Mittler, 2002;
Benezer-Benezer et al., 2008). Por ejemplo, se origina una produccién localizada
de EROS en la respuesta hipersensible de las plantas al ataque de patégenos
(Benezer-Benezer et al., 2008). Un rapido incremento de EROS es conocido como
“estallido oxidativo” a través del cual se induce dafio a moléculas biolégicas como
proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Arora et al., 2002; Avello y Suwalsky, 2006;

Maffei et al., 2007; Sharma et al., 2012). A pesar de su actividad destructiva, estas
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moléculas oxidantes pueden ser perjudiciales o beneficiosas en funcion de su
concentracion en la célula. En baja o moderada concentracion, pueden actuar
como moléculas de sefalizacion intracelular para la activacion de respuestas de
defensa, en altas concentraciones pueden aumentar el dafio producido por el
estrés debido a su inestabilidad (Dat et al., 2000; Sharma et al., 2012).

Para contrarrestar este estrés oxidativo generado por las ERO, las plantas tienen
mecanismos de defensa antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, (Mittler,
2002). Un antioxidante son todos aquellos compuestos que pueden retardar la
oxidacion de otras moléculas inhibiendo la iniciacion y/o propagacion de las
reacciones en cadena de los radicales libres, debido a que les cede un electron y
debilita su accién (Cavaiuolo et al., 2013).

El mecanismo de defensa antioxidante enzimatico, incluye a enzimas como
superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), peroxidasas (POX); mientras que el
mecanismo no enzimatico estd representado por productos del metabolismo
primario como los tocoferoles, glutation, acido ascoérbico (Mittler, 2002) y también
por productos del metabolismo secundario como los compuestos fendlicos que
ademas de funcionar como agentes antioxidantes su acumulacion puede ser
toxica para algunas plagas (Bennett y Wallsgrove, 1994; Rehman et al., 2012).

La concentracion de compuestos antioxidantes en las plantas es constitutiva y
variable de especie a especie, también es variable durante el desarrollo y tejido de
la planta (Cavaiuolo et al., 2013). El ensayo del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) es un método que permite medir la capacidad antioxidante de las plantas,
se basa en la actividad de eliminacién de radicales libres por los antioxidantes

presentes en una muestra. Este radical tiene un color violeta intenso en la
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solucion, y se vuelve incoloro o amarillo palido cuando se neutraliza. Esta
propiedad permite visualizar la reaccion; y la cantidad de radicales iniciales se
puede estimar a partir del cambio en la absorcién oOptica a 520 nm (Grigelmo-

Miguel et al., 2010).

2.7.2 Metabolitos secundarios en las plantas

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en un
organismo vivo. La mayor parte del carbono, nitrégeno y de la energia termina en
moléculas comunes a todas las células, necesarias para su funcionamiento y el de
los organismos. Las plantas sintetizan una enorme cantidad de compuestos de
diversas estructuras y clases, como amino&cidos, nucleotidos, azucares vy lipidos,
y desempeiian funciones vitales para su crecimiento y desarrollo, este conjunto de
moléculas se denominan metabolitos primarios (Avalos y Pérez-Urria, 20009;
Lattanzio, 2013).

Por otro lado, las plantas destinan una cantidad significativa del carbono asimilado
y de la energia a la sintesis de una amplia variedad de moléculas organicas que
no parecen tener una funcién directa en procesos fotosintéticos, respiratorios,
asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o sintesis de proteinas,
carbohidratos o lipidos, pero que son necesarios para su supervivencia en el
medio ambiente y que se denominan metabolitos secundarios (MS) (Avalos y
Pérez-Urria, 2009; Lattanzio, 2013). Se diferencian de los metabolitos primarios en
que tienen una distribucion restringida en el reino vegetal, es decir, no todos los

metabolitos estan presentes en todos los grupos de plantas (Avalos y Pérez-Urria,
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2009). No obstante, los metabolitos secundarios son estructuralmente vy
guimicamente mas diversos que los metabolitos primarios (Lattanzio, 2013).
Los MS son compuestos quimicos presentes en concentraciones variables en
todos los diferentes tejidos vegetales adultos (Sepulveda, 2003). Se ha estimado
que las plantas son capaces de sintetizar hasta 200,000 compuestos de bajo peso
molecular referidos como metabolitos secundarios (Mithéfer y Maffei, 2016). El
termino metabolito secundario es cada vez mas inadecuado, ya que su funcién de
secundario se atribuye a compuestos que no tienen un papel importante en las
plantas. En el pasado eran considerados como productos de desecho del
metabolismo primario y tenian poca importancia para el metabolismo y crecimiento
de las plantas (Bennett y Wallsgrove, 1994). Actualmente se sabe que existe un
extenso repertorio de MS en las plantas presentes en concentraciones variables y
tienen importancia tanto ecoldgica, como fisiolégica ya que participan en los
procesos de adaptacion de las plantas a su ambiente (Avalos y Pérez-Urria, 2009;
Pichersky y Lewinsohn, 2011). También se induce una sintesis activa de estos
cuando las plantas son expuestas a condiciones adversas como (Sepulveda,
2003; Lattanzio, 2013):

a) El consumo por herbivoros (artropodos y vertebrados)

b) El atague por microorganismos: virus, bacterias y hongos.

c) La competencia por el espacio de suelo, la luz y los nutrientes entre las

diferentes especies de plantas y

d) La exposicion a la luz solar u otros tipos de estrés abidtico

24



De acuerdo con Avalos y Pérez-Urria (2009) los metabolitos secundarios se
agrupan en 4 clases principales:
e Terpenos. Entre los que se encuentran hormonas, pigmentos o aceites
esenciales.
e Compuestos fendlicos. Cumarinas, flavonoides, lignina, taninos, etc.
e Glicosidos. Saponinas, glicésidos cardiacos, glicosidos cianogénicos y
glucosinolatos.
e Alcaloides. codeina, morfina, protropina, nicotina.
Cuando los MS se inducen en la planta por el atague de insectos, estos, actian
como sefales de disuasion, producen efectos repulsivos, antialimentarios, toxicos,
alteraciones de la fisiologia y/o comportamiento sexual o poblacional de los
insectos (Bennett y Wallsgrove, 1994; Rehman et al., 2012).
Metabolitos secundarios como terpenos, han sido estudiados por su efecto anti-
alimentario y de repelencia hacia los insectos (Viegas, 2003). Por otro lado,
compuestos fendlicos, han sido relacionados en la defensa de las plantas
(Lattanzio, 2013; Rehman et al., 2012;) contra factores bidticos, como hongos
(Shalaby y Horwitz, 2015), insectos (Hartley y Firn, 1989; Rehman et al., 2012;
Zhang et al., 2017); y abi6ticos como cambios en su medio ambiente por sequia y

altas temperaturas (Bautista et al., 2016).

2.7.3 Compuestos fendlicos
Las plantas sintetizan una gran variedad de metabolitos secundarios que

contienen un grupo fenol. Estas sustancias reciben el nombre de compuestos
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fendlicos, polifenoles o fenilpropanoides y derivan todas ellas del fenol, un anillo

aromatico unido a uno o mas grupos hidroxilos (Figura 7).

OH

Figura 7. Estructura quimica del fenol.

Los compuestos fendlicos son los metabolitos secundarios mas ampliamente
distribuidos en las plantas y conforman un grupo muy diverso (Cuadro 1), desde
moléculas sencillas como los acidos fendlicos hasta polimeros complejos como los
taninos o la lignina, en el grupo también se encuentran pigmentos flavonoides
(Avalos y Perez-Urria, 2009; Lattanzio, 2013). Existen méas de 8,000 compuestos
fendlicos conocidos y categorizados en base al nimero de carbones y sus
arreglos (Rehman et al., 2012; Lattanzio, 2013; Velmerris y Nicholson, 2009).
Muchos de estos productos estan implicados en la interaccién planta-herbivoro

(Avalos y Pérez-Urria, 2009).
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Cuadro 1. Clasificaciéon de compuestos fendlicos.

Ce
Cs-Cy
Cs-Cy

Cao

Ce-C1-Cs, Ce-Cr-Cs
Ce, C10, C14

Cis

Lignanas, neolignanas
Lignina

Taninos

Flobafenos

fenoles simples, resorcinol

acidos fenolicos y compuestos relacionados
acetofenonas y acidos fenilacéticos

acidos cinamicos, cinamil aldehidos, cinamil alcoholes
Cumarinas, isocumarinas y cromonas

Chalconas, auronas, dihidrochalconas

Flavonas

Flavononas

flavonoles
antocianidinas
antocianinas
biflavonilos
benzofenonas, xantonas, estilbenos
guinonas

betacianinas

dimeros u oligomeros
polimeros

oligomeros o polimeros
polimeros

Los carbohidratos que se generan durante la fotosintesis forman las unidades de

construccion para todos los demas compuestos basados de carbono en la célula,

incluidos los compuestos fendlicos (Velmerris y Nicholson, 2009). La ruta del &cido

shikimico es responsable de la biosintesis de compuestos fendlicos en las plantas

(Figura 8) (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Esta ruta a partir de eritrosa-4-P y de acido fosfoenolpirtvico conduce a la sintesis

de &cido shikimico y derivados de éste,

(fenilalanina, tript6fano y tirosina).

como aminoacidos aromaticos
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Figura 8. Biosintesis de compuestos fenolicos en las plantas atacadas por herbivoros
tomado de Rehman et al., (2012).

La mayoria de los compuestos fendlicos derivan de la fenilalanina, aminoacido
determinante para la enzima fenil amonio liasa (PAL). La enzima PAL, por

eliminacién de una molécula de amonio de la fenilalanina cataliza la formacién de
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acido cinamico, el cual es precursor de una gran variedad de fenoles,
fenilpropanoides, flavonoides, cumarinas, taninos etc. (Rehman et al., 2012).

Las reacciones posteriores a la catalizada por la PAL son basicamente adiciones
de mas grupos hidroxilo y otros sustituyentes, los &cidos trans-cinamico y p-
cumarico se metabolizan para formar acido ferulico y acido cafeico, cuya principal
funcién es ser precursores de otros derivados mas complejos como las cumarinas,
lignina, taninos, flavonoides e isoflavonoides (Avalos y Perez-Urria, 2009).

Algunos de ellos han sido implicados en las relaciones planta-insecto, tales como
acido benzoico, acido hidroxicinamico (y sus conjugados), cumarinas, flavonoides,
taninos hidrolizables, taninos condensados y lignina (Lattanzio, 2013; Rehman et
al., 2012). Otros autores incluyen a fenoles como al acido cloro-génico, ademas
del acido cafeico y acido cinamico como los implicados en la interaccion planta-
insecto (Sandhyarani y Usha, 2013).

La importancia de los compuestos fendlicos en la interaccion planta-insecto es
debido a su toxicidad; en concentraciones elevadas en las plantas restringen la
alimentacion de los insectos (Bennett y Wallsgrove, 1994). Uno de los efectos
fisiol6gicos mas relevantes de los fenoles en los insectos es la astringencia
basada en su capacidad de formar complejos con proteinas (Maestro-Duran vy
Ruiz-Gutiérrez, 1993; Rehman et al., 2012). Ademas, inactivan enzimas e
incrementan las especies reactivas de oxigeno en el tracto digestivo de los
insectos, lo cual ocasiona el dafio oxidativo de lipidos y proteinas que finalmente
resulta en la muerte de los mismos (Zhang et al., 2008). Por lo tanto, una planta
gue acumula fenoles en sus hojas produce un efecto desagradable en el herbivoro

predador. Asi, una poblacion de herbivoros puede ejercer una presion selectiva
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hacia los vegetales de su entorno, segun sugiere la teoria actual de la coevolucion
animal-vegetal (Maestro-Duran y Ruiz-Gutiérrez 1993).

Concretamente, en especies vegetales de importancia comercial como las
especies floricolas, la presencia de compuestos como los fendélicos representan
una oportunidad para el agricultor al tener la posibilidad de identificar variantes
qgue limiten la incidencia de insectos y en consecuencia disminuyan el uso de
pesticidas y costos de produccion.

La determinacion de los compuestos fendlicos en las plantas, se realiza con varios
métodos, uno de ellos el mas ampliamente utilizado por ser el mas sencillo y
reproducible es el método de Folin Ciocalteu. Este método, se basa en la
capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes en un medio
alcalino (Martinez et al., 2015). El reactivo de Folin Ciocalteu contiene molibdato y
tungstato sodico que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos
fosfomolibdico-fosfotingstico, de color amarillo y al ser reducido por los grupos
fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso (Ainsworth y Gillispie, 2007).
La oxidacion de los fenoles presentes en la muestra, causa la aparicion de esta
coloracién azulada que presenta un maximo de absorcién a 765 nm, y que se
cuantifica por espectrofotometria en base a una recta patron de &cido gélico

(Martinez et al., 2015).

2.7.4 Barrera enzimatica
Los procesos vivos se componen casi en su totalidad de reacciones bioquimicas,
sin catalizadores, como las enzimas, estas reacciones no serian lo

suficientemente rapidas para mantener la vida (Mckee y Mckee, 2003). Las
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enzimas, son proteinas que disminuyen la cantidad de energia que se requiere
para llevar a cabo una reaccion; esta actividad catalitica es especifica, es decir, no
alteran el equilibrio de la reaccidén, sino que aumentan la velocidad hacia el
equilibrio (Hicks, 2003; Avissar et al., 2013).

Cada enzima se clasifica de acuerdo con la reaccion que cataliza; la Unién
Internacional de Bioquimica (UIB) instituyd un esquema de denominacion
sistematica para las enzimas, en este esquema se les asigna una clasificacion de
cuatro numeros, un nombre con dos partes denominado nombre sistematico y las
letras E.C. (Mckee y Mckeee, 2003). Las letras E.C. son una abreviatura de
Enzyme Commision, debido a que muchas enzimas se descubrieron y nombraron
antes de instituirse la nomenclatura sistematica, muchos de los nombres antiguos
se siguen conservando. Las seis categorias principales de enzimas son las
siguientes: oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas
(Mckee y Mckee, 2003; Solomon et al., 2008).

Dentro de las oxidorreductasas, se encuentran las enzimas peroxidasas, las
cuales estdn ampliamente distribuidas en animales, plantas y microorganismos
(Passardi et al., 2004; Almagro et al., 2009).

Las peroxidasas estan agrupadas en tres superfamilias de acuerdo con su
estructura y propiedades cataliticas (Cuadro 2). La primer superfamilia consiste en
enzimas presentes en animales como glutation peroxidasa, aunque esta enzima
esta categorizada dentro de las peroxidasas animales también se ha detectado en
plantas. La segunda superfamilia consiste en catalasas (EC 1.11.1.6), presentes
en animales, plantas, bacterias, hongos y levaduras. La tercer superfamilia

consiste en peroxidasas presentes en plantas, hongos, bacterias y levaduras.
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Las superfamilias de las peroxidasas se pueden clasificar en tres clases, de
acuerdo a su estructura primaria en (Almagro et al., 2009; Hiraga et al., 2001):

e Clase I: enzimas peroxidasas intracelulares en plantas, bacterias y
levaduras, como citocromo c peroxidasa en microorganismos, catalasa-
peroxidasa y ascorbato peroxidasa en bacterias;

e Clase IlI: peroxidasas extracelulares de hongos;

e Clase lll: aguellas presentes Unicamente en las plantas, y son secretadas

en el exterior de la célula o transportadas al interior de la vacuola.

Cuadro 2. Clasificacion de las peroxidasas.

Peso
Superfamilia Clase Numero EC Origen molecular
(Kda)
Peroxidasa eosinophil .
(EC 1.11.1.7) Animal 50-75
Lactoperoxidasas (EC 1. 11.1.7) Animal 78-85
Mieloxiperoxidasas (EC -
Peroxidasas 1.11.17) Animal 79-150
animales Peroxidasa tiroide (EC 1.11.1.7) Animal 90-110
Glutation peroxidasa (EC Plantas y 6-22y 75-
1.11.1.9) animales 112
Prostaglandina endoperoxidasa- . i
sintasa (EC 1.14.99.1) Animal 115-140
Animales,
Catalasa Catalasa (EC 1.11.1.6) Plantas, hongosy  140-530
levaduras
Citocromo ¢ peroxidasa Levaduras y 32-63
(EC1.11.15) bacterias
| Catalasa-peroxidasa (EC Bacterias y 150-240
Peroxidasas 1.11.1.6) _ hongos
en plantas y ,(A\E's,golrblaltol- E)%romdasa Plantas 30-58
otros S -
- I Peroxidasa dependiente de
organismos manganeso (EC 1.11.1.13) Hongos 43-49
Ligninasa (EC 1.11.1.14) Hongos 40-43
111 Peroxidasas (EC 1.11.1.7
POX) Plantas 28-60

Tomado de Hiraga et al., 2001.
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Las peroxidasas de clase Il (POX) (1.11.1.7) se encuentran en multiples formas
isoenzimaticas que difieren tanto en la secuencia de sus aminoacidos como en
sus propiedades quimicas (Hiraga et al., 2001; Passardi et al., 2005). El término
peroxidasa significa que cataliza la oxidoreduccion entre el peréxido de hidrogeno
como oxidante (H.O.) y un segundo sustrato como reductor (AH), en esta
reaccion el H,O; es reducido a agua de acuerdo con la siguiente formula (Almagro
et al., 2009):
H,O, + AH, > 2H,0 + A, es decir,
H,O, + donante - 2H,O + donante oxidado

Existe evidencia de que las POX estan involucradas en procesos fisiolégicos
importantes para las plantas como el catabolismo de auxinas y la sintesis de
fitoalexinas, asi como también en el metabolismo de especies reactivas de
oxigeno, y ademas, participan en diversos mecanismos de respuesta en la
resistencia relacionada contra el estrés bidtico y abidtico como la sintesis de
polimeros de pared celular (lignina y suberina), que constituyen barreras fisicas,
en la cicatrizacion de heridas y en la defensa contra patégenos e insectos (Hiraga
et al., 2001, Dicko et al., 2005; Passardi et al., 2005; Almagro et al., 2009).

La actividad de varias enzimas antioxidantes incluyendo las peroxidasas se
incrementa después del dafio por insectos (Sandhyarani y Usha, 2013). Esta
enzima, como parte del mecanismo de defensa enziméatico en las plantas, modifica
la composicion y estructura de la pared vegetal formando una barrera enzimatica
mas rigida y menos digerible para los insectos (Dicko et al., 2005). En ciertas

especies vegetales con estrés por incidencia de insectos como la mosca blanca, la
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actividad enzimatica de la POX, modifica su actividad como mecanismo de
defensa al insecto (Taggar et al., 2012; Zhao et al., 2016).

La funcion de las peroxidasas aun no se conoce en su totalidad, debido a multiples
formas de la enzima que existen en diversas plantas (Hiraga et al., 2001).
Ademas, son miembros de una gran familia multigénica y probablemente debido a
sus isoformas y a su expresion heterogénea, las peroxidasas vegetales estan
involucradas en una amplia gama de procesos fisioldégicos, aun no conocidos, a lo
largo del ciclo de vida de las plantas (Passardi et al., 2005). Por ejemplo, en el
caso del arroz (Oryza sativa japonica c.v. Nipponbare), el conocimiento de su
genoma permitié conocer todos los genes que codifican las peroxidasas clase Il
en esta planta; se descubrieron 138 genes de peroxidasas distribuidos en 12
cromosomas, el doble de genes involucrados que en la planta modelo Arabidopsis
thaliana (73) (Passardi et al., 2004; Cosio y Dunand, 2009).

Las enzimas, debido a que se encuentran en pequefias cantidades, no pueden
cuantificarse, por lo que con frecuencia se mide su actividad, que se expresa
como la cantidad de enzima que transforma 1Mmol (1mmol=10-6 mol) de sustrato
por minuto en condiciones estandares de pH, temperatura y concentracion de

sustrato (Hicks, 2003; Avissar et al., 2015).

2.7.5 Barreras fisicas y cambios morfoldgicos
Muy raramente el ataque de un herbivoro no inducira una respuesta bioquimica,
estas se combinan con el desarrollo de estructuras de la planta, que constituyen
cambios morfoldgicos, y toma un largo tiempo para establecerse, un ejemplo de

esto es la induccion de tricomas en respuesta al dafio por insectos. En este caso,

34



la densidad de tricomas se incrementa en respuesta al dafio (Mithéfer y Maffel,
2016). Hojas endurecidas, por ejemplo, reducen la palatabilidad y digestibilidad de
los tejidos lo que a su vez reduce el dafio por herbivoros (War et al., 2012). En
diversos estudios han encontrado que la presencia de tricomas, pelos glandulares,
y grosor de la epidermis en las plantas, pueden reducir o evitar la alimentacion,

ovoposicion y la nutricion de insectos (Levin, 1973; Vasquez et al., 2015).

2.8 Mecanismos de resistencia en las plantas al ataque de insectos.

La resistencia de una planta se define como el conjunto de caracteristicas
heredables por las cuales una especie vegetal puede reducir el éxito de una
especie de insecto, raza, biotipo o individuo como huésped (Stanley y Beck, 1965).
Painter (1951) en Cardona y Sotelo (2005), fue el primero en distinguir tres
categorias, que llamd mecanismos, por los cuales una planta puede ser clasificada
como resistente a un insecto: antibiosis, tolerancia y no-preferencia.
Posteriormente, Kogan y Ortman, (1978) reconocieron el termino de no-
preferencia, asociado al comportamiento de los insectos como antixenosis. El
termino antixenosis es el que se ha adoptado actualmente (Saldua y Castro, 2011;
Alvarez, 2015).

La definicion de cada categoria es propuesta por Stanley y Beck (1965).
Antibiosis: categoria 0 mecanismo de resistencia que describe los efectos
negativos de un genotipo resistente en la biologia de un insecto. Se manifiesta de
varias maneras:

a) muerte de insectos inmaduros, generalmente en instares tempranos

b) prolongacién del ciclo de vida del insecto en la variedad resistente
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c) conversion anormal del alimento

d) fallas en la formacion de pupas o de emergencia de adultos

e) emergencia de adultos muy pequefios o malformados

f) fertilidad o fecundidad reducidas
Cuando la antibiosis es muy alta generalmente ocurre una disminucion en el
crecimiento de la poblacion de insectos, por lo cual puede desaparecer. La
antibiosis es, sin duda, el mecanismo mas importante de resistencia a insectos.
Antixenosis. También conocida como no-preferencia. Es el conjunto de
caracteristicas de un genotipo que interfieren con la conducta del insecto
afectando la cOpula, la ovoposicion, la alimentacion y la ingestion de alimentos. En
otros términos, es la incapacidad de la planta para servir como hospedante de un
insecto. El resultado final de la antixenosis es siempre una reduccion sustancial de
la poblacion del insecto en el genotipo resistente y por consiguiente un menor
dafio, ya que al existir antixenosis el insecto se ve forzado a seleccionar otro
hospedante mas atractivo.
Tolerancia: es la capacidad de un genotipo hospedante para soportar o tolerar el
ataque de un insecto sin sufrir igual pérdida econémica (rendimiento) que otros a
un mismo nivel de infestacion de la plaga. Es la habilidad genética de una planta
para superar una infestacién o para recuperarse y producir nuevos tejidos después
de la destruccion por un insecto. En sentido estricto, en la tolerancia se debe
demostrar que el genotipo tolerante es capaz de rendir mas que uno susceptible,

cuando ambos estan sometidos al mismo nivel de infestacion.
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2.9 Vida en florero de gerbera

El término de la vida en florero de gerbera se caracteriza por el doblado del
escapo floral, conocido como flexion escapular, una senescencia prematura
(Prashanth et al., 2010). Otros autores también reportan que el término de la vida
en florero de la gerbera se caracteriza por la presencia de pistilos con polen
abundante del exterior al interior del disco, las ligulas tienden a decolorarse y
marchitarse, y también se presenta doblado del escapo floral 290° (Borghi y Baldi
1970; Trujillo-Villagarcia et al., 2006; Gonzalez-Aguilar y Zavaleta-Mancera, 2012).
El uso de soluciones preservativas incrementa los dias de vida en florero de
gerbera, por ejemplo, la adicion de sacarosa a la solucion aumenta el potencial
osmoético de las inflorescencias, mejorando asi su capacidad de absorber agua y
mantener la turgencia (Prashanth et al., 2010). Gonzéalez-Aguilar y Zavaleta-
Mancera, (2012) mencionan que la vida en florero de gerbera con solucion de
cloruro de calcio (0.5 %) puede ser desde 9 hasta 25 dias.

Entre variedades de gerbera se han reportado diferencias en el término de vida
florero, aun con los mismos tratamientos en la solucion preservativa, estas
diferencias estan relacionadas con la anatomia y lignificacién del pedunculo floral

(Gonzalez-Aguilar y Zavaleta-Mancera, 2012).
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l1l. JUSTIFICACION

La gerbera ha permanecido durante las ultimas décadas en la preferencia de las
flores de corte al ocupar actualmente uno de los primeros lugares en produccion y
comercializacion en el Estado de México (Andrade y Castro, 2018). Sin embargo,
una de las probleméticas del cultivo es la mosca blanca, plaga que ha desarrollado
resistencia a los insecticidas que actualmente se usan para su control tales como
imidacloprid y acefate. Una de las alternativas es el potencial uso de variedades
resistentes a esta plaga, que permitirian disminuir el uso de insecticidas y en
consecuencia otras problematicas ambientales. De acuerdo a percepcién de
productores y comercializadores en la zona, de aproximadamente 200 variedades
de gerbera que se cultivan, ademas de las diferencias morfolégicas que hay entre
ellas, también se observan diferencias en la susceptibilidad a las plagas como la
mosca blanca. Evidenciar la existencia de variacion natural en gerbera,
particularmente en la incidencia de mosca blanca, permitiria su aprovechamiento
en la busqueda de materiales resistentes a esta plaga utiles en el mejoramiento
genético.

Por lo tanto, el desarrollo de nuevos genotipos de gerbera con nuevas
caracteristicas, asi como el estudio de los aquellos que muestran mayor
resistencia a diferentes plagas incluidas la mosca blanca, es una de las

estrategias agrondmicas encaminadas a una floricultura mas sustentable.
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IV. HIPOTESIS
Los genotipos de gerbera Gerbera x hybrida muestran variacién natural en
respuesta a la incidencia de Trialeurodes vaporariorum, debido a la variacion de

factores bioquimicos de la planta.

V. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la variaciéon natural de diez hibridos de Gerbera x hybrida en la incidencia

de Trialeurodes vaporariorum.

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la incidencia de Trialeurodes vaporariorum en genotipos de gerbera
Gerbera x hybrida.

e Cuantificar el contenido de compuestos fendlicos, la actividad enzimética de
las peroxidasas y la actividad antioxidante en genotipos de gerbera Gerbera
X hybrida sin y con incidencia de mosca blanca.

e Determinar el efecto de la incidencia de la mosca blanca en la vida florero
de los genotipos de gerbera.

e Evaluar el efecto de la incidencia de T. vaporariorum en parametros
morfolégicos de la planta: Longitud de Pedunculo (LP), Diametro de

Pedunculo (DP) y Diametro de Capitulo (DC).
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VIl. MATERIALES Y METODO

7.1 Localizacion del experimento
La investigacion se realizd de septiembre del 2016 a diciembre de 2017, en las
instalaciones del Centro Universitario UAEM Tenancingo de la Universidad
Auténoma del Estado de México, que se localizan en el Km 1.5 de la carretera
Tenancingo-Villa Guerrero, a 18° 97’ 03" Ny 99° 61’ 17” O y a una altitud de 2200

msnm, al sur del Estado de México.

7.2 Material vegetativo
Se emplearon 10 genotipos de gerbera, obtenidos por micropropagacién, de seis a
ocho semanas de aclimatacion con promedios de 10 cm de altura y 6 hojas
(Figura 9). Siete de ellos, identificados como Sofia (Sof), Estrella (Est), Andrea
(And), Magda (Mag), Lisieka (Lis), Carmin (Car) y Morelia (Mor) que fueron
desarrollados por Rivera (2015), en la empresa de Servicios Integrales para la
Horticultura (SIHO), en Villa Guerrero, Estado de México; los tres restantes son
variedades comerciales de la empresa Terra nigra de nhombre Dino (Din), Opera

(Ope) y Completa (Com).
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Estrella Carmin

Lisieka i Completa Opera

Figura 9. Genotipos de la empresa SIHO: Sofia, Estrella, Andrea, Morelia, Carmin, Magda
y Lisieka. Genotipos comerciales: Dino, Completa y Opera.

7.3 Establecimiento del experimento
El experimento se realizé en invernadero tipo tinel con ventila cenital, con plastico
lechoso y malla antiafidos. El sustrato utilizado fue una mezcla de turba y perlita
expandida para la horticultura a pH 6.0, en proporcion 2:1, previamente
desinfectado con metam sodio (45 %) de acuerdo con la recomendacion del
proveedor (300 mL de metam sodio/ 200 L de sustrato y tiempo de reposo 15
dias). Se utilizaron macetas negras de 20 L de capacidad, previamente lavadas y
desinfectadas en una solucién de hipoclorito de sodio al 2 %. Se colocdé malla
mosquitero (25 x 25 cm) al fondo de las macetas con 15 % de perlita expandida y
se agregd 85 % de la mezcla turba-perlita, éstas se colocaron en bancales
metalicos a una altura de 80 cm. Las plantas se ubicaron individualmente al centro

de cada maceta.
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7.4 Disefio experimental
Se utilizé un disefio en bloques completos al azar con 10 repeticiones; la unidad
experimental fue una planta (Figura 10). La ecuacion del disefio fue la siguiente:
yij = p +7i + Bj + Qij
Doénde: p=media general, Ti= efecto del i-ésimo tratamiento, Bj= efecto del j-ésimo

blogue y Qij= error experimental en la unidad j del tratamiento i.

| | | | | | | | | B | | | ¥y v N
L || ¥ || L ABNA L L ABNE AR
| | | | | | | | | AEEN | | | | AN AR |
| | | | | | | | | AR | | | | AN AREA |
|| | | | | | | | | | | | | | | | | | |
| | | | v | | v | | | | | | v | |
L || || || L ABA L v |V |V
| | | | v | | v | | | | | | v ¥
| | | | | | | | | R | | | | BB AN |
| | | | | | | | | | | | | | v | | | |
| |
[ 16m |

Figura 10. Disposicion espacial de las macetas en disefio de bloques completos al azar con
10 repeticiones.

7.5 Fertilizacién y riego del cultivo
Se regd una vez al dia a través de sistema de riego por espagueti en el que se
incluyé la fertilizacion. El agua utilizada provenia del pozo del Centro Universitario
UAEM Tenancingo, la cual se almaceno en tinacos de 650 L de capacidad, con un
pH de ~7.4 y conductividad eléctrica de 0.35 mS/m.
El ph y la conductividad eléctrica se ajustaron en un rango de 5.5a6.0y2.0a 2.7

mmhos, respectivamente. Se llevo a cabo la fertilizacidbn propuesta por Steiner
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(1984) retomada de Surin (2011) con modificaciones en los micronutrientes

(Cuadro 3).

Cuadro 3. Solucion nutritiva para gerbera.

Nutrimento Fuente quimica Ppm*
N Nitrogeno |Ca(NO3)2 (15.5 %) + KNO3 (12 %) 167
P Fosforo KH2PO4 (52 %) 31
K Potasio KNO3 (46 %) + KH2PO4 (34 %) + K2SO4 (52 %) | 277
Ca Calcio Ca(N03)2 (19 %) 49
Mg Magnesio | Mg SO4 (16 %) 183
S Azufre K2S04 (18 %) + MgS04 (13 %) 111
Fe Fierro Fe (0.1 %) 1.33
Mn Manganeso | Mn (1.7 %) 1.27
Bo Boro Bo (0.3 %) 0.2
Cu Cobre Cu (100ppm) 0.7
Zn Zinc Zn (5.4 %) 0.4
Mo Molibdeno | Mo (100ppm) 0.7

*Los valores estan dados para 1000 L. Modificada de Steiner, (1984) en Surin (2011).

7.6 Manejo fitosanitario

e Prevencion de damping off (Pythium spp., Rhizoctonia spp., Fusarium spp.,

Phytophthora spp.). Se aplicé a los quince dias de establecidas las plantas,

propamocarb 47.2 % + Fosetil-Al 27.60 % (1 mL/L), y posteriormente cada

mes la rotacion de propamocarb, procloraz 42.10 % (1 mL/L), tiofanato

metilico 70 % (1 g/L) y metalaxyl 45.28 % (0.2 mL /L).

e Control de trips Frankliniella occidentalis. Se aplicé a partir de la emision del

pedunculo floral cada quince dias; spinoteram 5.87 % (0.4 mL/L), extracto

de neem 5 % y extracto de ajo 50 % (0.6 mL/L).
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e Control de mosca blanca Trialeurodes vaporariorum. Se aplico la rotacion
de los siguientes productos: extracto de ajo 87 % (2 mL/L), imidacloprid
32.65 % (0.5 mL/L) y lambda cyalothrina 6.5 % (0.4 mL/ L) a partir de los
veinte dias de establecido el cultivo y hasta el tiempo de infestacion del
cultivo. Despues de evaluadas las variables del estudio se continu6 con el

control del insecto.

7.7 Variables evaluadas
Antes de evaluar la incidencia y las variables bioquimicas, se determiné la hoja
muestra a analizar de las plantas de gerbera. Se realizaron tres mediciones en
tres hojas diferentes, en condiciones de sin incidencia (Sl), en etapa vegetativa del
cultivo durante el mes de septiembre y con incidencia de mosca blanca (Cl),
promedio de las mediciones al inicio de la emision del capitulo floral y en floracion

correspondiente a los meses de noviembre y diciembre.

7.7.1 Determinacion de la hoja muestra.

Se midié el contenido relativo de clorofila en hojas completamente expandidas de
todos los genotipos de gerbera (tres mediciones en tres hojas por planta) con un
medidor de clorofila manual (SPAD-502 Minolta Camera Co., Osaka Japon) para
determinar la hoja madura muestra de cada genotipo. Posteriormente, se utilizo6 el
promedio de estas tres mediciones como el valor estimado de clorofila. Se
consideraron los valores mas altos de Unidades SPAD + 2 como criterio de

seleccidn, tal como se muestra en el siguiente cuadro:
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Cuadro 4. Contenido relativo de clorofila de genotipos de Gerbera x hybrida expresados
como Unidades SPAD vy utilizado como criterio de seleccion de hoja muestral.

Unidades SPAD
VARIEDAD
Hoja joven Hoja madura Hoja senescente

Sofia 52.25 59.26+2 48.85
Estrella 52.33 57.18+2 46.72
Dino 55.73 60.73+2 46.09
Andrea 50.97 58.26+2 53.54
Magda 49.90 59.56+2 50.79
Lisieka 46.43 58.51+2 45.28
Opera 52.33 55.02+2 40.49
Carmin 48.08 59.28+2 50.23
Completa 50.43 57.13+2 40.11
Morelia 50.40 53.85+2 41.47

7.7.2 Incidencia de la mosca blanca
La infestacion con la mosca blanca T. vaporariorum en gerbera ocurrié al inicio de
la emisiéon del capitulo floral, esta fue por invasién natural del insecto, periodo de
30 dias durante el cual no se realizaron aplicaciones de insecticidas.
Posteriormente, se cuantifico la incidencia de la mosca blanca de cada unidad
experimental de acuerdo a Morales y Cermeli (2001) como se cita a continuacion:
e NUmero de ninfas (n): se contabilizaron todos los estados ninfales en un
cm? al centro del envés de hojas maduras de cada unidad experimental de
gerbera.
e Numero de adultos (A): se contabilizaron el total de adultos de hojas
maduras en cada unidad experimental de gerbera.
La hoja madura analizada para la incidencia del insecto se utilizdO para la

determinacion de las variables bioquimicas en cada unidad experimental.
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7.7.3 Variables bioquimicas

Una vez determinada la hoja madura, muestra de cada genotipo en Sl y ClI, se
evaluaron las variables bioquimicas de contenido de compuestos fendlicos,
actividad enzimatica de la peroxidasa y capacidad antioxidante DPPH mediante

espectrofotometria (espectrofotometro Genesys 10S UV-Vis Thermo Scientific).

7.7.3.1 Cuantificacion de compuestos fendlicos.

El contenido de compuestos fendlicos se determiné mediante el Método de Folin
Ciocalteau descrito por Waterman y Mole (1994).

1.- Extraccion de la muestra.
Muestras de 0.2 g de hoja se maceraron en 10 mL de metanol al 50 %, se
incubaron a 100° C por 5 minutos y se centrifugaron a 5400 rpm durante 5
minutos. Posteriormente se almacenaron a 4°C hasta su analisis. Las muestras
obtenidas se usaron para la cuantificacion de fenoles y la capacidad antioxidante
DPPH.

2.- Cuantificacién de los compuestos fendlicos.
Para evaluar el contenido de compuestos fendlicos, se tomaron alicuotas
(sobrenadante) de 0.15 mL (150 pL) de cada muestra y se les agrego la misma
cantidad del reactivo de Folin Ciocalteu. En seguida, se les adicionaron 3.7 mL de
agua destilada y, antes de 8 minutos, 0.5 mL de solucién de carbonato de sodio al
20 % (para un volumen final de 4.5 mL). Se dejaron reposar por 30 minutos en
oscuridad y se leyo la absorbancia a 760 nm; el blanco fue metanol al 50 %. Cada

muestra se analiz6 por triplicado, incluidas las de la curva.
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3. Curva patrén para fenoles.
Se utilizé acido galico (10 mg en 10 mL de metanol al 50 %) con intervalos de
concentracion de 0.005 mL y se ley6 a 760 nm. Los resultados se expresaron en
mg de equivalentes de acido galico por gramo de la muestra analizada (Ver Anexo
1).

7.7.3.2 Actividad enzimatica de la peroxidasa (EC 1. 11. 1.7)

La determinacion de la actividad enzimatica de la POX en los genotipos de
gerbera, se realizd mediante el método descrito por Anderson et al. (1995), el cual
consiste en lo siguiente:

1. Extraccion de la proteina.
Muestras de hoja madura de gerbera (0.5 g) se maceraron por separado en una
proporcion de 0.5 g por 2 mL (1 g por 4 mL) con buffer de extraccién el cual
contenia 50 mM de fosfato de potasio pH 7.2, 1 mM de &cido etilen diamino
tetracético (EDTA) y 1 % de polyvinylpirrolidona (PVP). Posteriormente se
centrifugaron a 6000 rpm durante cinco minutos, el sobrenadante se us6 para
cuantificar la actividad enzimatica de la POX. La misma hoja muestra para el
analisis del contenido de compuestos fendlicos se utilizé para la evaluacion de la
actividad enzimética de la POX.

2. Determinacion de la actividad enzimatica.
La determinacion de la actividad enzimética se realizé en un buffer de mezcla de
reaccion a 25° C, el cual contenia 50 mM de fosfato de sodio pH 7.0, 3.33 mM de
guaiacol, 4 mM de H,O, y 0.020 mL del sobrenadante de la muestra en un

volumen final de 3 mL. La actividad enzimatica se determin6 por la oxidacion del
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sustrato (guaiacol) en presencia de H,O, a 470 nm durante tres minutos en
intervalos de 30 segundos. Como blanco se utilizé buffer de reaccién sin
sobrenadante. La ecuacion utilizada fue:
o Actividad enzimatica POX (guaiacol nmol-min”mg-') = (Abs) () (volumen
final ensayo / volumen de la muestra) (mg de proteina).

Donde el coeficiente de extincién del guaiacol €= 26.6 Mm™.cm™

7.7.3.3 Capacidad antioxidante DPPH.

La capacidad antioxidante en gerbera se realiz6 mediante el método de DPPH-
(1,1-difenil-2-picril-hidracilo) de acuerdo con Abe et al., (1998) el cual consiste en:

1.- Extraccion de la muestra.
La muestra extraida en la metodologia de fenoles se utilizd6 para DPPH (apartado
7.7.3.1).

2.- Solucion DPPH.
Se utilizé una solucion de DPPH a 250 uM en metanol al 80 % (98.58 mg en 1000
mL de metanol). El reactivo DPPH se diluy6 en metanol puro, posteriormente se
adiciono a la mezcla de metanol al 80 %. A 2.750 mL de la solucion DPPH se le
agregaron 0.250 mL de alicuotas de muestras de gerbera y se dejaron reposar por
una hora y se leyé la absorbancia a 517 nm; el blanco utilizado fue metanol al 80
%. Cada muestra se analizé por triplicado incluidas las de la curva. % DPPH = Aq-

A1/A0x100; Ag= Abs DPPH, Absl= Absorbancia muestra.
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3. Curva patrén para DPPH.
Las mediciones se hicieron tomando como patrén acido ascorbico (10 mg en 10
mL de metanol al 80%) con intervalos de concentracion de 0.005 mL y se leyo a
517 nm. Los resultados se expresaron en mg de equivalentes de acido ascorbico

por gramo de la muestra analizada (Ver anexo 2).

7.7.4 Evaluacion de la Vida florero.
Por falta de flores, solo se hiz6 una prueba preliminar de vida florero. Se evaluaron
3 flores individuales por variedad, cada una se colocé en recipiente de 600 mL con
300 mL de solucion de vida florero (sacarosa al 1 %, agua destilada mas plata
deionizada, marca comercial microdyn 0.35 %), la cual se cambi6 cada tercer dia
hasta el final de vida florero (niumero de dias). Se consideré como término de la
vida florero de gerbera la marchitez de las ligulas y el doblado del escapo floral tal

como propone Gonzalez-Aguilar y Zavaleta-Mancera, (2012).

7.7.5 Parametros morfoldgicos evaluados en gerbera.
Las flores utilizadas para la evaluacion de vida florero se usaron para determinar
los aspectos morfologicos, como criterio del efecto de la incidencia de mosca

blanca en el desarrollo de la estructura floral y fueron los siguientes:

Longitud del pedunculo (LP) medido desde su base hasta el receptaculo del
capitulo,

e Diametro de pedunculo (DP) a su altura media y

e Diametro de capitulo (DC) de extremo a extremo.

e Vida de florero del capitulo floral de los genotipos de gerbera (nUmero de
dias).
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7.8 Analisis estadistico
El andlisis de los resultados se hizo por analisis de la varianza (a=0.05),
comparacion de medias Duncan y correlaciéon multiple, con el empleo del paquete

estadistico Info Stat (Di Rienzo et al., 2016).
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Incidencia de Trialeurodes vaporariorum.
Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P<0.0001) en la
ocurrencia de adultos y ninfas de mosca blanca en gerbera (Figura 11).
En la incidencia del insecto en estado adulto, la variacion de genotipos entre
valores extremos fue de 0 a 36 entre Com vy Lis, respectivamente. La comparacion
de medias (Duncan a< 0.05) sefialo tres grupos, categorizados por su incidencia
en:

e Baja: Completa, Andrea, Sofia, Dino, Opera, y Carmin (A)

e Moderada: Estrella, Morelia y Magda (B)

e Alta: Lisieka (C)
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Figura 11. Incidencia de ninfas (cm?) y adultos (hoja completa) de Trialeurodes vaporariorum en
hojas maduras de Gerbera x hybrida, correspondientes a dos evaluaciones independientes en etapas
fenoldgicas de inicio de emision de capitulo floral y floracion. Letras mintsculas=Comparacion de
medias datos ninfas; Letras mayUsculas= Comparacion de medias adultos. Ejes sobre las columnas
corresponde al error estandar. Valores con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo
con la prueba Duncan (P < 0.05).
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En la incidencia ninfal, de igual manera se encontraron diferencias estadisticas
significativas (P<0.001). La variacion de genotipos entre valores extremos fue en
relacion de 0 a 7 entre Com y Lis, respectivamente. La comparacion de medias
(Duncan, a=0.05) categoriz6 cinco grupos por incidencia ninfal como:

e Baja: Completa (a)

e Moderada baja: Sofia, Dino, Opera y Carmin (ab)

e Moderada: Andrea, Estrella, y Morelia (bc)

e Moderada alta: Magda (cd)

e Alta: Lisieka (d)

8.2 Compuestos fendlicos en gerbera.
Se encontraron diferencias estadisticas (P<0.0001) en el contenido de Cf en
gerbera tanto en SI como en CI (Figura 12). En SlI, la variacion de genotipos entre
valores extremos fue del 98 % entre Mor y Ope, respectivamente. La comparacion
de medias (Duncan, a=0.05) sefialé cinco grupos en base al contenido de Cf
como:

e Bajo contenido: Morelia, Estrella y Magda (a)

e Contenido medio-bajo; Dino, Lisieka, Sofia y Completa (ab)

e Contenido medio: Andrea (bc)

e Contenido medio-alto: Carmin (c)

e Alto contenido: Opera (d)
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Figura 12. Contenido de compuestos fendlicos en hojas maduras de Gerbera x hybrida sin
incidencia (SI), en etapa vegetativa y con incidencia (CI) de T. vaporariorum en inicio de emisién
de capitulo floral y floracion. Ejes sobre las columnas corresponde al error estandar. Letras
minGsculas=comparacion de medias en Sl. Letras mayUsculas= comparacion de medias en CI.
Valores con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba Duncan (P <
0.05)

En CI, se observé variacion en el contenido de Cf entre los genotipos de gerbera
evaluados, los contrastes fueron del 51 % entre valores extremos que
correspondieron a Lis y Ope. Se observaron diferencias en la capacidad de
respuesta de los genotipos de Sl a CI con incrementos en el contenido de
compuestos fendlicos de 5.42 % en Ope hasta 108 % en el caso de Mor (Cuadro

5).

Cuadro 5. Porcentaje de incremento de compuestos fendlicos (Cf) en diez genotipos de gerbera
evaluados sin incidencia (SI) y con incidencia (CI) de mosca blanca Trialeurodes vaporariorum.

Genotipo de gerbera | Com And Sof Din Ope Car Est Mor Mag Lis
CfdeSlaCl (%) | 59.7 244 322 56.2 54 99 345 108.2 409 235
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Genotipos como Ope y Car aun cuando su incremento en Cf de Sl a CI solo fue
del 5.4 % y 10 %, respectivamente, en Sl presentaron alto contenido de Fty en la
condicion CI estos valores se mantuvieron elevados con respecto a la mayoria de
los otros genotipos (Figura 12), lo cual coincide con la baja incidencia de mosca
blanca que presentaron. Los genotipos Mor, Com y Din que, en SlI, presentaron
bajas concentraciones de Cf, en la condicion Cl incrementaron significativamente
este metabolito. Por otro lado, genotipos como Lis, Mag y Est, se mantuvieron

entre las concentraciones mas bajos de Cf con respecto a los otros genotipos.

8.3 Actividad enzimatica de las Peroxidasas (AePOX)
Se encontraron diferencias estadisticas significativas (P=0.0001) en la AePOX en
gerbera tanto en SI como en CI (Figura 13). En SI, los contrastes en la actividad
enzimatica de la POX fueron en proporciones de 1 a 19 entre valores extremos
correspondientes a Mor y Din. La comparacion de medias categorizd cinco grupos
por su actividad enzimatica en:

e Baja: Moreliay Lisieka (a)

e Moderada baja: Estrella (ab)

e Moderada: Magda (bc)

e Moderada alta: Andrea, Sofia, Opera y Carmin (c)

e Alta: Completa y Dino (d).
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Figura 13. Actividad enzimatica de las peroxidasas (POX) en hojas maduras de Gerbera x
hybrida; sin incidencia (SI), en etapa vegetativa; y con incidencia (CI) de T. vaporariorum
en inicio de emision de capitulo floral y floracion. Ejes sobre las columnas, corresponde al
error estandar. Letras mindsculas= comparacion de medias en Sl. Letras mayusculas=
comparacion de medias en Cl. Valores con la misma letra son estadisticamente iguales de
acuerdo con la prueba Duncan (P < 0.05).

En CI, se observo variacién en la AePOX entre los genotipos evaluados con
incrementos desde 0.1 veces, Com, hasta 3.98 y 19.20 veces, Lis y Mor

respectivamente (Cuadro 6).

Cuadro 6. Incremento de la actividad enzimatica de la peroxidasa (AePOX) en diez genotipos de
gerbera evaluados de sin incidencia (SI) a con incidencia (Cl) de mosca blanca Trialeurodes
vaporariorum.

Genotipo de gerbera |Comp And Sof Din Ope Car Est Mor Mag Lis

AePOX de SlaCl 01 116 048 -0.09 074 139 1.88 1920 1.09 3.98

*Valores expresados en No. de veces.
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El genotipo Com que en SI presentd alta AePOX, sdlo tuvo un incremento del 10
% en CI; este valor se mantuvo alto con respecto a la mayoria de los otros
materiales vegetales, lo cual coincide con la baja incidencia del insecto en este
genotipo. Contrariamente, genotipos como Mor y Lis, que incrementaron
significativamente la AePOX de Sl a ClI, sus valores se mantuvieron bajos en
comparacion de los otros genotipos. Por otro lado, el genotipo Car, que
inicialmente presentd moderada-alta AePOX, en CI incrementd 1.4 veces mas y
presentd la mayor AePOX entre los genotipos. Din contrario a los demas

genotipos, disminuy6 9 % la actividad enzimatica de la POX.

8.4 Capacidad antioxidante DPPH en gerbera

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P<0.0001) en la
capacidad antioxidante DPPH de gerbera tanto en SI como en CI (Figura 14). En
Sl, la variacion de genotipos entre valores extremos fue de 67 % correspondientes
a Mag y Ope. La comparacion de medias (Duncan a=0.05) categorizd seis grupos

en base a la capacidad antioxidante de los genotipos:

Baja: Magda (a)

e Moderada-baja: Estrella (b)

e Moderada: Andrea y Dino (bc)

e Moderada-alta: Completa, Morelia, Lisieka (cd)

e Alta: Sofia, Opera y Carmin (de), (e).
En SI, aun cuando hubo variacidbn entre los genotipos, sus valores fueron
inferiores a los 0. mg de &cido ascérbico por gramo de peso fresco en todos los

genotipos evaluados.
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Figura 14. Capacidad antioxidante de Gerbera x hybrida sin incidencia (Sl), en etapa
vegetativa y con incidencia (Cl) de T. vaporariorum en inicio de emision de capitulo floral
y floracion. Ejes sobre las columnas corresponde al error estandar. Letras mindsculas=
comparacion de medias en Sl. Letras mayudsculas= comparacion de medias en Cl. Valores
con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba Duncan (P <
0.05).

En ClI, se observé variacion de respuesta en la capacidad antioxidante DPPH en
todos los genotipos de gerbera (P<0.001), los contrastes fueron de 2 a 1
correspondiente a Ope y Est. Adicionalmente, de SI a Cl se presentaron
diferencias en el incremento de la capacidad antioxidnate desde 5 veces con Ope,
hasta 19 veces Est (Cuadro 7). Los genotipos Ope y Car, que en Sl fueron los que
presentaron la mayor capacidad antioxidante, respecto de los otros genotipos; en
la condicion CI otros genotipos tuvieron mayor capacidad de respuesta de Sl a Cl

como Est, Din y Mag.
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Cuadro 7. Incremento de la capacidad antioxidante de diez genotipos de gerbera evaluados de sin
incidencia (SI) a con incidencia (Cl) de mosca blanca Trialeurodes vaporariorum.

Genotipo de gerbera | Com And Sof Din Ope Car Est Mor Mag Lis

CaOXDPgr'deS'a 84 77 145 17 55 7 192 105 161 145

Valores expresados en nimero de veces.

El genotipo Lis, que presentd bajo contenido de Cf y baja AePOX, en la variable
capacidad antioxidante se encontr6 entre los valores mas altos en CI, caso
contrario Com, que presentd contenido medio-bajo de Cf y alta AePOX, en la

capacidad antioxidante presento valores bajos de Sl a Cl.

8.5 Contenido relativo de clorofila (USPAD) en gerbera
El contenido relativo de clorofila en gerbera, como unidades SPAD, fue
estadisticamente significativo (P<0.0001) en las evaluaciones tanto SI como CI
(Figura 15). En SI, se encontré variacion entre los genotipos de gerbera, los
contrastes entre valores extremos fueron del 14 %, correspondiente a Mor y Din.
Las diferencias estadisticas sefalan la formacion de grupos con base al contenido
relativo de clorofila de la siguiente manera:

e Bajo contenido, Morelia

e Contenido medio-bajo, Opera

e Contenido medio, Estrella y Completa

e Contenido medio-alto, Andrea, Sofia, Carmin, Morelia y Lisieka

e Contenido alto, Dino
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Figura 15. Contenido relativo de clorofila como unidades SPAD de hojas maduras de
Gerbera x hybrida sin incidencia (SI), en etapa vegetativa y con incidencia (CI) de T.
vaporariorum en emision de capitulo floral y floracion. Ejes sobre las columnas
corresponde al error estdndar. Letras minUsculas= comparacioén de medias en Sl. Letras
mayusculas= comparacion de medias Cl. Valores con la misma letra son estadisticamente
iguales de acuerdo con la prueba Duncan (P < 0.05).

En la evaluacion CI la variaciébn en el contenido relativo de clorofila en los
genotipos de gerbera fue desde incrementos de 14.66 % en Est, hasta 3.60 % con
Sof de Sl a CI. Lis y Car disminuyeron el contenido relativo de clorofila en CI
(Cuadro 8).

Cuadro 8. Contenido relativo de clorofila en diez genotipos de Gerbera x hybrida, de sin
incidencia (SI) a con incidencia (Cl) de mosca blanca T. vaporariorum.

Genotipo de gerbera | Com And Sof Din Ope Car Est Mor Mag Lis

USPADdeSlaCl (%) | 594 1224 360 8.08 1596 -0.14 14.66 10.91 11.70 -3.50
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8.6 Vida en florero y parametros morfologicos

Se utilizaron los datos de sin incidencia proporcionados por la empresa SIHO,
debido al estricto control que tienen para el control de plagas, incluidas la mosca
blanca y se compararon con los datos obtenidos en este estudio en CI. La vida en
florero en Sl, medida en dias, tuvo diferencias minimas entre los genotipos de
gerbera entre 13 y 14 dias (Cuadro 5).

En la evaluacion de vida en florero en Cl hubo diferencias estadisticamente
significativas (P<0.001). La comparacién de medias (Duncan a=0.05), sefialé dos
grupos, en base a su vida florero, en baja (Lis, Mag, And, Ope, Sof y Din), y alta
(Mor, Car, Esty Com). En este estudio, en la mayoria de los genotipos de gerbera
el término de vida en florero se caracterizé por la marchitez de las ligulas mas que
por el doblado de escapo floral. Se encontré variacion de esta variable entre los
genotipos desde 10 dias con Lis y Mag, hasta 17 dias con Est y Com. Tal
variacion sugiere ademas de la variabilidad presente en los genotipos, la
capacidad de respuesta entre estos a la incidencia de mosca blanca y
posiblemente a otros factores no evaluados en este estudio.

En la variable diametro del capitulo floral en Sl, las diferencias fueron desde 10.5
cm (Com, And, Sof y Car), 11.5 cm (Din, Est y Mor), y 12.5 cm (Ope, Mag y Lis).
En la evaluacion CI, se encontraron diferencias estadisticas significativas en el
diametro del capitulo entre los genotipos de gerbera (P<0.0001), desde 8.13 y
8.17 con Car y Mor, hasta 10.27 y 10.57 cm con Din y Lis (Cuadro 5). En general
se observo una disminucion del diametro del capitulo de 2 cm en la condicién de

Sl a CI. Din y Lis estuvieron entre los que presentaron el mayor diametro del
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capitulo floral, tanto en la condicion SI como CI, sin embargo, se observé una
disminucién en el tamafio en CI.

En la variable LP en SI, se observaron diferencias en tamafio desde 55 cm con
Sof, hasta 64 cm con los genotipos Din, Mor y Mag. En promedio presentaron un
tamafo de 61 cm sin la presencia del insecto. En la condicion CI, se observaron
diferencias estadisticas significativas entre los genotipos de gerbera (P<0.001), los
contrastes fueron desde 34 cm con Est hasta 62 cm con Ope, aunque en
promedio presentaron 50 cm. En el caso de Ope posiblemente la incidencia de la
mosca blanca no afectd esta variable. En general, se observo una disminucion en
el LP de 11.61 cm en la condicién de Sl a ClI, posiblemente esta reducciéon fue
causada por el insecto, aunque no se descartan otros factores no evaluados en
este estudio.

En la variable diametro del peddnculo floral en la condicién Sl, se observaron
diferencias de 0.7 cm con Ope hasta 0.9 cm con Din y Est, en promedio
presentaron 0.84 cm. En la condicién Cl, se observaron diferencias significativas
entre los genotipos de gerbera (P <0.0001), con contrastes desde 0.7 cm con Lis
hasta 0.9 cm con el genotipo Din. Con respecto a Lis, que presenté la mayor
incidencia de mosca blanca (en CI), también presentd el menor diametro del
pedunculo, asi como la menor vida florero entre los genotipos evaluados, pero
mostro el mayor diametro del capitulo floral, lo cual pudiera indicar los efectos de
la alimentacion del insecto en este genotipo. En general en las variables
morfologicas se observo una disminucion en la condicion Sl a Cl, en DC (- 20 %),
LP (-20 %) y DP (-4 %), lo cual sugiere que la incidencia de la mosca blanca en

gerbera afecta directamente la calidad comercial del cultivo.
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Cuadro 9. Parametros morfoldgicos evaluados en gerbera en condiciones de sin incidencia (SI), datos proporcionados por SIHO, y con incidencia
(CI) de mosca blanca, evaluado en este estudio.

VARIEDAD VF Sl VF ClI DC SI DC ClI LP SI LP CI DP SI DP CI
dias cm cm cm
Com 14 17.0, 10.5 8.53anc 60.00 53.0pcd 0.80 0.8p
And 13 10.7, 10.5 8.97pcd 60.00 46.6¢ 0.80 0.8
Sof 13 12.0, 10.5 8.57apcd 55.00 49.0c 0.90 0.8p
Din 14 12.0, 11.5 10.27, 64.00 46.2y¢ 0.90 0.934
Ope 13 11.0, 125 8.97pcd 60.00 62.34 0.70 0.8
Car 13 15.7, 10.5 8.13, 58.00 4234 0.90 0.8p
Est 14 17.0p 115 9.27¢4 62.00 34.2, 0.80 0.9:
Mor 14 15.7, 11.5 8.174 64.00 47 T 0.90 0.8
Mag 14 10.0, 12.5 9.374 64.00 57.0¢q 0.90 0.8y
Lis 14 10.0, 12.5 10.57, 62.00 54.6¢4 0.80 0.7,

VF Sl= Vida en florero sin incidencia de mosca blanca, VF Cl= Vida florero con incidencia; DC Sl= Didmetro del capitulo floral sin incidencia; DC Cl=
Diametro del capitulo floral con incidencia; LP Sl= Largo del pedinculo floral sin incidencia; LP Cl= Largo del pedunculo floral con incidencia; DP Sl=

Diametro del pedunculo floral sin incidencia; DP Cl= Didmetro del pedunculo con incidencia. Valores con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo

con la prueba Duncan (P < 0.05).
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8.7 Analisis de correlacion de las variables.

Se observaron correlaciones negativas entre el contenido de compuestos fendlicos
y la incidencia de T. vaporariorum, en adultos (r=-0.55); ninfas (r=-0.71) y adultos
mas ninfas (r=-0.60). La correlacion negativa entre estas variables sugiere que
este metabolito contribuye en la defensa de las plantas contra la infestacion de
mosca blanca (Cuadro 6). De igual manera, la AePOX se correlacion6
negativamente con la incidencia de la mosca blanca en adultos (r=-0.66), ninfas
(r=-0.52) y adultos mas ninfas (r=-0.65), lo cual sugiere que esta enzima participa
en los mecanismos de defensa de gerbera al insecto. Por otro lado, la correlaciéon
positiva entre la actividad de la enzima y el contenido de compuestos fendlicos
sefala una estrecha relacion de estas dos variables durante la presencia de la
mosca blanca en gerbera.

Las unidades SPAD, indicador del contenido relativo de clorofila, también se
correlacionaron negativamente con la incidencia de la mosca blanca en adultos (r=
-0.51), ninfas (r=-0.13) y adultos mas ninfas (r=-0.45); estadisticamente no fue
significativo, sin embargo, se observé una tendencia opuesta entre estas dos
variables. Lo anterior indica que una mayor incidencia del insecto efectivamente
ocasiona dafio en sus hospederos al succionar savia de las plantas y debilitar a su
hospedante, y esto se ve reflejado en una reduccién de pigmentos de clorofila. En
este caso, la correlacion mas alta la tuvieron los adultos, lo que sugiere que son
los que ocasionan el dafio mas severo a sus hospedantes. La actividad
antioxidante se correlaciond positivamente con la incidencia de la mosca blanca
en adultos (r= 0.32), ninfas (r= 0.27) y adultos mas ninfas (r= 0.32), aunque

estadisticamente no fue significativo, se observd una tendencia paralela entre
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estas dos variables, lo cual sugiere que la alimentacion de la mosca blanca en
gerbera ocasiona estrés oxidativo, asi como la induccibn de compuestos
antioxidantes para contrarrestar este estrés. En contraste, el contenido de
compuestos fenodlicos y la actividad enzimatica de la POX se correlacionaron
negativamente r=-0.73 y r=-0.76, respectivamente con la actividad antioxidante.

La variable vida florero se correlacion6 negativamente con la incidencia de la
mosca blanca en adultos (r=-0.31), ninfas (r=-0.51) y adultos mas ninfas (r=-0.36),
estadisticamente no fue significativo, sin embargo, se observdé una tendencia
opuesta entre estas dos variables, lo cual sugiere que la alimentacion de la mosca
blanca en gerbera puede influir en la disminucién de los dias de vida en florero
posiblemente por la succidon de nutrientes. Por el contrario, la vida en florero se
correlacion6 positivamente con Cf y con la AePOX, estadisticamente no fue
significativo, sin embargo, sefiala que estas variables estan estrechamente
relacionadas, posiblemente, durante la senescencia de los capitulos de gerbera
disminuye el contenido de Cf como antocianinas y se reduce la actividad de dicha
enzima.

El DC, asi como el LP, contrario a lo que se esperaba, se correlacionaron
positivamente con la incidencia de la mosca blanca, en ambas variables no hubo
diferencias significativas. La correlacion negativa significativa de la variable DC
con la actividad de la enzima, sugiere que durante la presencia de la mosca
blanca en gerbera, la planta prioriza hacia la bioproteccion de la misma mas que al
crecimiento de la flor. Por otro lado, el DC se correlacion0 negativamente con la
incidencia del insecto. Esto indicaria que la succion de savia de la mosca blanca

en gerbera, ademas de reducir la vida en florero, también reduce el DC floral.
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Cuadro 10. Matriz de correlacion Pearson de once variables medidas en diez genotipos de Gerbera x hybrida.

A n A+n Cf Ae POX USPAD Caox VF DC LP DP
A 1
n 0.84** 1
A+n 0.99** 0.89** 1
Cf -0.55 -0.71** -0.6 1
Ae POX -0.66** -0.52 -0.65** 0.62** 1
U SPAD -0.51 -0.13 -0.45 -0.14 0.04 1
A aox 0.32 0.27 0.32 -0.73** -0.76**  0.15 1
VF -0.31 -0.51 -0.36 0.34 0.24 -0.20 0.06 1
DC 0.59 0.54 0.59 -0.61 -0.71**  0.18 0.47 -0.56 1
LP 0.18 0.21 0.19 0.26 -0.03 -0.12 -0.46 -0.60 0.15 1
DP -0.68** -0.73** -0.71** 0.25 0.17 0.56 0.22 0.43 -0.09 -0.56 1

A= adultos; n= ninfas; A + n= Adultos mas ninfas; Cf= Compuestos fendlicos; Ae POX= Actividad enzimatica de las Peroxidasas; U SPAD=
Unidades SPAD; C aox= Capacidad antioxidante; VF= vida en florero; DC= didmetro del capitulo floral; LP=Largo del pedunculo; DP= didametro
del pedinculo. **= valores altamente significativos.



IX. DISCUSION

9.1 Incidencia de Trialeurodes vaporariorum.

La presencia de la mosca blanca en el cultivo de gerbera esta documentada por
varios autores (Tong-Xian et al., 1993; Berndt y Meyhdfer, 2008; Parrella et al.,
2014). En este estudio, ademés de la presencia del insecto en gerbera, se
encontraron diferencias en la incidencia de la mosca blanca entre los genotipos
evaluados y, mayor preferencia del insecto hacia el genotipo Lis. En varios
estudios sugieren que la fertilizacion nitrogenada puede influir sobre la
susceptibilidad de los cultivos a los insectos como la mosca blanca T.
vaporariorum (Ortega-Arenas et al., 2006; Prado et al., 2015). No obstante, en
esta investigacion todos los genotipos se mantuvieron con una misma fertilizacion,
por lo que la concentracion de nitrdgeno no puede ser considerada como el
detonante en la preferencia de T. vaporariorum hacia el genotipo Lis.

Algunos autores han evaluado la preferencia de T. vaporariorum hacia ciertas
especies vegetales, donde la fertilizacibn no es un factor determinante y
argumentan que existen otros factores, como las caracteristicas de la planta, lo
que puede influir en la preferencia o no preferencia (antixenosis) de la mosca
blanca hacia sus hospederos (Lépez et al., 1999; Jiao et al., 2012). Taggar y Gill
(2012), al respecto mencionan que las caracteristicas morfologicas de las hojas
como la pubescencia puede afectar la preferencia de los insectos hacia ciertos
genotipos. Otros autores reportan variacion intraespecifica de ciertos genotipos en

la incidencia de la mosca blanca debido a caracteristicas intrinsecas de las plantas



como la participacion de metabolitos secundarios y la actividad de ciertas enzimas
(Sierra et al., 2014; Taggar et al., 2014).

En otras ornamentales como la rosa, Alvarado-Navarro et al. (2012), reportan
mayor preferencia de T. vaporariorum hacia ciertas variedades y sugieren que es
debido a factores relacionados con el metabolismo de las plantas y a mecanismos
antioxidantes mas que a otros factores como el color de la flor. En este estudio, la
variacion encontrada en la incidencia de la mosca blanca entre los genotipos de
gerbera evaluados, sefiala que es debido a caracteristicas de las plantas
relacionadas con la variabilidad de los genotipos de gerbera. Tal variacion se ve
reflejada en los genotipos de gerbera que hay en el mercado y que difieren tanto
en caracteristicas morfolégicas, tales como pubescencia de sus hojas (Tong-Xian
et al., 1993), color y forma de la flor; caracteristicas econémicas, relacionadas con
la productividad de las plantas, sincronia de la floracion y vida de florero (Elomaa 'y
Teeri, 2001; Gonzalez-Aguilar y Zavaleta-Mancera, 2012), incluso, en
caracteristicas bioquimicas exhibe variacion natural en rasgos como la produccién
de metabolitos secundarios (Krisps et al., 2001; Alcantar-Acosta et al., 2017).
Broekgaarden et al. (2011) coinciden en la explotacion de la variacion natural
presente en las plantas para el desarrollo de variedades resistentes, por ejemplo,
a insectos, sin embargo, esta variacion ha sido poco explotada en la agricultura.
En estudios de tomate, donde también encontraron variacion en la incidencia de la
mosca blanca en diferentes lineas, sugieren el uso de aquellos genotipos con
cierta resistencia al insecto en el mejoramiento genético para la obtencion de
variedades resistentes (Lucatti et al., 2010). En gerbera, aquellos genotipos que

mostraron menor incidencia de la mosca blanca T. vaporariorum podrian ser
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utilizados como base para el mejoramiento genético para desarrollar variedades
resistentes a esta plaga.

En relacion con el control de la mosca blanca, regularmente se utilizan insecticidas
como imidacloprid, thiamethoxam, diclorvos, metamidofos y buprofezin, entre otros
(Alcantar-Acosta, 2012; Smith et al.,, 2016). Estudios realizados en la region
floricola del sur del Estado de México indican el desarrollo de resistencia de la
mosca blanca a los insecticidas comuUnmente aplicados, especialmente a
imidacloprid (Pérez-Sandoval, 2011). De acuerdo con observaciones de técnicos
agricolas y productores en el area en una hectarea de gerbera se realizan
aproximadamente 20 aplicaciones para el control de la mosca blanca tan solo por
ciclo de cultivo. Romeis et al. (2006) reportan que con el uso de cultivos
resistentes a insectos las aplicaciones de insecticidas pueden reducirse
sustancialmente.

Los valores contrastantes de incidencia entre Com y Lis (adultos 1:36 y ninfas 0:7)
sefalan cierta resistencia de Com hacia el insecto, posiblemente antixenosis. Tal
resistencia sugeriria una disminucion en los costos de produccion, particularmente
en el uso de insecticidas utilizados para su control, asi como una dismunucion en
otras problematicas ambientales. Garcia et al. (2003), mencionan que la
importancia de emplear variedades resistentes se debe a que éstas presentan
mecanismos de defensa desarrollados a lo largo de la co-evolucion entre plantas e
insectos. Las resistencias tanto inducida o constitutiva pueden ser utilizadas como
una herramienta importante para el manejo de plagas y podria minimizar las
cantidades de insecticidas utilizados para el control de plagas, esta resistencia

puede ser manipulada con el uso de elicitores quimicos de metabolitos
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secundarios que confieren resistencia a los insectos, como los compuestos

fendlicos (War et al., 2011).

9.2 Anélisis de compuestos fendlicos en gerbera

Las plantas inducen respuestas de defensa para contrarrestar el estrés por
insectos, la rapida produccién de especies reactivas de oxigeno, enzimas
antioxidantes, compuestos fendlicos, entre otras, estan involucradas en estas
respuestas de defensa (Zhang et al., 2008; Sandhyarani y Usha, 2013).
Concretamente, los compuestos fendlicos (Cf) exhiben cierta toxicidad hacia las
plagas (Lattanzio et al., 2006). Alves et al. (2014), reportan que extractos de
plantas con compuestos fendlicos tales como acido gélico, catequina y acido
elagico en la dieta de Spodoptera frugiperda incrementan la mortalidad de las
larvas con las concentraciones mas altas del extracto. Otros compuestos fendlicos
implicados en la interaccién planta-insecto son los taninos y la lignina (Lattanzio,
2013; Rehman et al., 2012; Sandhyarani y Usha, 2013).

Los taninos pueden reducir significativamente el crecimiento, desarrollo y
supervivencia de los insectos; y una lesion o la infeccion del tejido vegetal puede
estimular la sintesis y acumulacion de estos compuestos fendlicos a niveles que
pueden hacer que la planta sea tdxica para los herbivoros (Mello y Silva-Filho,
2002; Saltveit, 2010). La lignina, en cambio, proporciona una barrera fisica al dafio
por insectos vy, la lignificacion de la pared celular es una respuesta comun a
infecciones y heridas de las plantas (De la Rosa et al., 2010). En este estudio, la
sintesis diferencial de Cf entre los genotipos de gerbera tanto Sl como CI, podria

significar una ventaja en la repelencia al insecto como estrategia de defensa
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permanente, hacia aquellos genotipos que presentaron una mayor sintesis de este
metabolito respecto de aquellos con menor contenido de Cf.

En este sentido, genotipos como Ope y Car que, sin el estimulo de la mosca
blanca, presentaron un mayor contenido de Cf, probablemente presenten cierta
resistencia a T. vaporariorum. Cabe sefialar que estos dos genotipos presentaron
baja incidencia del insecto, posiblemente por la relacién con los Cf.

Por otra parte, el incremento en el contenido de compuestos fendlicos en las
plantas, es considerado una respuesta comun a la herbivoria (Tscharntke et al.,
2001; Sandhyarani y Usha, 2013). En esta investigacion, los resultados sefalan un
incremento significativo en el contenido de Cf con la presencia del insecto, lo cual
indica que los Cf participan en los mecanismos de defensa de las plantas
posiblemente para contrarrestar el dafio de la mosca blanca. Ademas, se encontré
variacion de respuesta en la sintesis de este metabolito entre los genotipos de Sl a
Cl. Genotipos como Ope y Car que, en Sl presentaron alto contenido de Cf, fueron
los que tuvieron el menor incremento de este compuesto (5 y 10 9%,
respectivamente), y probablemente no necesiten el estimulo de la mosca blanca
para permanecer con esta condicién. En contraste, los genotipos como Mor, Com
y Din que fueron capaces de incrementar la sintesis de Cf en méas del 50 % en ClI,
probablemente indique que inducen la sintesis de este metabolito como
mecanismo de defensa hacia el insecto. Resultados similares los reportan Zhang
et al. (2017) en genotipos de Nicotiana tabacum, quienes obtuvieron un
incremento en Cf después del dafio de T. vaporariorum y Bemisia tabaci. Por otro
lado, genotipos como Lis, Mag y Est, que presentaron los contenidos mas bajos de

Cf, pudieran tener otro mecanismo de defensa, diferente a los Cf, motivo por el
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cual el estimulo de T. vaporariorum no indujo un incremento significativo de este
metabolito, o incluso pudiesen ser susceptibles a este insecto. En soya, los
genotipos mas resistentes a afidos mostraron un mayor incremento en Cf que
aguellos susceptibles (Jiang et al., 2009).

En este sentido, Lis el genotipo con la incidencia mas alta de mosca blanca y que
presento la concentracidon mas baja de Cf tanto en SI como en ClI, probablemente
presente otros mecanismos de defensa, diferentes a los Cf, para contrarrestar la
incidencia del insecto e incluso no deba considerarse en programas de
mejoramiento genético por la alta preferencia de T. vaporariorum a este genotipo.
La variacion encontrada tanto en SI como en Cl entre los genotipos de gerbera
sugiere el aprovechamiento de tal variacion en esquemas de mejoramiento
genético. Algunos autores coinciden en la explotacion de la variacion natural
presente en las plantas para el desarrollo de variedades resistentes, por ejemplo,
a insectos (Broekgaarden et al., 2011). En Arabidopsis thaliana, se han observado
altos niveles de variacién entre poblaciones naturales de plantas, en atributos
como en la produccion de metabolitos secundarios (glucosinolatos), que participan
en la defensa de las plantas (Kroymann et al., 2003; Rowe y Kliebenstein, 2008;
Kerwin et al., 2015). En esta misma especie se ha documentado la participacion
de los compuestos fendlicos para contrarrestar el estrés bidtico (Alves et al.,

2014).

9.3 Actividad enzimatica de las peroxidasas
En diversos estudios han encontrado la participacion de los Cf, asi como de

enzimas antioxidantes en la interaccion planta-insecto (Jiang et al., 2009;
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Sandhyarani y Usha, 2013). Enzimas antioxidantes como las peroxidasas (POX) y
polifenol oxidasas (PPO) estabilizan especies reactivas de oxigeno (EROS),
inhiben el dafo celular y participan en las respuestas de defensa de las plantas
contra insectos (Dicko et al., 2005; Rani y Jyothsna, 2010), debido a que catalizan
la oxidacion de una gran variedad de fenoles que ayudan a la formacion de
quinonas, las cuales exhiben toxicidad directa hacia los insectos (Lattanzio et al.,
2006; Lopez-Nicolas y Garcia Carmona, 2010). Adicionalmente, Fagerstedt et al.
(2010), sefialan que las enzimas POX participan en la sintesis de polimeros de la
pared celular (lignina y suberina) y, ademas, detoxifican peroxidos producidos a
causa del estrés oxidativo en las plantas.

En este estudio, las diferencias en la AePOX entre los genotipos de gerbera
evaluados, tanto en SI como en ClI, sugiere variacion natural en la sintesis de esta
enzima y, por consiguiente, diferencias, por ejemplo, en la biosintesis de lignina y
otros compuestos relacionados con la AePOX. Aguellos genotipos, como Com y
Din, con una mayor actividad de enzima, pudieran tolerar o ser mas resistentes a
la infestacion de mosca blanca, debido a una pared celular mas lignificada y con
mayor resistencia, que aquellos con baja AePOX como Mor y Lis, los cuales
pudieran presentar otros mecanismos de defensa diferente a esta enzima para
contrarrestar situaciones de estrés como la incidencia de T. vaporariorum. En
genotipos de otras ornamentales de la misma familia como Crysanthemum
grandiflorum, también han reportado cierta variacion en la expresion de enzimas
antioxidantes como super oxido dismutasa (SOD) y fenil amonio liasa (PAL),
incluidas las POX, tanto sin incidencia como con incidencia de afidos y sugieren la

participacion de estas enzimas en la resistencia al insecto (He et al., 2011).

72



En esta investigacion, en CIl la variacion encontrada entre los genotipos de
gerbera indica diferencias en la capacidad de respuesta en la expresion de esta
enzima con el estimulo del insecto. Algunos autores mencionan que las
peroxidasas polimerizan macromoléculas, como la suberina, que luego se
depositan en la superficie extracelular alrededor de tejidos heridos para la
cicatrizacion y para fortalecer la pared celular, debido a dafios mecanicos, asi
como, por la presencia de insectos (Kulattukkudy 1980 en Hiraga et al., 2001;
Shigeto y Tsutsumi., 2016). Ademas, las peroxidasas en asociacion con fenoles
producen fenoxi y otros radicales oxidativos que actian como elementos
disuasorios de alimentacion y/o producen toxinas que reducen la digestibilidad del
tejido vegetal a los insectos (Dicko et al.,, 2005; War et al., 2011; Shigeto y
Tsutsumi, 2016). Aquellos genotipos con una mayor capacidad de inducir esta
enzima, como el caso de Car, sefiala que podrian utilizar como mecanismo de
defensa la actividad de esta enzima, posiblemente en el fortalecimiento de la
pared celular a través de lignina y suberina, barreras fisicas hacia la mosca
blanca, o incluso en la produccion de radicales fenoxi toxicos para las plagas.

La intervencion, asi como el incremento de la actividad de enzimas antioxidantes
como las peroxidasas causados por la infestacion de insectos esta bien
documentado (Zhang et al., 2008; Rani y Jyothsna, 2010; Zhao et al., 2016). En
este estudio, la infestacion de la mosca blanca incremento la AePOX en todos los
genotipos de gerbera, lo cual sugiere la participacion de esta enzima en las
respuestas de defensa al ataque de T. vaporariorum. Resultados similares los
reportan Taggar et al. (2012) en genotipos de Vigna mungo L., quienes obtuvieron

un incremento en la actividad enzimatica de la POX, y un mayor incremento en los
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genotipos resistentes al estrés de la mosca blanca Bemisia tabaci, que en aquellos
susceptibles. Similarmente, en plantas de tabaco la AePOX, incrementd después
de la incidencia de B. tabaci, en comparacion de las plantas control (Zhao et al.,
2016). En este estudio, el genotipo Com que, en SlI, presentd alta AePOX, sélo
tuvo un incremento del 10 % en Cl y se mantuvo alto con respecto a la mayoria de
los otros materiales vegetales y coincide con la baja incidencia del insecto en este
genotipo, podria indicar cierta resistencia a T. vaporariorum posiblemente porque
la actividad POX cataliza la lignificacion de la pared celular, barrera fisica para el
insecto.

La presencia de otros insectos como lepidopteros y afidos también inducen un
aumento en la actividad de dicha enzima en su hospedante (War et al., 2011; Xu
et al., 2014). Rani y Jyothsna (2010), reportan que el modo de alimentacién de los
insectos influye en las respuestas de defensa de las plantas como la actividad
enzimatica de la POX; insectos con aparato bucal picador-chupador, como la
mosca blanca T. vaporariorum, inducen un mayor incremento en la actividad de
esta enzima que aquellos con apurato bucal de tipo masticador, lo cual esta
relacionado con el nivel de dafio al tejido vegetal ocasionado por insectos
masticadores.

Zhao et al. (2016) reportan un aumento en la AePOX a partir de cinco dias
después de la infestacibn de B. tabaci en plantas de tabaco y una mayor
respuesta hasta después de veinte dias de la presencia del insecto. En este
estudio, se evalud la AePOX en los genotipos de gerbera después de treinta y

cinco dias, de la incidencia de la mosca blanca, y también se indujo un incremento
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en la actividad de esta enzima. Otras investigaciones, reportan, que la infestacion
por mosca blanca induce solo en seis horas la AePOX (Zhang et al., 2008).
Estudios en otras especies vegetales han demostrado que los niveles de fenoles y
la actividad de otras enzimas, incluidas las POX, como la PAL y la PPO, son
diferentes entre plantas resistentes y susceptibles (Jiang et al., 2009). También se
ha reportado la participacion de otras enzimas antioxidantes como SOD y catalasa
(CAT) en las respuestas de defensa de las plantas a insectos (Rani y Jyothsna,
2010) y probablemente también pudieron haber participado en los mecanismos de
defensa de los genotipos de gerbera. Maffei et al. (2006) demostraron que el
incremento de la actividad de enzimas antioxidantes como la CAT, SOD y POX,
después de la alimentacién por insectos en plantas de frijol, coincide con la
acumulacion de peréxido de hidréogeno en el apoplasto. Zhao et al. (2016),
demostraron que la infestacion de mosca blanca en plantas de tabaco aumenta los
niveles de H,O, un 77.3 % mas, que en las plantas control. Esta molécula se
requiere como sustrato para las peroxidasas en la lignificacién y suberizacién de la
pared celular, pero también es una molécula de sefializacién en condiciones de
estrés y en los procesos fisiologicos de las plantas (Sharma et al., 2012). El
incremento de la AePOX en los genotipos de gerbera CI, probablemente esté
relacionado con un aumento en el fortalecimiento de la pared celular mediante
lignificacion a expensas del H,0O..

En diversos estudios han encontrado que genes de POX, asi como de enzimas
envueltas en la sintesis de fenilpropanoides como la PAL se inducen por heridas
en las plantas (Hiraga et al., 2001; Cosio y Dunand et al., 2009). El desarrollo de

plantas transgénicas con genes modificados en la expresion de peroxidasas, y en
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consecuencia patrones de lignificacion alterados que les proporcione a las plantas
mayor resistencia a plagas, se ha visto afectado por el gran nimero de genes que
codifican esta clase de enzimas (Fagerstedt et al., 2010). Particularmente, en
gerbera se ha reportado la participacion y el incremento en la actividad enzimatica
de la POX bajo condiciones de estrés abiodtico (Lai et al., 2007). En esta
investigacion, la incidencia de mosca blanca T. vaporariorum induce un
incremento en la AePOX en los genotipos de gerbera. Las diferencias en la
AePOX entre los genotipos de gerbera evaluados, tanto en Sl (Com y Din), como
en CI (Car), sugiere variacion natural en la sintesis de esta enzima posiblemente

regulada a nivel de transcripcién o traduccion (Cosio y Dunand, 2009).

9.4 Capacidad antioxidante en gerbera

Las plantas tienen mecanismos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos para
contrarrestar la oxidaciobn ocasionada por especies reactivas de oxigeno vy
radicales libres que se incrementan en situaciones de estrés biotico y abibtico
(Mittler, 2002). La importancia de estas moléculas antioxidantes es debido a la
capacidad que tienen de prevenir dafios a la célula y regularmente, su contenido
cambia para contrarrestar moléculas oxidantes (Cavaiuolo et al., 2013). En este
estudio la variacién encontrada en la capacidad antioxidante, medida por DPPH,
entre los genotipos de gerbera tanto SI como Cl de mosca blanca sefiala
diferencias de los genotipos para contrarrestar condiciones de estrés como la

incidencia del insecto.
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Aun cuando, en Sl hubo variacion en la Caox entre los genotipos, se observaron
bajos valores, en comparaciéon CIl, donde el incremento proporcional en cada
genotipo varié de seis a 19 veces con respecto a Sl.

Al respecto, se ha reportado que las plantas responden a la infeccién por
patdgenos, al dafio mecanico o a las heridas por herbivoros con una produccion
localizada de EROS (Benezer-Benezer et al., 2008). Por ejemplo, las respuestas
de las plantas inducidas por la oviposicion de huevecillos se asemejan a la
respuesta hipersensible (HR) inducida por patdgenos, donde interviene un
estallido oxidativo por EROS, que conducen a la desecacion del huevo y su
posterior desprendimiento de las plantas (Hilker y Fatouros, 2016). En el caso de
soya, Biy Felton (1995) sefialan que la herbivoria por insectos aumenta moléculas
ERO como el radical hidroxilo OH- y peroxido de hidrégeno H,O,; pero también
reportan la participacion de enzimas antioxidantes como ascorbato peroxidasa,
POX, PAL, CAT y PPO; asi como de compuestos primarios antioxidantes como el
acido ascorbico y metabolitos secundarios como los Cf. En plantas de frijol
también se ha sefalado un incremento de H,O, con la presencia de insectos como
Spodoptera littoralis (Maffei et al., 2006). Esta molécula se ha asociado en la
activacion de genes de defensa y en la induccion de enzimas oxidasas durante la
interaccion planta insecto (Ruuhola y Yang, 2005).

Las POX, por ejemplo, catalizan la oxidacion de compuestos fendlicos a expensas
del perdxido de hidrogeno durante las lesiones por insectos como la mosca
blanca, lo que indirectamente la convierte en una enzima antioxidante (He et al.,
2011). Algunos compuestos antioxidantes son pigmentos de flores como

carotenoides y polifenoles (Cavaiuolo et al., 2013).
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En este estudio, Lis que presento la incidencia mas alta de la mosca blanca, tuvo
la AePOX y el contenido de Cf mas bajo entre los genotipos, mostré un incremento
significativo de la capacidad antioxidante, lo cual sugiere la participacion de otras
moléculas antioxidantes diferentes a las POX y a los Cf para contrarrestar la
produccion de EROS que posiblemente desencadene la presencia de la mosca
blanca en gerbera. El genotipo Com que present6 contenido medio-bajo de Ft, alta
AePOX, y valores bajos en Caox, sugiere que induce como mecanismos de
defensa el metabolito secundario y la enzima, ademas de otras moléculas
antioxidantes.

La variacion encontrada en la capacidad antioxidante en los genotipos de gerbera
sefala las diferencias en la capacidad de respuesta para contrarrestar la oxidacion
gue posiblemente ocasione la mosca blanca. Aquellos genotipos con una mayor
capacidad antioxidante podrian indicar una mayor produccion de EROS en pro del
estrés ocasionado por la mosca blanca, asi como la capacidad de las plantas de

contrarrestar esta oxidacion.

9.5 Contenido relativo de clorofila USPAD

Gotawska et al. (2010) reportan que el contenido relativo de clorofila es uno de los
parametros mas importantes en la relacion planta-insecto. En este estudio, los
genotipos de gerbera difieren en el posible efecto de la incidencia de la mosca
blanca sobre el contenido relativo de clorofila. De SI a Cl, se observo un
incremento promedio del 8 % de esta variable, sin embargo, en dos genotipos sus

valores disminuyeron y correspondieron a aquellos que mostraron mayor
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incidencia de mosca blanca, particularmente el genotipo Lis, aparentemente, con
el estrés de la mosca blanca sintetiz6 menos pigmentos de clorofila.

Estos resultados sugieren que la variacion en el contenido relativo de clorofila
entre genotipos obedece a diferentes factores como la variabilidad de la especie,
etapa fenoldgica de la planta en que se evallo y la misma incidencia de plagas
como la mosca blanca. Al respecto, se ha reportado, en diferentes especies
vegetales, una reduccion significativa en el contenido relativo de clorofila debido a
la infestacion por insectos (Goftawska et al., 2010; Sytykiewicz et al., 2013; Huang
et al., 2014). En los estudios de Golawska et al. (2010) encontraron que el
contenido relativo de clorofila (como unidades SPAD), difieren entre las plantas
infestadas y no infestadas con afidos; y demostraron un menor contenido en
aguellas infestadas. Huang et al. (2014) sefialan que la alimentacion por insectos
causa impactos negativos en el desarrollo de las plantas como reduccion del area
foliar y reduccién del contenido relativo de clorofila. Kerchev et al. (2012) han
sugerido, que la herbivoria por insectos lejos de estimular la fotosintesis, reduce la
fijacion de carbono y ésta respuesta ocurre por una reprogramacion de la
expresion génica del metabolismo primario.

El mecanismo de como la alimentacion por insectos disminuye el contenido
relativo de clorofila ain no esta muy bien entendido (Golawska et al., 2010). Sin
embargo, algunos autores soportan la hipétesis de que la reduccion de la
fotosintesis en respuesta a la infestacion por insectos estd impulsada por la
percepcion de estrés, mas que a una respuesta fisioldgica secundaria por el dafio
tisular, esto debido a evidencias de la inhibicion de la fotosintesis después de la

oviposicion de insectos (Kerchev et al., 2012).
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9.6 Vida florero y parametros morfoldgicos

El término de la vida en florero de gerbera se caracteriza por el doblado del
escapo floral (Prashanth et al., 2010; Gonzalez-Aguilar y Zavaleta-Mancera 2012).
Algunas investigaciones sugieren el uso de soluciones nutritivas para incrementar
la calidad y vida florero de estas flores (Danaee et al., 2011; Oraee et al., 2011).
Por ejemplo, el doblado del escapo floral causado por bacterias se puede
contrarrestar con el uso de soluciones preservativas con bactericidas (Oraee et al.,
2011). En este estudio, el término de vida florero se caracteriz6 por el
marchitamiento de las ligulas mas que por el doblado del escapo floral lo que
sugiere que pudo haber influido el uso del microbicida utilizado.

Por otro lado, se encontré variacion en la vida florero entre los genotipos de
gerbera, desde 10 hasta 17 dias. Otros estudios también reportan variacion de
esta variable entre genotipos de gerbera asociado al tipo de variedad o al uso de
soluciones preservativas (Gonzalez-Aguilar y Zavaleta-Mancera 2012; Rudnicki y
Nowak, 2015). Prashanth et al. (2010) reportan una vida en florero de gerbera de 5
y 13 dias como baja y alta, respectivamente. Sin embargo, en otros estudios
reportan variedades de gerbera con mas de 20 dias de vida florero con el uso de
soluciones preservativas con calcio (Gonzalez-Aguilar y Zavaleta-Mancera, 2012).
Si bien es cierto que el uso de soluciones preservativas extiende la vida en florero
de gerbera, también existen otros factores que pueden intervenir en la disminucion
de esta variable.

Por ejemplo, Rudnicki y Nowak (2015), reportan que la vida en florero entre
variedades de gerbera; es mayor en las flores de color amarillo que aquellas de

color rojo o rosa. Los genotipos utilizados en este estudio que presentaron baja
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vida florero son de color rojo (Lis y And), rosa (Mag y Sof), y amarillo (Ope y Din),
contrario a aquellos que tuvieron una vida florero mas alta que fueron de color
blanco (Est y Com), rojo (Car) y rosa (Mor).

Por lo tanto, en este estudio el color del genotipo pudo no haber intervenido en la
vida florero de gerbera. Acharya et al. (2010) reportaron que otros factores como
las diferencias entre variedades, asi como la estacion del afio pueden influir en la
vida florero de gerbera, desde 5.7 dias en otofio a 23 dias en invierno.

También se ha reportado que la incidencia de la mosca blanca en variedades de
gerbera puede influir en su vida en florero. Guleria et al. (2013), encontraron que
en aquellas plantas de gerbera que no fueron tratadas para controlar la infestacion
de mosca blanca tuvieron una menor vida florero que en aquellas que utilizaron
insecticidas, incluso en otros parametros como en el rendimiento floral, el diametro
del capitulo floral y la longitud del tallo se vieron afectados con la incidencia de la
mosca blanca en las plantas control. En este estudio, Lis y Mag que presentaron
alta incidencia de la mosca blanca tuvieron baja vida en florero; contrario al
genotipo Com que tuvo menor incidencia del insecto, presenté alta vida en florero
entre los genotipos evaluados. Sin embargo, otros genotipos con baja incidencia
del insecto (And, Sof, Din y Ope) también presentaron baja vida en florero; y otros
con moderada-alta incidencia del insecto tuvieron baja vida en florero.

La incidencia de la mosca blanca pudiera ser uno de los factores que afecte y/o
disminuya no solo la vida en florero en gerbera sino otros parametros morfolégicos
relacionados con la calidad del cultivo. En este estudio la disminucion de DC, LP y
DP, de Sl a Cl, pudiera indicar el efecto de la alimentacion de la mosca blanca en

gerbera. En otras especies vegetales, Alvarez y Abud (1995), sefialan que la
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mosca blanca puede reducir los rendimientos de cultivos como tomate y melon,
debido a dafios directos (alimentacion del insecto) e indirectos (la presencia de
virus y el desarrollo de fumagina), hasta en un 95 % en infestaciones graves.
Polack (2005), sefala que la alimentacion de la mosca blanca no ocasiona
importantes pérdidas econémicas comparadas con los dafos indirectos, como la
fumagina y los virus. La alimentacion de la mosca blanca en tomate, por ejemplo,
causa la pérdida de la calidad comercial del fruto y como dafio indirecto (causado
por la fumagina) ocasiona la pérdida de rendimiento del cultivo entre un 60 y 80 %,
(Scotta et al., 2014). En el caso de gerbera, en otros estudios también han
encontrado que la infestaciobn por mosca blanca T. vaporariorum reduce el
diametro del capitulo, asi como el largo del pedunculo floral en aquellas plantas
gue no recibieron control del insecto (Guleria et al., 2013). En este estudio, la
disminucién del DC, LP y DP pudieran indicar el efecto de la alimentacion de la
mosca blanca sobre gerbera, sin embargo, se sugiere estudios posteriores
especializados en la evaluaciébn de parametros morfolégicos relacionados con
rendimiento del cultivo y calidad comercial de las flores causados especificamente

por la mosca blanca en ornamentales como la gerbera.

9.7 Correlacion de las variables

La rapida produccion de EROS, la participacion de enzimas antioxidantes, asi
como la sintesis de compuestos fendlicos son algunas de las respuestas de
defensa que las plantas inducen para contrarrestar el estrés por insectos (Zhang
et al.,, 2008; Sandhyarani y Usha, 2013). Estas respuestas de defensa son

integrales, por lo que las plantas no dependen de un compuesto en especifico
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para defenderse de la infestacion por insectos sino de varios compuestos y de su
interaccion para tener un efecto eficiente y efectivo contra los herbivoros (Zavala,
2010).

En este estudio el andlisis de correlacion sefala la participacion de los
compuestos fendlicos, de la AePOX y de moléculas antioxidantes en gerbera
durante la incidencia de la mosca blanca. Aquellos genotipos con la capacidad de
inducir un alto contenido de Cf y alta AePOX, como Com, Ope y Car, pudieran
utilizar estos compuestos como mecanismo de defensa al insecto confiriéndoles
cierta resistencia. Posiblemente, la edad de la planta pudo haber influido en el
aumento de la concentracion de este metabolito. Pérez et al. (2014), sugieren que
la produccion de Cf se ve afectada por el estado fenologico de la planta, y
demuestran que las hojas jovenes son las ideales para la cuantificacion de este
metabolito. En este estudio, se utilizaron hojas maduras en todas las mediciones
observandose un incremento en las diferentes etapas fenoldgicas del cultivo en Sl
y Cl. Martinez et al. (2015) sefialan que la cantidad de Cf presentes en una
muestra varia en funcién de la especie vegetal, variedad, parte vegetal analizada,
asi como el grado de madurez y condiciones de cultivo. No obstante, la correlacién
negativa significativa de los compuestos fendlicos en mas del 50 % con la
incidencia de la mosca blanca sefala su participacion en la defensa de los
genotipos de gerbera. Otros autores reportan resultados similares a los obtenidos
en este estudio con estas dos variables y proponen que los Cf contribuyen a la
bioproteccion de las plantas contra la incidencia de la mosca blanca (Taggar et al.,

2014; Sandhyarani y Usha 2013).
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Por otra parte, Cipollini y Redman, (1999) reportan que la AePOX, incrementa con
la edad de la planta, empero, la correlacion negativa significativa en mas del 60 %
entre la incidencia de la mosca blanca y la actividad de dicha enzima sefiala su
participacion por el estimulo del insecto. Resultados similares con estas dos
variables los reportan Taggar et al. (2012).

Por otro lado, la correlacion positiva significativa entre la AePOX y el contenido de
Cf, sefala una estrecha relacion de estas dos variables posiblemente durante la
lignificacion de la pared celular en presencia de estrés. Respecto a lo anterior,
Hiraga et al. (2001) indican que la oxidacion de Cf por POX resulta en la formacion
de radicales fenoxi y el posterior acoplamiento de estos radicales conduce a la
polimerizacién de mondémeros de lignina y suberina.

Aunque estadisticamente la correlacion negativa entre el contenido relativo de
clorofila y la incidencia de la mosca blanca no fue significativa, se observd una
tendencia opuesta entre estas dos variables, lo que indica que una mayor
incidencia del insecto podria ocasionar un dafio mas severo en sus hospederos al
succionar savia y debilitar a su hospedante, en este caso, se reflejaria en una
reduccion de los pigmentos de clorofila. Resultados similares los obtuvieron Huang
et al. (2014) quienes reportan una relacion negativa significativa entre el contenido
relativo de clorofila y la incidencia de insectos.

La alimentacion del insecto en los genotipos de gerbera sefiald la induccion de
compuestos antioxidantes para contrarrestar posiblemente la formacion de
moléculas oxidantes en este proceso. Estadisticamente no fue significativo, lo cual
indica la participacion de otros factores que contribuyeron al estrés de las plantas

y a la formacion de moléculas antioxidantes. Diversas condiciones de estrés
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bidtico y abiotico conducen a una produccion excesiva de EROS (Mittler, 2002;
Benezer-Benezer et al., 2008). Posiblemente las bajas temperaturas de noviembre
y diciembre contribuyeron al estrés de las plantas y se ve reflejado en un aumento
de la capacidad antioxidante de los genotipos de gerbera. Las EROS no solo son
toxicas; también acttan como moléculas de sefializaciéon al modular la expresion
de varios genes, incluidos los que codificacion a enzimas antioxidantes (Dat et al.,
2000; Sharma et al., 2012). Probablemente un aumento de la capacidad
antioxidante, relacionado a un aumento de EROS durante la incidencia de la
mosca blanca indujo la activacion de genes de defensa como de la enzima POX.
Por otro lado, Martinez et al., (2015), reportan que los Cf tienen cierta capacidad
antioxidante. Sin embargo, la correlacion negativa significativa de la Caox con el
contenido de Cf y con la AePOX sugiere que, durante la presencia del insecto,
estas moléculas se centran en el mecanismo de defensa que le confiere
proteccion a la planta en la produccién de compuestos toxicos y en la lignificacion
de la pared celular, mas que como neutralizadores de moléculas antioxidantes.

La tendencia opuesta entre la vida en florero de gerbera con la incidencia del
insecto sugiere que la mosca blanca podria reducir los dias de vida en florero de
gerbera. Resultados similares los reportan Guleria et al. (2013), en plantas de
gerbera que no fueron tratadas para controlar la infestacion de mosca blanca y
tuvieron una menor vida florero que las plantas control. La correlacion negativa no
significativa entre estas variables sugiere la influencia de otros factores no
evaluados en la presente investigacion. Reid (2009), por ejemplo, sefiala que la

temperatura en gerbera es un factor determinante para su mantenimiento en
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poscosecha y sefiala que las flores mantenidas a 20°C se deterioran 9 veces mas
rapido que las mantenidas a 0°C, debido a que se reduce su tasa de respiracion.
Por el contrario, la correlacion positiva no significativa entre la vida en florero de
gerbera con el contenido de Cf y con la AePOX, sugiere una estrecha relacion de
estas variables durante la senescencia de gerbera. Satoh (2011), sefiala que,
durante la senescencia en ornamentales, la produccién de etileno acelera la
marchitez de las flores, en este proceso pudieran estar involucradas algunas
enzimas como la PPO que oxida Cf, asi como enzimas proteasas que rompen
enlaces peptidicos de las proteinas. Por lo tanto, la disminucion de la vida en
florero de gerbera implicaria una disminucion en Cf como antocianinas, asi como
una disminucion de la AePOX. En estudios donde evalian la vida en florero de
gerbera, encontraron que la actividad de esta enzima disminuye en el proceso de
senescencia y posteriormente se incrementa con el uso de soluciones
preservativas con calcio. También reportan la participacion de otras enzimas como
ascorbato peroxidasa y CAT en su papel de antioxidantes relacionado a un
aumento de EROS durante la senescencia de gerbera (Trujillo-Villagarcia y
Zavaleta-Mancera, 2006).

Por otro lado, la correlacién negativa significativa entre el DP con la incidencia del
insecto, indica que la succién de savia de la mosca blanca en gerbera reduce el
DP. En otros estudios, encontraron que la infestacion por mosca blanca ocasiono
la disminucion de la vida florero, del largo del peddanculo, del diametro del capitulo,
asi como el numero de flores por metro cuadrado (Guleria et al., 2013). Contrario a

lo que se esperaba, en este estudio la correlacion de DC y LP con la incidencia de
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la mosca blanca no fueron significativas, lo que sugiere la influencia de otros

factores no evaluados en este estudio.
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X. CONCLUSIONES

Se encontrd variacion natural entre los 10 genotipos de gerbera evaluados en la
incidencia de Trialeurodes vaporariorum.

Hubo diferencias en el contenido de compuestos fendlicos, en la actividad
enzimatica de la POX, en el contenido relativo de clorofila y en la capacidad
antioxidante entre los genotipos evaluados tanto en SI como en Cl de T.
vaporariorum, lo cual indica variacion genética de esta especie y diferencias en los
mecanismos de defensa de las plantas al insecto.

Posiblemente, la incidencia de la mosca blanca no disminuy6 los dias de vida

florero en gerbera, pero si afectd el diametro del pedunculo.
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XI. ARTICULO ENVIADO:
Incidencia de Trialeurodes vaporariorum (Hemiptera: Aleyrodidae) y mecanismos de
defensa en Gerbera x hybrida
Incidence of Trialeurodes vaporariorum (Hemiptera: Aleyrodidae) and defense
mechanisms in Gerbera x hybrida

Santa Mayra Alcantar-Acosta, Jaime Mejia-Carranza*, Martha Elena Mora-Herrera y
Sotero Aguilar-Medel.

Centro Universitario UAEM Tenancingo, Universidad Auténoma del Estado de México. Ex
hacienda de Santa Ana, Carretera Tenancingo-Villa Guerrero, Km 1.5, C.P. 52400,
Tenancingo, Estado de México. Tel. (01714) 1407724 6 25. *jmejiac@uaemex.mx
Resumen.

La existencia de variacion natural de gerbera a la infestacion por T. vaporariorum,
posibilita resistencia o susceptibilidad a la plaga. En esta investigacion se evalud la
variacion natural de gerbera a la incidencia de T. vaporariorum. En un disefio de bloques
completos al azar, se analizaron diez genotipos de gerbera en diferentes etapas fenoldgicas
sin incidencia (SI) y con incidencia (CI) de mosca blanca. Se contabilizaron ninfas, en un
cm? al centro del envés de las hojas y total de adultos por hoja. Se midieron el contenido
relativo de clorofila (USPAD), el contenido de compuestos fendlicos (Cf), la actividad
enzimatica de las peroxidasas (AePOX) y la capacidad antioxidante DPPH (Caox). Los
genotipos de gerbera mostraron diferencias significativas en la incidencia de la mosca
blanca (P <0.01), asi como en Cf, AePOX y Caox, tanto en SI como CI (P <0.01), lo cual
sugiere diferencias en la preferencia del insecto a su hospedero y en la capacidad de
respuesta de los genotipos a la mosca blanca. En ClI, incrementaron el contenido de Cf (1.4
veces), la AePOX (4 veces) y la Caox (12 veces). USPAD disminuy6 en el genotipo con la

mayor incidencia del insecto (-4 %). Las correlaciones significativas entre nimero de
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insectos (ninfas) con Cf (-0.71**) y AePOX (-0.65**); y Caox con Cf (-0.73**) y AePOX
(-0.76**), mostraron que la alimentacion del insecto interfiere en el metabolismo de sus
hospederos y desencadena respuestas integrales en el mecanismo de defensa de las plantas,
con diferencias en resistencia aprovechables en mejoramiento genético.

Palabras clave: actividad enzimatica de las peroxidasas, fenoles, variabilidad genética.
Abstract.

The existence of natural variation of gerbera to the infestation by T. vaporariorum, makes
possible resistance or susceptibility to the pest. In this research, the natural variation of
gerbera to the incidence of T. vaporariorum was evaluated. In a randomized complete
block design, ten gerbera genotypes were analyzed in different phenological stages with no
incidence (SI) and incidence (ClI) of whitefly. Nymphs were counted, in a cm2 at the center
of the back the leaves and total adults per leaf. The relative chlorophyll content (USPAD),
the phenolic compounds content (Cf), the enzymatic peroxidases activity (AePOX) and the
antioxidant capacity DPPH (Caox) were measured. The gerbera genotypes showed
significant differences in the incidence of the whitefly (P< 0.01), as well as in Cf, AePOX
and Caox, both in Sl and CI (P< 0.01), which suggests differences in the preference of the
insect to its host and the capacity of response of the genotypes to the whitefly. In ClI, they
increased the content of Cf (1.4 times), AePOX (4 times) and Caox (12 times). USPAD
decreased in the genotype with the highest incidence of the insect (-4 %). The significant
correlations between number of insects (nymphs) with Cf (-0.71 **) and AePOX (-0.65
**): and Caox with Cf (-0.73 **) and AePOX (-0.76 **), showed that the feeding of the
insect interferes with the metabolism of its hosts and triggers integral responses in the
defense mechanism of plants, with differences in resistance usable in genetic improvement.

Keywords: enzymatic peroxidase activity, phenols, genetic variability.
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Introduccion.

La gerbera es una de las ornamentales de mayor importancia comercial en el Estado de
México (Andrade y Castro, 2018). Los principales productores en la region floricola del sur
del Estado, son los municipios de Villa Guerrero, Tenancingo, Coatepec Harinas y
Zumpahuacan, los cuales generan una produccién de 1, 108, 384 toneladas por ciclo de
cultivo (SIAP, 2016). Una de las plagas que afecta el cultivo de gerbera es la mosca blanca
Trialeurodes vaporariorum (Westwood, 1856) (Hemiptera: Aleyrodidae) (Soroa, 2005;
Parrella et al., 2014). Para su control, se aplican comunmente insecticidas y su uso
inadecuado ha llevado al desarrollo de resistencia del hemiptero (Pérez-Sandoval, 2011). El
uso de genotipos resistentes a esta plaga, detectables en la variabilidad genética, puede ser
un método de control facilmente adoptable, econémico, ambientalmente seguro y puede ser
una alternativa para disminuir el uso de insecticidas (Garcia et al., 2003). EI mejoramiento
genético convencional ha recibido grandes beneficios de la variacion genética de gerbera y
ha resultado en el desarrollo de genotipos con caracteristicas estéticas y de rendimiento
(Senapati et al., 2013). De acuerdo a percepcion de productores y comercializadores de la
region floricola mencionada, se cultivan aproximadamente 200 variedades de gerbera que
ademas de ser diferentes morfolégicamente, también presentan diferencias de
susceptibilidad a las plagas y pueden ser utilizadas como recurso genético. En este sentido,
se han reportado variaciones entre genotipos de gerbera en la sintesis de metabolitos
secundarios y de enzimas antioxidantes como mecanismos de defensa en respuesta al
ataque de plagas (Krisps et al., 2001; He et al., 2011). Por ejemplo, Sierra et al. (2014)
mencionan que la presencia de ciertos metabolitos secundarios en las plantas causa que los
insectos, como la mosca blanca tengan preferencia por ciertas plantas y repelencia por otras

debido a variaciones en compuestos como cumarinas, terpenos y esteroides. En especies
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vegetales, el estrés causado por insectos induce enzimas antioxidantes como las
peroxidasas, las cuales participan en el mecanismo de defensa en la sintesis de polimeros de
pared celular tales como lignina y suberina, barreras fisicas naturales (Dicko et al., 2005;
Zhao et al.,, 2016). En gerbera, evidenciar variacion entre genotipos pudiera ser
aprovechada en la basqueda de materiales resistentes a la mosca blanca, lo cual implicaria
una disminucion en los costos de produccidén, particularmente en el uso de insecticidas
destinados al control de esta plaga. Es por ello que el objetivo de esta investigacion fue
evaluar la variacion de 10 genotipos de Gerbera x hybrida en la incidencia de T.
vaporariurum, contenido de compuestos fendlicos, actividad enzimatica de las peroxidasas,
capacidad antioxidante y contenido relativo de clorofila.

Materiales y métodos

Localizacion del experimento. La investigacion se realizd de septiembre de 2016 a
diciembre de 2017, en las instalaciones del Centro Universitario Tenancingo de la
Universidad Autonoma del Estado de México, que se localizan en el Km 1.5 de la carretera
Tenancingo-Villa Guerrero, Tenancingo, Estado de México a 18° 97 03°” Ny 99° 61 17’
O y a una altitud de 2200 msnm.

Material vegetativo. Se emplearon 10 genotipos de gerbera obtenidos por cultivo in vitro.
Siete de ellos desarrollados en el Centro Universitario UAEM Tenancingo y la empresa
Servicios Integrales para la Horticultura e identificados como: Sofia (Sof), Estrella (Est),
Andrea (And), Magda (Mag), Lisieka (Lis), Carmin (Car) y Morelia (Mor); los tres
restantes son variedades comerciales de nombres Dino (Din), Opera (Ope) y Completa
(Com).

Establecimiento del experimento. Plantulas aclimatadas de seis a ocho semanas con

promedios de 10 cm de altura y 6 hojas fueron establecidas bajo invernadero en macetas de
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plastico de 20 L con sustrato previamente desinfectado, compuesto por una mezcla de turba
y perlita expandida para la horticultura en una relacion 2:1(v/v). Las plantas se
establecieron en un disefio experimental de bloques completos al azar con 10 repeticiones.
La unidad experimental fue una planta.

Fertilizacion del cultivo. Fue de acuerdo a Surin (2011) con modificaciones en
micronutrientes. EI pH se ajusto en un rango de 5.5 a 6.0 y conductividad eléctrica de 2.0 a
2.7 mS/m.

Incidencia de la mosca blanca Trialeurodes vaporariorum. La infestacion en gerbera fue
por invasion natural del insecto al inicio de la emision del capitulo floral, durante un
periodo de 30 dias en el cual no se realizaron aplicaciones de insecticidas. Se cuantificaron
ninfas, sin considerar instar, en un centimetro cuadrado al centro del envés de hojas
maduras Y el total de adultos por hoja completa. Se hicieron mediciones a los 30 y 60 dias
después de la infestacion (modificado de Morales y Cermeli, 2001).

Evaluacion de las variables bioquimicas. Se determinaron en hojas maduras y con mayor
contenido relativo de clorofila, registrado en 58+3.5 unidades SPAD, (SPAD-502, Minolta
Camera Co., Osaka Japon). Se midieron en condiciones de Sin Incidencia (Sl), en etapa
vegetativa de las plantas, previo a la infestacion del insecto y Con Incidencia del insecto
(CI) al inicio de la emision de capitulo y en floracion. Se midieron por espectrofotometria
(Genesys 10S UV-Vis Thermo Scientific) las siguientes variables:

Compuestos fendlicos (Cf). Se determinaron mediante el método de Folin-Ciocalteu (FC)
descrito por Waterman y Mole (1994). Muestras de 100 mg de hoja fueron maceradas en 5
mL de metanol (50 %) e incubadas a 100° C por cinco minutos, se centrifugaron a 5400
rpm por 5 minutos para separar y conservar el sobrenadante a 4° C. A 0.15 mL de

sobrenadante de la muestra se les agrego la misma cantidad de reactivo FC y 0.5 mL de
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Na,CO; al 20 %, se aforaron a 4.5 mL con agua destilada y se dejaron reposar en la
oscuridad por 30 min. La curva de calibracién se hizo con acido galico (10 mg en 10 mL de
metanol al 50 %) como patron en intervalos de concentracion de 0.005 mL. Los resultados
se expresaron en mg de equivalentes de acido galico por gramo de la muestra analizada.
Actividad enzimatica de las peroxidasas (AePOX). Se determind de acuerdo al método
descrito por Anderson et al. (1995). Muestras de £50 mg de hoja madura se maceraron en
200 pL de buffer de extraccion 50 mM de fosfato de potasio pH 7.2, 1 mM de acido etilen
diamino tetracético (EDTA) y 1 % de polyvinylpirrolidona (PVP). El extracto se centrifugo
a 6000 rpm durante 5 minutos y el sobrenadante en volumen de 0.020 mL se usé para
cuantificar la AePOX en un buffer de mezcla de reaccion con 50 mM de fosfato de sodio
pH 7.0, 3.33 mM de guaiacol, 4 mM de H,0, a 25°C, en un volumen final de 3 mL. Como
blanco se utilizo buffer de reaccion sin sobrenadante. La actividad enzimética se determino
por la oxidacion del sustrato guayacol en presencia de H,O, a 470 nm durante tres minutos
en intervalos de 30 segundos (coeficiente de extincion del guaiacol e= 26.6 Mm™-cm™, en
la ecuacién nmol-min'mg™?). Actividad enzimatica Pox= (Abs) (¢) (volumen final
ensayo/volumen de la muestra) (mg de proteina).

Capacidad antioxidante DPPH (Caox). Se determind por el método 1,1-Difenil-2-picril-
hidracilo (DPPH) de acuerdo con Abe et al. (1998). La metodologia de extraccién de la
muestra fue la misma que para Cf. Se utiliz6 una solucion de DPPH a 250 uM en metanol
al 80 % (98.58 mg en 1000 mL de metanol). A 2.750 mL de la solucién de DPPH se le
adicionaron 0.250 mL del sobrenadante del extracto de gerbera y se dejaron reposar por una
hora. Las lecturas se hicieron a 517 nm de absorbancia. El blanco del espectrofotémetro fue
metanol al 80 %. La curva de calibracion se hizo con acido ascorbico (10 mg en 10 mL de

metanol al 80 %), con intervalos de concentracion de 0.005 mL. Cada muestra se analizd
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por triplicado. Los resultados se expresaron en mg de equivalentes de &cido ascorbico por
gramo de la muestra analizada.

Analisis estadistico. Los datos obtenidos se analizaron con el paquete estadistico Info Stat
(Di Rienzo et al., 2016) y se sometieron a analisis de la varianza (¢=0.05); donde hubo
diferencias significativas se aplico comparacion de medias con la prueba Duncan (0=0.05).
También se hizo andlisis de correlacion multiple.

Resultados y discusion

Incidencia de Trialeurodes vaporariorum. En la ocurrencia de adultos mas ninfas de
mosca blanca se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P<0.01) entre los
diez genotipos de gerbera evaluados. La variacion de genotipos con valores extremos fue de
1 a 43 entre Com y Lis, respectivamente (Figura 1). La comparacién de medias agrupd a los
genotipos en cuatro categorias, definidas en este estudio, de acuerdo a su incidencia en:
baja (A), Com, Din, Ope, Sof, And y Car; moderada baja (AB), Est y Mor; moderada alta

(B), Mag; y alta incidencia (C), Lis.
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Figura 1. Incidencia de Trialeurodes vaporariorum (adultos mas ninfas) en Gerbera x hybrida en
las etapas fenoldgicas de inicio de emision de capitulo floral y floracién. Barras de error= error
estandar. Valores con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba Duncan

(P <0.05).
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La presencia de T. vaporariorum en gerbera ha sido documentada por varios autores
(Berndt y Meyhofer, 2008; Parrella et al., 2014). La variacion en la respuesta entre
genotipos pudiera atender a diferencias en caracteristicas morfoldgicas de las plantas, las
cuales pueden actuar como barreras fisicas a los insectos (Taggar y Gill, 2012), y a factores
relacionados con el metabolismo de las plantas y/o mecanismos antioxidantes tales como la
participacion de metabolitos secundarios y la actividad de ciertas enzimas (Sierra et al.,
2014, Taggar et al., 2014; Alvarado-Navarro et al., 2012). A este respecto, estudios en
gerbera, destacan la variacion entre genotipos en la sintesis de metabolitos secundarios
como respuesta al ataque de plagas (Krisps et al., 2001), los cuales constituyen un elemento
de importancia para su aprovechamiento en el desarrollo de variedades resistentes
(Broekgaarden et al., 2011). En estudios realizados por Lucatti et al. (2010) con genotipos
de Solanum lycopersicum L., sugieren que la variacién entre sus poblaciones a la incidencia
de la mosca blanca posibilita la seleccion de genotipos con cierta resistencia al insecto para
el mejoramiento genético y la obtencién de variedades resistentes. Aquellos genotipos que
mostraron menor incidencia de T. vaporariorum podrian ser utilizados en el mejoramiento
genético de gerbera para desarrollar variedades resistentes o tolerantes a esta plaga, lo que
implicaria una disminucion en el uso de insecticidas destinados al control de la mosca
blanca.

Contenido de Cf. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P<0.01), en el
contenido de Cf tanto en SI como CI entre los diez genotipos evaluados (Figura 2). En SI,
la diferencia entre valores extremos fue de casi el doble entre Ope y Mor, lo que sugiere
que aquellos genotipos con mayor contenido, pudieran tener una ventaja en la repelencia al

insecto sobre los que presentaron menores valores de este metabolito, al sintetizarlos como
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estrategia de defensa permanente. Sin embargo, los productos quimicos de defensa como
los compuestos fendlicos se consideran costosos para las plantas debido a recursos
consumidos en su biosintesis (inducidos) o a las consecuencias ecoldgicas de su
acumulacién (expresion constitutiva) (Lattanzio, 2013). En CI se observé un incremento
promedio del 40 % en el contenido de Cf con respecto a Sl, y de forma particular se
encontrd variacion de respuesta entre los genotipos desde un 5 (Ope) hasta un 108 % (Mor).
Genotipos como Ope y Car, aun cuando su incremento de Sl a ClI fue bajo, se mantuvieron
entre los genotipos con los valores mas altos de Cf, al mostrar valores altos desde Sl.
Aquellos genotipos que tuvieron un incremento significativo de SI a Cl como Mor y Com,
sugiere que inducen la sintesis de este metabolito como mecanismo de defensa hacia T.
vaporariorum y de acuerdo con la incidencia del insecto, Com pudiera presentar cierta
resistencia a la mosca blanca al presentar menor incidencia del insecto y alta concentracion
de Cf en CI. Los genotipos Lis, Est y Mag presentaron las concentraciones mas bajas de Cf
tanto en SI como en ClI, lo que sugiere que pudieran ser mas susceptibles al insecto de no
presentar otros mecanismos de defensa diferentes a dichos compuestos.
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Figura 2. Contenido de compuestos fendlicos en hojas maduras de diez genotipos de Gerbera x
hybrida sin incidencia (SI) en etapa vegetativa y con incidencia (Cl) de T. vaporariorum en inicio
de emision de capitulo floral y floracion. Barras de error corresponde al error estandar. Letras
mindsculas=comparacion de medias Sl; letras mayusculas=comparacion de medias Cl. Valores con

la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba Duncan (P < 0.05).

Diferentes estudios reportan la participacion de los compuestos fendlicos tales como acido
clorogénico, acido cafeico, &cido cindmico (Sandhyarani y Usha, 2013), acido ferulico,
catequina (Zhang et al., 2017), cumarinas (Rehman et al., 2012), taninos y lignina (War et
al., 2012), para contrarrestar el estrés por insectos como mecanismo de defensa. Los
taninos, por ejemplo, exhiben cierta toxicidad hacia las plagas y pueden reducir
significativamente el crecimiento, desarrollo y supervivencia de los insectos (War et al.,
2012); otros como la lignina fortalecen la pared celular de las plantas, y actla como barrera
fisica hacia los insectos (Lattanzio, 2013; Sandhyarani y Usha, 2013). Sierra et al. (2014)
mencionan que la presencia de metabolitos secundarios incluidos los compuestos fenélicos
en las plantas, causa que los insectos, como la mosca blanca tengan preferencia por ciertas
plantas y repelencia por otras debido a variaciones en la concentracion de metabolitos
secundarios. Asimismo, el incremento en el contenido de fenoles en las plantas es
considerado una respuesta comun al dafio por insectos (Sandhyarani y Usha, 2013). En esta
investigacion, los resultados sefialan un incremento significativo en el contenido de Cf con
la presencia del insecto, lo cual indica que este metabolito tiene una participacion
importante en los mecanismos de defensa de las plantas posiblemente para contrarrestar el
estrés de la planta generado por T. vaporariorum. Resultados similares los reportan Zhang

et al. (2017), quienes indican un incremento en el contenido de compuestos fendlicos en
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genotipos de Nicotiana tabacum después de la incidencia de T. vaporariorum y Bemisia
tabaci. En soya, los genotipos mas resistentes a afidos mostraron un mayor incremento en
compuestos fenolicos que aquellos susceptibles (Jiang et al., 2009). La variacion en la
sintesis de Cf entre los genotipos de gerbera tanto en Sl (Ope y Car), como Cl (Com),
sugiere diferencias en el tipo de respuesta de las plantas al insecto, de acuerdo a una
prioridad metabdlica por la planta (Strauss et al., 2002).

Actividad enzimatica de las Peroxidasas (AePOX). La AePOX fue estadisticamente
significativa (P<0.01) en ambas mediciones tanto SI como CI (Figura 3). En SI la
diferencia entre valores extremos de la actividad de la enzima fue de 20 veces entre Din y
Mor. De Sl a ClI se observd un incremento de 4 veces promedio la AePOX. La variacion
entre valores extremos de Cl fue de 1 a 3 veces entre Car y Lis, respectivamente. Aquellos
genotipos con mayor AePOX en Sl (Com y Din), mostraron un menor incremento de la
actividad de la enzima con respecto a los demas genotipos en Cl, sin embargo, sus valores
previos (en SlI) les permitié estar a la par que aquellos genotipos con alta AePOX en ClI
(Figura 1). Contrariamente, los genotipos que tuvieron un incremento proporcional
significativo de Sl a CI (Mor y Lis), sus valores se mantuvieron bajos comparados a otros
genotipos, lo cual sugiere que la limitacién del mecanismo de defensa pudiera hacer a las

plantas mas susceptibles al insecto.
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Figura 3. Actividad enzimatica de las peroxidasas (AePOX) en hojas maduras de Gerbera X
hybrida; sin incidencia (SI), en etapa vegetativa; y con incidencia (CI) de T. vaporariorum en inicio
de emisién de capitulo floral y floracién. Barras de error corresponde al error estandar. Letras
minusculas=comparacion de medias Sl; letras mayudsculas=comparacién de medias CI. Valores con

la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba Duncan (P < 0.05).

En la interaccion planta-insecto, también se ha reportado la participacion de enzimas
antioxidantes como POX vy polifenol oxidasas (PPO) (Jiang et al., 2009; Sandhyarani y
Usha, 2013), las cuales catalizan la oxidacion de una gran variedad de fenoles para la
sintesis de lignina y suberina que se acumulan en la pared celular o bien para la formacion
de quinonas, toxicas para los insectos (Lattanzio et al., 2006; Lopez-Nicolas y Garcia
Carmona, 2010). En este estudio, las diferencias en la AePOX entre los genotipos de
gerbera evaluados, tanto en SI como en Cl, indica variacion natural entre los genotipos en
la sintesis de esta enzima posiblemente regulada a nivel de transcripcion o traduccion
(Cosio y Dunand, 2009). En genotipos de otras ornamentales de la misma familia como
Crysanthemum grandiflorum, también se ha reportado variacién en la expresion de enzimas

antioxidantes (super oxido dismutasa y fenil amonio liasa) incluidas las POX, tanto sin
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incidencia como con incidencia de afidos y sugieren la participacion de estas enzimas en la
resistencia al insecto (He et al., 2011). Aquellos genotipos que indujeron mas la enzima de
Sl a CI, como Lis, Mor y Car, orientan de manera diferente el ejercicio de sus recursos
energéticos (Strauss et al., 2002). Resultados similares a esta investigacion sobre el
incremento de la actividad enzimética de la POX con la incidencia de la mosca blanca se
obtuvieron en genotipos de lenteja negra (Vigna mungo L.) afectados por Bemisia tabaci,
donde aquellos mas resistentes al estrés por el insecto mostraron un mayor incremento en
AePOX que aquellos susceptibles (Taggar et al., 2014). Zhao et al., (2016) reportan un
incremento en la actividad enzimatica de POX y catalasa en plantas de tabaco después de la
presencia de B. tabaci, en comparacion de las plantas control. Por otro lado, la capacidad de
Mor de promover la AePOX con la alta incidencia de T. vaporariorum, sugiere la
participacion de la enzima como mecanismo de defensa.

Capacidad antioxidante DPPH (Caox). Se encontraron diferencias estadisticas
significativas (P<0.01), entre los diez genotipos de gerbera evaluados tanto en SI como en
ClI (Figura 4). En Sl aun cuando hubo variacién entre los genotipos de casi 2:1, sus valores
fueron inferiores a los 0. mg de acido ascorbico por gramo de peso fresco en todos los
genotipos evaluados. Contrariamente, en CI el incremento proporcional en cada genotipo
vario de seis a 20 veces con respecto a Sl. Lis que destaco con valores intermedios de
capacidad antioxidante, mostré bajos valores de contenido de Cf y de AePOX, lo cual
posiblemente explique el mayor valor de incidencia de T vaporariorum; caso contrario
Com que presento valores bajos de capacidad antioxidante y valores altos en contenido de

Cf, AePOX, y presento los menores valores de incidencia del insecto.
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Figura 4. Capacidad antioxidante DPPH de Gerbera x hybrida sin incidencia (Sl), en etapa
vegetativa y con incidencia (CI) de T. vaporariorum en inicio de emisién de capitulo floral
y floracién. Letras minGsculas=comparacion de medias S, letras mayusculas= comparacion
de medias CI. Barras de error corresponde al error estandar. VValores con la misma letra son

estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba Duncan (P < 0.05).

Los valores de mayor capacidad antioxidante sugieren una mayor produccion de Especies
Reactivas de Oxigeno (EROS) como resultado de diferentes tipos de estrés en la planta
como la incidencia de insectos, o bien infeccion por patdgenos, dafio mecanico, heridas por
herbivoros o factores abioticos (Mittler, 2002; Benezer-Benezer et al., 2008). De hecho, tan
solo la ovoposicion de huevecillos promueve un incremento de EROS, como la respuesta
hipersensible inducida por patégenos, que conducen a la desecacion del huevo y su
posterior desprendimiento de las plantas (Hilker y Fatouros, 2016). En otras especies como
tabaco, la infestacion de mosca blanca aumenté los niveles de H,O, un 77.3 % mas que en
las plantas control (Zhao et al., 2016). EI H,0O,, ademas de ser una molécula de sefializacion
en condiciones de estrés y en los procesos fisioldgicos de las plantas (Sharma et al., 2012),

es utilizada como sustrato por las peroxidasas tanto para la lignificacién y suberizacion de
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la pared celular, para la oxidacion de compuestos fendlicos durante las lesiones por
insectos, lo que indirectamente la convierte en una enzima antioxidante (He et al., 2011).

Contenido relativo de clorofila (USPAD). Fue estadisticamente significativo (P<0.01) en
las evaluaciones tanto SI como en CI (Figura 5), pero con una variacion discreta promedio
de 15 % entre valores extremos entre genotipos de ambas mediciones. Asi mismo, hubo
incremento promedio de SI a CI del 8 %, sin embargo, en dos genotipos sus valores
decrecieron, y correspondieron a aquellos que mostraron mayor incidencia insectil. Estos
resultados sugieren que la variacién en el contenido relativo de clorofila entre genotipos
obedece a diferentes factores como la variabilidad de la especie, etapa fenoldgica de la
planta en que se evallo y la misma incidencia de plagas como la mosca blanca. Gotawska
et al. (2010) cita que el contenido relativo de clorofila es uno de los parametros mas
importantes en la relacion entre las plantas e insectos En diferentes especies vegetales se ha
reportado una reduccién significativa en el contenido relativo de clorofila debido a la
infestacion por insectos (Gotawska et al., 2010; Huang et al., 2014). Kerchev et al. (2012)
han sugerido, que la herbivoria por insectos lejos de estimular la fotosintesis, reduce la
fijacién de carbono y ésta respuesta ocurre por una reprogramacion de la expresion génica

del metabolismo primario.
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Figura 5. Contenido relativo de clorofila en Gerbera x hybrida de hojas fotosintéticamente activas
sin incidencia (SI), en etapa vegetativa y con incidencia (Cl) de T. vaporariorum en inicio de
emision de capitulo floral y floracion. Letras mindsculas=comparacion de medias Sl, letras
mayusculas= comparacion de medias Cl. Barras de error corresponden al error estandar. Valores
con la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba Duncan (P < 0.05).
Analisis de correlacion.

Las correlaciones negativas y significativas de la incidencia de insectos, particularmente ninfas, con
fenoles (r=-0.71) y actividad de la enzima POX (r=-0.65) (Cuadro 1), sugieren una influencia de
dichas variables bioquimicas en la proteccion de las plantas, como ya es citado por diferentes
autores (Taggar et al., 2012; Taggar et al., 2014; Sandhyarani y Usha 2013). También el contenido
de fenoles se correlacioné positiva y significativamente con la AePOX (r=0.62). En esta asociacion
entre variables es importante destacar que las peroxidasas, ademas de catalizar la lignificacion de la
pared celular y detoxificar peroxidos producidos a causa del estrés oxidativo, producen fenoxi y
otros radicales oxidativos que en asociacion con fenoles actian como elementos disuasorios de
alimentacion y/o producen toxinas que reducen la digestibilidad del tejido vegetal a los insectos
(Dicko et al., 2005; Shigeto y Tsutsumi, 2016). La capacidad antioxidante se correlaciond negativa
y significativamente con Cf (r=-0.73) y la AePOX (r=-0.76), lo que sugiere que los fenoles y la
actividad de la enzima en su accién por minimizar los dafios por el insecto, neutralizan radicales
libres representado indirectamente por la capacidad antioxidante. El contenido relativo de clorofila
no se correlaciond significativamente con ninguna variable, sin embargo, la tendencia de

correlacion negativa con nimero de insectos es similar a lo reportado por Huang et al. (2014).
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Cuadro 1. Matriz de correlacion Pearson de seis variables medidas en Gerbera x hybrida.

Adultos (A) Ninfas(n) A+n Cf AePOX USPAD Caox

Adultos (A) |1
Ninfas (n) |0.84** 1
A+n 0.99** 0.89** 1
Cf -0.55 -0.71**  -0.6 1
AePOX |[-0.66** -0.52 -0.65** 0.62** 1
USPAD |-0.51 -0.13 -0.45 -0.14 0.04 1
Caox 0.32 0.27 0.32 -0.73** -0.76** 0.15 1

A + n= Adultos més ninfas; Cf= Compuestos fenolicos; POX= Actividad enzimatica de las
Peroxidasas; U SPAD= Unidades SPAD; C aox= capacidad antioxidante. *= valores

altamente significativos.

Conclusiones

Los genotipos de gerbera mostraron variacion a la incidencia de T. vaporariorum, asi como
en el contenido de compuestos fendlicos y en la AePOX, lo cual indica variacion genética
de esta especie, y preferencias del insecto hacia ciertos hospederos. Aquellos genotipos con
menor incidencia del insecto pueden aprovecharse para desarrollar variedades resistentes o
tolerantes como alternativas en la produccion floricola. La capacidad de aquellos genotipos
tanto sin incidencia como con incidencia, en la sintesis de compuestos antioxidantes
enzimaticos (AePOX) y no enzimaticos (compuestos fendlicos), para contrarrestar el estrés
oxidativo ocasionado por el insecto, probablemente les brinde cierta bioproteccion como
mecanismo de defensa contra la infestacién de T. vaporariorum.
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12.1 ARTICULO PUBLICADO |I.

INCIDENCIA DE MOSCA BLANCA Y SU RELACION CON EL CONTENIDO DE
FENOLES TOTALES EN HIBRIDOS DE GERBERA
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RESUMEN. La gerbera (Gerbera x hybrida) es uno de los cultivos floricolas mas importantes de México y el
desarrollo de nuevas variedades y su caracterizacion son indispensables para su identificacion y potencial
registro. El objetivo de esta investigacion fue evaluar hibridos mexicanos de gerbera desarrollados en la
region floricola del sur del Estado de México en la incidencia mosca blanca (Trialeurodes vaporariorum
(Westwood, 1856) (Hemiptera: Aleyrodidae) y su relacion con el contenido de fenoles totales. Siete hibridos
mexicanos y dos variedades comerciales fueron evaluados en etapas tempranas de desarrollo para nimero de
insectos (NI) (adultos y ninfas) por cm?y contenido de fenoles totales (FT) por el método Folin-Ciocalteu
bajo un disefio de bloques al azar. Los resultados mostraron diferencias altamente significativas (a< 0.01)
entre hibridos para incidencia de adultos, pero no para ninfas. El contenido de FT entre los hibridos de
gerbera fue estadisticamente significativo (o< 0.01) con diferencias de mas del 30% entre valores extremos.
Ambas variables, NI 'y FT se correlacionaron negativamente en 60%. Los resultados mostraron preferencias
distintas entre adultos y ninfas en los diferentes hibridos evaluados y las diferencias en concentracion de
fenoles pudieran representar una ventaja ecoldgica para aquellos con mayor concentracion.

Palabras clave: Gerbera x hybrida, Antioxidantes, fenoles totales, Trialeurodes vaporariorum.

INCIDENCE OF WHITEFLY AND ITS RELATIONSHIP TO THE CONTENT OF
TOTAL PHENOLS IN GERBERA HYBRIDS

ABSTRACT. Gerbera (Gerbera x hybrida) is one of the most important flower crops from Mexico and the
development of new varieties and their characterization are necessary for its identification and potential
registration. The objective of this research was to evaluate mexican gerbera hybrids, developed in the
floricultural region of the South State of Mexico, in the white fly incidence (Trialeurodes vaporariorum
(1856 Westwood) (Hemiptera: Aleyrodidae) and its relationship to the content of total phenols. Seven
mexican hybrids and two commercial varieties were evaluated in early stages of development for number of
insects (NI) (adults and nymphs) by cm? and total phenols content (FT) by the Folin-Ciocalteu method under
a randomized block design. The results showed highly significant differences (a< 0.01) between hybrids for
incidence of adults, but not for nymphs. FT content between gerbera hybrids was statistically significant (a<
0.01) with more than 30% differences between extreme values. Both variables, NI and FT were negatively
correlated in 60%. The results showed different preferences for the evaluated plant hybrids between adults
and nymphs and the differences in phenols concentration could represent an ecological advantage for those
with the greatest concentration.

Key words: Gerbera x hybrida, antioxidants, Total phenols, Trialeurodes vaporariorum
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INTRODUCCION

Las rutas metabdlicas de las plantas son sensibles a los factores de estrés biotico y
abiotico tales como alta intensidad de luz, calor, sequia y enfermedades y plagas entre
otros, los cuales incrementan los radicales libres entre tres y diez veces provocando dafos
irreversibles e incluso muerte celular. Para contrarestar dichos efectos, la planta tiene
mecanismos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos; el primero, incluye a enzimas
como superdxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y glutation reductasa; mientras
que el mecanismo no enzimatico esta representado por productos del metabolismo primario
con moléculas de bajo peso molecular como los tocoferoles, glutation y acido ascérbico
(Mitler, 2002) y también por productos del metabolismo secundario como los compuestos
fendlicos, los cuales ademéas de funcionar como agentes antioxidantes su acumulacién
puede ser toxica para algunas plagas (Bennett y Wallsgrove, 1994; Mitchell-olds y
Pedersen, 1998). Uno de los efectos fisiolégicos mas relevantes de los fenoles es la
astringencia, basada en su capacidad de formar complejos con proteinas y
mucopolisacaridos. Por lo tanto, una planta que acumula fenoles en sus hojas produce un
efecto desagradable en el herbivoro predador. Asi, una poblacion de herbivoros puede
ejercer una presion selectiva hacia los vegetales de su entorno, segin sugiere la teoria
actual de la coevolucién animal-vegetal (Maestro-Duran, et al., 1993). Por ejemplo, Sierra
et al. (2014) mencionan que la presencia de ciertos metabolitos secundarios en las plantas
causa que los insectos, como la mosca blanca tengan preferencia por ciertas plantas y
repelencia por otras debido a variaciones en compuestos como cumarinas, terpenos y
esteroides. Adicionalmente, los mecanismos de defensa de las plantas pueden ser
clasificados en dos categorias: constitutivos e inducidos (Mithdfer y Boland 2012). La
defensa constitutiva siempre esta presente, independientemente de la presencia o ausencia
de un dafio, muchas respuestas son constitutivas, tales como compuestos toxicos que son
sintetizados y almacenados en ciertos tejidos vegetales. En contraste las defensas inducidas
solo son activadas cuando es necesario. Por ejemplo, después del ataque de un herbivoro
(Mithofer y Maffei, 2016). Casi todas las reacciones inducidas implican reacciones
quimicas de defensa. En esta situacion las plantas tienen que reconocer la presencia de su
atacante e inducir una cascada de sefiales como respuesta (Mithofer y Maffei, 2016). Por
ejemplo, dentro de los mecanismos de defensa inducidos en maiz, se ha estudiado la
acumulacién de metabolitos toxicos, repelentes o inhibidores nutricionales como respuesta
directa al ataque de una plaga, asi como la atraccion de enemigos naturales o la
comunicacion planta-planta como respuestas indirectas (Barros-Rios et al., 2011).
Particularmente en especies vegetales de importancia comercial como las especies
floricolas, la presencia de compuestos como los fendlicos representan una oportunidad para
el agricultor al tener la posibilidad de identificar variantes que limiten la incidencia de
insectos y en consecuencia disminuyan el uso de pesticidas y costos de produccion. En la
region floricola del sur de Estado de Meéxico, la gerbera ocupa el cuarto lugar en
importancia economica y el desarrollo de nuevos materiales a partir de hibridacion
intraespecifica representa una disminucion en los costos de adquisicion de material vegetal,
el cual historicamente ha sido de importacion. No obstante, el desarrollo de nuevas
variedades requiere caracterizacion a diferentes niveles de sus atributos que garanticen por
una parte su identificacion y registro y por la otra identificacion de caracteres sobresalientes
para programas de mejoramiento, tal como la resistencia a la mosca blanca, T.
vaporariorum, identificada como el principal problema fitosanitario de dicha especie en la

113



Entomologia mexicana, 4: 341-346 (2017)

region. El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la incidencia de T.
vaporariorum y su relacion con el contenido fenoles totales de nueve genotipos de gerbera
(Gerbera x hibrida), siete de ellos desarrollados en la region floricola del sur del Estado de
México.

MATERIALES Y METODO

La investigacion se hizo en diciembre de 2016 en invernaderos y laboratorios del
Centro Universitario UAEM Tenancingo de la Universidad Autonoma del Estado de
Mexico, que se localizan en el Km 1.5 de la carretera Tenancingo-Villa Guerrero a 18° 97’
03> Ny 99° 61’ 17 O y a una altitud de 2200 msnm. El experimento consistid en la
evaluacion de siete hibridos identificados como OPERA, S-63, S-10, S-181, S-203, 27-12,
S-31 todos ellos desarrollados por Rivera (2015) a partir de materiales de tres casas
comerciales de Holanda e lItalia, asi como también las variedades comerciales DINO y
COMPLETA. Dichos materiales, que en observaciones preliminares mostraron variabilidad
contrastante en la susceptibilidad a mosca blanca, fueron obtenidos por micro propagacion
para garantizar su sanidad y uniformidad y cuando las plantulas tuvieron 15 cm de altura y
al menos 5 hojas verdaderas fueron establecidas bajo invernadero en macetas de plastico de
20L con sustrato de peat moss y agrolita previamente desinfectado en relacion 3:1(v/v) y a
pH de 6.5 ajustado con cal agricola. El disefio experimental empleado fue de bloques
completos al azar con 10 repeticiones. La infestacion con T. vaporariorum fue por invasion
natural del insecto que se manifest6 a los 60 después del establecimiento. Los genotipos se
evaluaron en etapas tempranas de desarrollo fenoldgico cuando la roseta de la planta tuvo 8
hojas fotosintéticamente activas denotado por su foliolo completamente expandido. Se
midieron la incidencia del insecto y contenido de fenoles totales. El grado de incidencia se
midio por el nimero de adultos y ninfas (sin considerar instar) por centimetro cuadrado al
centro del envés de la hoja de cada repeticion (modificado de Morales y Cermeli, 2007).
Para la determinacion bioquimica, muestras de 200 mg de hoja fueron maceradas en 10 ml
de metanol (50%) e incubadas a 100 °C por cinco minutos para posteriormente ser
centrifugadas a 5400 rpm por 5 minutos. El sobrenadante se separ6 y almacené a 4 °C hasta
su posterior uso. La determinacion de fenoles totales se hizo por el método Folin-Ciocalteu
(FC), reaccién colorimétrica de 6xido reduccion de los compuestos fenélicos y cuantificada
espectrofotométricamente a 765nm. Posteriormente a alicuotas de 0.15 ml de la muestra se
les agreg6 la misma cantidad de reactivo FC y 0.5 ml de Na,COs al 20%, se aforaron a 4.5
ml con agua destilada y dejaron reposar en la oscuridad por 30 min. Las mediciones se
hicieron tomando como patrén acido galico (10mg en 10ml metanol al 50%) con intervalos
de concentracion de 0.005 ml. Los resultados se expresaron en mg de equivalentes de acido
galico por gramo de la muestra analizada. EIl andlisis de los resultados se hizo mediante
andlisis de la varianza, comparacion de medias y correlacion mdaltiple.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observaron diferencias altamente significativas (a< 0.01) para la incidencia de
adultos entre hibridos, pero no para ninfas (Figura 1). La relacion extrema de infestacion de
adultos entre hibridos fue de 5:1 entre S-181 y COMPLETA respectivamente; en tanto que
para ninfas fue de 4: 1 entre valores extremos de S-31 y S-203 respectivamente. Dentro de

114



Entomologia mexicana, 4: 341-346 (2017)

hibridos no se observo una relacion directa entre ninfas y adultos y en general el niUmero de
ninfas fue mayor al de adultos, con proporciones de hasta 3:1, lo que sugiere preferencias
distintas entre adultos y ninfas. Resultados similares, pero con colonizacion de Bemisia
tabaci (Gennadius, 1889) son reportados por Taggar et al., (2012) en genotipos diferentes
de lenteja negra, Vigna mungo (L (HEPPER).
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Figura 1. Numero de ninfas y adultos contabilizados por centimetro cuadrado en hojas
fotosintéticamente activas de T. vaporariorum

Similarmente, el contenido de fenoles totales (FT) entre los hibridos de gerbera fue
estadisticamente significativo (o< 0.01) con diferencias de mas del 30% entre valores
extremos correspondientes a los genotipos S-63 y COMPLETA (Figura 2). El valor de
regresion para el contenido de fenoles totales fue de R=0.90. En la misma figura se grafica
el nimero total de insectos (ninfas mas adultos) y se detecta en general una tendencia
opuesta al contenido de fenoles totales con un valor de regresion de R=0.16. No se
determind el contenido de fenoles totales en plantas sin infestacion ni dafio de mosca blanca
u otro insecto para establecer si hay posibles efectos de induccion del metabolito o si este es
constitutivo en la planta, que en el caso de aquellos hibridos con mayor concentracion
pudiera conferir una ventaja ecoldgica contra el estrés bidtico (Gardner et al., 1999; Khatun
et al., 2009; Coruh y Ercisli, 2010); asi como también criterio de caracterizacién como
nuevo material y fuente potencial para nuevas hibridaciones.
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Figura 2. Tendencias de nimero de insectos de T. vaporariorum (adultos mas ninfas) y
contenido de fenoles totales en hojas fotosintéticamente activas de nueve hibridos de
gerbera (Gerbera x hibrida). FT= Fenoles totales (expresados en mg de acido galico/ g de
materia fresca); A+N= adultos + ninfas. En los puntos de FT se indica el error standard.

Otras moléculas antiestrés de los metabolismos primario y secundario (terpenos, taninos y
aceites esenciales) de caracter constitutivo e inducido, asi como estructuras morfoldgicas
(estomas, ceras, glandulas, grosor de hoja, etc.) también pueden influir en la atraccion o
repelencia a insectos (Graham et al., 2008; Flores et al., 2011).

El analisis de correlacién entre cinco variables confirma la relacién opuesta entre fenoles y
namero de insectos (Cuadro 1), en el cual los valores de correlacion fueron todos negativos
entre las poblaciones insectiles y los contenidos de fenoles con valor promedio superior al
50%, lo que sugiere una importante contribucion de estos metabolitos en la defensa de la
planta contra la infestacion de mosca blanca. Otros elementos bioquimicos y morfoldgicos
en los materiales de gerbera requieren adicionalmente ser explorados dentro de una
compleja relacion entre parasito y huésped (Hernandez- Sanchez et al., 2002; Vivanco et
al., 2005).
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Cuadro 1. Matriz de correlacion Pearson de cinco variables medidas en 9 hibridos de
Gerbera x hybrida.

FT Adultos Ninfas A+N (A+N)/2
FT 1.0
Adultos -0.25 1.0
Ninfas -0.59 0.08 1.0
A+N -0.60 0.62 0.84** 1.0
(A+N)/2 -0.60 0.62 0.84** 1.0 1.0

FT= Fenoles totales; A+N= adultos mas ninfas; (A+N) /2= promedio de adultos mas ninfas.
**= valores altamente significativos

CONCLUSIONES

Se observaron diferencias altamente significativas (o< 0.01) entre hibridos por incidencia
de adultos, pero no de ninfas, lo que sugiere preferencias distintas entre adultos y ninfas. El
contenido de fenoles totales entre hibridos de gerbera se correlacion6 negativamente en
60% con la incidencia de mosca blanca (adultos mas ninfas) y la naturaleza de este
metabolito constitutivo o inducido en los hibridos con mayor concentracion pudiera
representarles una ventaja ecologica sobre otros materiales con menor concentracion en la
resistencia al ataque de T. vaporariorum.
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12.2 ARTICULO PUBLICADO II.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAS PEROXIDASAS EN Gerbera x hybrida CON
INCIDENCIA DE Trialeurodes vaporariorum Westwood, 1856 (HEMIPTERA:
ALEYRODIDAE)

Resumen. Las plantas para contrarrestar el estrés por insectos inducen respuestas de defensa como las
enzimas antioxidantes. Las enzimas peroxidasas (POX) pueden catalizar la biosintesis de lignina de la pared
celular, lo que implica una barrera al dafio por insectos como la mosca blanca, Trialeurodes vaporariorum
Westwood, 1856 (Hemiptera: Aleyrodidae). La gerbera, Gerbera x hybrida, entre poblaciones, manifiesta
variacion natural a la infestacién por T. vaporariorum, elemento intrinseco que posibilita resistencia o
susceptibilidad a plagas. El objetivo de esta investigacién fue evaluar la actividad enzimatica de las
peroxidasas en diez genotipos de gerbera, sin (SI) y con (ClI) incidencia de mosca blanca. Se analizaron el
namero de adultos y ninfas, y la actividad enzimatica mediante espectrofotometria, en un disefio de bloques al
azar. Los resultados mostraron diferencias significativas (P>0.0001) en la actividad enzimatica de las POX en
Sl y Cl. Constitutivamente, SI de mosca blanca todos los hibridos presentaron variacion en la actividad
enzimatica de las POX (P>0.0001). En promedio, hubo un incremento en la actividad enzimética de las POX
del 262% de Sl a ClI de la mosca blanca. Ambas variables Cl y POX se correlacionaron negativamente en
55%, lo que sugiere una participacion importante de la enzima en la resistencia o susceptibilidad a la mosca
blanca.

Palabras clave: Gerbera, mosca blanca, mecanismos de defensa, variacién natural.

PEROXIDASE ENZYMATIC ACTIVITY IN Gerbera x hybrida WITH INCIDENCE
OF Trialeurodes vaporariorum (Westwood, 1856) (HEMIPTERA: ALEYRODIDAE)

Abstract. Plants to cope with insect stress induce defense responses such as antioxidant
enzymes. Peroxidase enzymes (POX) can catalyze in cell wall lignin biosynthesis as a
barrier to insect damage such as whitefly, Trialeurodes vaporariorum Westwood, 1856
(Hemiptera: Aleyrodidae). The gerbera, Gerbera x hybrida among populations shows
natural variation to the infestation by T. vaporariorum, intrinsic element that could confer
resistance or susceptibility to pests. The objective of this research was to evaluate the
enzymatic POX activity in ten gerbera genotypes, without (SI) and with (CI) incidence of
whitefly. The number of adults and nymphs, and the enzymatic activity by
spectrophotometry in a random block design, were analyzed. The results showed significant
differences (P<0.0001) in Sl and CI of the enzymatic POX activity. Constitutively, without
incidence of whitefly (SI), all hybrids showed variation in enzymatic POX activity
(P>0.0001). On overage, there was an increase in enzymatic POX activity of 262% from Sl
to Cl of whitefly. Both Cl and POX variables were negatively correlated in 55%, which
suggests a key participation of the enzyme in the resistance or susceptibility to the whitefly.

Keywords: Gerbera, whitefly, defense mechanisms, natural variation.

INTRODUCCION

Las plantas y los insectos han coexistido por al menos 100 millones de afios y han
desarrollado gran variedad de interacciones, frecuentemente, las plantas son dafiadas por



los insectos (Stotz et al., 1999). Las plantas invierten gran parte de su energia para
protegerse contra plagas, y han desarrollado mecanismos de defensa que incluyen barreras
fisicas y/o quimicas para minimizar el dafio (Camarena, 2009; Sandhyarani y Usha, 2013).
Estas respuestas pueden ser: constitutivas, es decir siempre estdn presentes
independientemente de la presencia o ausencia de un dafio; o inducidas, las cuales solo son
activadas cuando es necesario, por ejemplo, después del ataque de un insecto (Mithofer y
Boland, 2012; Mithofer y Maffei, 2016). Casi todas las reacciones inducidas implican
reacciones quimicas de defensa. En esta situacion, las plantas tienen que reconocer la
presencia de la plaga y desencadenar una cascada de sefiales para inducir respuestas
(Mithofer y Maffei, 2016).

La produccién de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) en las plantas se da como
respuesta de defensa a estimulos externos, tales como dafio mecénico, infeccion por
patdgenos o la alimentacion por herbivoros, incluso por factores abioticos (Benezer-
Benezer et al., 2008). Altos niveles de ERO, tales como el superdxido (O,) y peroxido de
hidrogeno (H,0.), inactivan enzimas y dafian importantes componentes celulares (Arora et
al., 2002). Para contrarrestar el estallido de la oxidacion debido a la produccion de ERO,
las plantas tienen mecanismos de defensa antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos; el
primero, incluye a enzimas como superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
peroxidasas (POX); mientras que el mecanismo no enzimatico esta representado por
productos del metabolismo primario con moléculas de bajo peso molecular como los
tocoferoles, glutation y acido ascdrbico (Mittler, 2002) y también por productos del
metabolismo secundario como los compuestos fendlicos (Rehman et al., 2012). Enzimas
como las peroxidasas participan en la resistencia relacionada con el estrés, en la
destoxificacion de perdxidos y en la sintesis de polimeros de pared celular (lignina y
suberina), que constituyen barreras fisicas para estrés biodtico y abidtico (Dicko et al.,
2005). La actividad enzimética de las peroxidasas en especies vegetales se modifica como
mecanismo de defensa a insectos, especificamente, plantas con estrés por incidencia de
mosca blanca, aumentan la actividad enzimética de las peroxidasas en comparacion de
plantas control (Taggar et al., 2012; Zhao et al., 2016).

T. vaporariorum es una plaga polifaga que causa dafios a nivel mundial, el uso
indiscriminado de insecticidas dirigidos hacia su control ha ocasionado serios problemas
ambientales y riesgos para la salud (Cardona et al., 2005). La resistencia varietal de las
plantas contra el dafio por insectos se considera un método potencial para reducir y
controlar plagas (Cardona y Sotelo, 2005), en consecuencia, disminuir el uso de pesticidas
y costos de produccidn. El objetivo de esta investigacion fue medir la actividad enzimatica
de las peroxidasas en diez genotipos de gerbera (Gerbera x hybrida) con infestacién de T.
vaporariorum.

MATERIALES Y METODO

Localizacion del experimento. La investigacion se realizd de junio a diciembre de 2017,
en invernaderos y laboratorio de fisiologia vegetal del Centro Universitario UAEM
Tenancingo de la Universidad Autonoma del Estado de México, que se localizan en el Km
1.5 de la carretera Tenancingo-Villa Guerrero a 18° 97° 03> N y 99° 61’ 17°> O y a una
altitud de 2200 msnm.
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Material biologico. Se emplearon 10 hibridos de gerbera, obtenidos por micro
propagacion, siete desarrollados por Rivera (2015), identificados como, Sofia (Sof),
Estrella (Est), Andrea (And), Magda (Mag), Lisieka (Lis), Carmin (Car) y Morelia (Mor); y
tres hibridos comerciales de nombre Dino (Din), Opera (Ope) y Completa (Com). Cuando
las plantulas, en cultivo in vitro, tuvieron dos meses fueron establecidas bajo invernadero
en macetas de plastico de 20 L con sustrato peat moss y perlita expandida (2:1 [v/v]) para la
horticultura, previamente desinfectado.

Incidencia de la mosca blanca. La infestacion con T. vaporariorum en gerbera fue por
invasion natural del insecto que se manifesto a los 100 dias aproximadamente después del
establecimiento del cultivo. Para determinar la incidencia del insecto, se cuantificaron todos
los estados ninfales por el envés de la hoja en un cm?, el cual se ubicé en el centro de la
hoja; y el numero de adultos por hoja (modificado de Morales y Cermeli, 2007).

Actividad enzimatica de peroxidasas (EC 1. 11. 1.7): Se evallo la actividad enzimatica
de la POX en gerbera sin incidencia (SI) (septiembre) y con incidencia (CI) (noviembre) de
mosca blanca, de acuerdo al método descrito por Anderson et al., (1995). Muestras de hoja
madura, de gerbera (50 mg) se maceraron en una proporcion de 1 g por 4 mL con buffer de
extraccion el cual contenia 50 mM de fosfato de potasio pH 7.2, 1 mM de &cido etilen
diamino tetracético (EDTA) y 1% de polyvinylpirrolidona (PVP). Posteriormente, se
centrifugaron a 6000 rpm durante cinco minutos, el sobrenadante se uso para cuantificar la
actividad enzimatica de la POX. La determinacion de la actividad enzimética se realizé en
un buffer de mezcla de reaccion a 25°C que contenia 50 mM de fosfato de sodio pH 7.0,
3.33 mM de guaiacol, 4 mM de H,0, y 0.020 mL del sobrenadante de la muestra en un
volumen final de 3 mL. Como blanco o solucion de referencia se utilizé buffer de reaccion
sin sobrenadante. La actividad enzimatica se determin6 por la oxidacién del sustrato
(quaiacol) en presencia de H,O, a 470 nm durante tres minutos en intervalos de 30
segundos (coeficiente de extincién del guaiacol e= 26.6 Mm™-cm™, en la ecuacion
nmol-minmg™). Actividad enzimatica POX= (Abs) (¢) (volumen final ensayo/volumen de
la muestra) (mg de proteina).

Disefio experimental y andlisis estadistico. El disefio experimental empleado fue de
blogues completos al azar con 10 repeticiones. El analisis de los resultados incluyé analisis
de la varianza (0=0.05), comparacion de medias Duncan y correlacion mdaltiple, con el
empleo del programa estadistico Info Stat (Di Rienzo et al., 2016).

RESULTADOS Y DISCUSION

Incidencia de Trialeurodes vaporariorum. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (P=<0.0001) en la ocurrencia de adultos y ninfas de mosca blanca entre los
diez hibridos de gerbera evaluados.

La comparacion de medias para incidencia de adultos de mosca blanca (Duncan, a=0.05)
estadisticamente sefiald0 dos grupos, categorizados por su incidencia baja (Completa,
Andrea, Opera, Dino, Sofia, Morelia Carmin, Estrella y Magda) y alta (Lisieka). Los
contrastes de incidencia de adultos del insecto fueron en proporcion de 0 a 23 entre valores
extremos, que corresponden a Completa y a Lisieka, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Incidencia de ninfas (nimero de individuos/cm?) y adultos (hoja completa) de T. vaporariorum en
hojas maduras de Gerbera x hybrida, en etapa fenoldgica inicio de emision de capitulo floral (noviembre).
Comparacion de medias con letras minGsculas= ninfas; comparacién de medias con letras mayusculas=
adultos.

La ocurrencia de ninfas fue en proporcion directa a los adultos de la mosca blanca. Las
diferencias que se encontraron entre valores extremos fueron de 0 a 3 entre Completa y
Lisieka, respectivamente. No obstante, hubo variacion de incidencia ninfal entre los
hibridos evaluados. La comparacion de medias (Duncan, a=0.05) categoriz6 cuatro grupos
por incidencia ninfal como baja (Completa, Andrea, Opera y Dino), moderada baja (Sofia,
Morelia, Carmin y Estrella), moderada (Magda), y alta (Lisieka). Estos resultados son
similares a los reportado en genotipos de lenteja negra (Vigna mungo) con colonizacion de
Bemisia tabaci (Taggar et al., 2012). Al respecto, Sierra et al. (2014), demostraron un
comportamiento de atraccion y disuasion de la mosca blanca hacia ciertos genotipos de
aguacate, debido a componentes intrinsecos de las plantas. De igual manera, genotipos
evaluados de Lycopersicon hirsitum presentan cierta variacion genética de resistencia a la
mosca blanca T. vaporariorum (Bas et al., 1992).

Actividad enzimatica de las Peroxidasas. La actividad enzimaética de la POX en gerbera
fue estadisticamente significativa (P=0.0001), en las mediciones sin incidencia (SI) y con
incidencia (Cl) de mosca blanca. Constitutivamente, todos los hibridos presentaron
variacion en la actividad enzimatica de la POX sin el estimulo de la mosca blanca, las
diferencias fueron en proporciones de 1:19 entre valores extremos correspondientes a
Morelia y Dino. En la evaluacién Cl de mosca blanca, de igual manera, se encontr6
variacion de respuesta en la actividad enzimatica de la POX entre los hibridos (Figura 2).
En promedio, se observo un incremento del 262% de Sl a Cl de mosca blanca. Los hibridos
Morelia y Lisieka proporcionalmente incrementaron POX en 1470 y 435%
respectivamente, de Sl a CI, sin embargo, en terminos de POX fueron los que presentaron
valores menores, lo cual sugiere que mecanismos alternos de defensa pudieran estar
involucrados, y/o pudieran ser mas susceptibles a este insecto. En contraste, hibridos como
Dino y Completa que, SI de mosca blanca presentaron alta actividad enzimatica de la POX,
solo tuvieron un incremento del 0.5 y 10%, respectivamente a la condicion Cl, estos valores
se mantuvieron con una alta actividad enzimatica de la POX con respecto a la mayoria de
los otros materiales vegetales confiriéndoles el caracter de resistente a T. vaporariorum. Un
caso particular fue el hibrido Carmin, que inicialmente presentdé moderada actividad
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enzimatica de la POX y CI de T. vaporariorum incremento hasta un 134% y resulté ser el
hibrido con la mayor actividad enzimatica de la POX, lo que indica que existe una
respuesta enzimatica como defensa contra la incidencia de mosca blanca.
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Figura 2. Actividad enzimatica de la peroxidasa (POX) en hojas fotosintéticamente activas de Gerbera
x hybrida; sin (SI) y con (Cl) incidencia de mosca blanca Trialeurodes vaporariorum. Comparacién de
medias con letras minasculas= Sl; comparacién de medias con letras mayusculas= CI.

guaiacol nmol min-1mg-1proteina
>

1

Las plantas inducen respuestas de defensa para contrarrestar el estrés por insectos, enzimas
antioxidantes estan involucradas en estas respuestas de defensa (Zhang et al., 2008). En
especies vegetales como lenteja negra (Vigna mungo L.) la actividad enzimatica de las POX
se induce, mostrando un mayor incremento en los genotipos resistentes al estrés de la
mosca blanca Bemisia tabaci, que aquellos susceptibles (Taggar et al., 2012).
Similarmente, en plantas de tabaco la actividad enzimatica de las POX, increment6 después
de la incidencia de B. tabaci, en comparacion de las plantas control (Zhao et al., 2016).
Insectos como lepiddpteros y afidos, también inducen un aumento en la actividad de dicha
enzima en su hospedante (War et al., 2011; Xu et al., 2014). Particularmente, en gerbera se
ha reportado un incremento en la actividad enzimatica de la POX bajo condiciones de estrés
(Lai et al., 2007). Las enzimas peroxidasas desempefian un papel importante en la
resistencia relacionada con el estrés, participan la sintesis de polimeros de pared celular
(lignina y suberina), destoxifican peroxidos producidos a causa del estrés oxidativo en las
plantas y ademas en asociacion con fenoles producen fenoxi y otros radicales oxidativos
que actian como elementos disuasorios de alimentacion y/o producen toxinas que reducen
la digestibilidad del tejido vegetal hacia los insectos (Dicko et al., 2005; War et al., 2011).
La capacidad constitutiva y de respuesta de los genotipos de gerbera para aumentar la
actividad enzimatica de la POX después de la incidencia de T. vaporariorum sugiere que
inducen este mecanismo de defensa para contrarrestar el dafio del insecto y les confiere
cierta resistencia.

Por otro lado, la actividad enzimatica de la POX se correlaciond negativamente con la
incidencia de mosca blanca, ninfas (-0.42), adultos (-0.56), y adultos mas ninfas (-0.55), lo
que sugiere una participacion importante de dichas enzimas en la regulacion del dafio por
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insectos (Cuadro 1). Otras investigaciones reportan correlaciones negativas de estas
variables (Taggar et al., 2012).

Cuadro 1. Matriz de correlacion Pearson de cuatro variables medidas en Gerbera x

hybrida.
Ninfas Adultos A+n AePOX
Ninfas 1.0
Adultos 0.92* 1.0
A+n 0.94* 0.99* 1.0
Ae POX -0.42 -0.56 -0.55 1.0

A + n= Adultos mas ninfas; Ae POX= Actividad enzimatica de la Peroxidasa*= valores altamente
significativos.

CONCLUSIONES

La variacion encontrada en la actividad enzimética de las peroxidasas tanto con incidencia
como sin incidencia de T. vaporariorum, sugiere una respuesta diferencial natural entre los
genotipos de gerbera evaluados. La incidencia de la mosca blanca en gerbera increment6 de
manera generalizada la actividad de la enzima POX, lo que indica una participacion
importante de la enzima en el mecanismo de defensa hacia el insecto. La correlacion
negativa entre la actividad enzimatica de la POX y la incidencia del T. vaporariorum,
sefiala que los genotipos de gerbera que presentaron mayor actividad enzimatica tuvieron
una menor fluctuacion del insecto. Los genotipos Din y Com mostraron actividad
enziméatica POX alta con y sin incidencia de mosca blanca lo que representa una defensa
constitutiva y una ventaja ecoldgica con respecto a los demas.
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XIV. ANEXOS

Anexo 1. Cantidades usadas de &cido galico, reactivo Folin Ciocalteu y carbonato

de sodio para la curva estandar de compuestos fendlicos en gerbera.

Concentraciéon Agua para un vol.

Reactivo Folin Carbonato de

final Finalde45ml ~¢1d00alico " “~iooiteu  Sodio 20 %
0.000 mg 3.850 ml 0.000 ml 0.150 ml 0.5 ml
0.005 mg 3.845 m 0.005 ml 0.150 ml 0.5 ml
0.010 mg 3.840 ml 0.010 ml 0.150 ml 0.5 ml
0.015 mg 3.835 ml 0.015 ml 0.150 ml 0.5 ml
0.020 mg 3.830 ml 0.020 ml 0.150 ml 0.5 ml
0.025 mg 3.825 ml 0.025 ml 0.150 ml 0.5 ml
0.030 mg 3.820 ml 0.030 ml 0.150 ml 0.5 ml
0.035 mg 3.815 ml 0.035 ml 0.150 ml 0.5 ml
0.040 mg 3.810 mi 0.040 ml 0.150 ml 0.5ml
0.045 mg 3.805 ml 0.045 m| 0.150 ml 0.5 ml
0.050 mg 3.800 ml 0.050 ml 0.150 ml 0.5 ml

Anexo 2. Cantidades usadas de &cido ascoérbico, para la curva estandar de la

capacidad antioxidante en gerbera.

Concentracion Agua destilada Acido ascorbico DPPH 250 mM
0.000 750 pL 0 pL 2.25 mL
0.005 745 pL 5uL 2.25 mL
0.010 740 pL 10 pL 2.25 mL
0.015 735 pL 15 pL 2.25 mL
0.020 730 puL 20 uL 2.25 mL
0.025 725 pL 25 uL 2.25 mL
0.030 720 puL 30 uL 2.25 mL
0.035 715 pL 35 uL 2.25 mL
0.040 710 pL 40 pL 2.25mL
0.045 705 pL 45 pL 2.25 mL
0.050 700 pL 50 pL 2.25 mL
0.055 695 pL 55 uL 2.25 mL
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