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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 variacién natural a la
infestacion por T. vaporariorum, elemento intrinseco que posibilita resistencia o susceptibilidad a plagas. El objetivo
de esta investigacion fue evaluar la actividad enzimética de las peroxidasas en diez genotipos de gerbera, sin (SI) y
con (CI) incidencia de mosca blanca. Se analizaron el nimero de adultos y ninfas, y la actividad enzimética mediante
espectrofotometria, en un disefio de bloques al azar. Los resultados mostraron diferencias significativas (P > 0.0001)
en la actividad enzimética de las POX en Sl y CI. Constitutivamente, SI de mosca blanca todos los hibridos presentaron
variacion en la actividad enzimética de las POX (P > 0.0001). En promedio, hubo un incremento en la actividad
enzimatica de las POX del 262 % de Sl a Cl de la mosca blanca. Ambas variables ClI y POX se correlacionaron
negativamente en 55 %, lo que sugiere una participacién importante de la enzima en la resistencia o susceptibilidad a
la mosca blanca.
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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 CI 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.

Keyword: 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
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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 estan 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 produccion de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) en las plantas se da como respuesta de
defensa a estimulos externos, tales como dafio mecénico, infeccion por patégenos o la alimentacion
por herbivoros, incluso por factores abioticos (Benezer-Benezer et al., 2008). Altos niveles de
ERO, tales como el superdxido (O2) y perdxido de hidrégeno (H202), 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 superéxido 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 ascérbico (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 peroxidos y en la
sintesis de polimeros de pared celular (lignina y suberina), que constituyen barreras fisicas para
estrés bidtico y abidtico (Dicko et al., 2005). La actividad enzimatica de las peroxidasas en especies
vegetales se modifica como mecanismo de defensa a insectos, especificamente, plantas con estres
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).

Trialeurodes 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 produccion.
El objetivo de esta investigacion fue medir la actividad enzimatica de las peroxidasas en diez
genotipos de gerbera (Gerbera x hybrida) con infestacion de T. vaporariorum.

MATERIALES Y METODO

Localizacion del experimento. La investigacion se realizé de junio a diciembre de 2017, en
invernaderos y laboratorio de fisiologia vegetal 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.

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 | 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 manifestd a los 100 dias aproximadamente después del establecimiento
del cultivo. Para determinar la incidencia del insecto, se cuantificaron todos los estados ninfales
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por el envés de la hoja en un cm?, el cual se ubico en el centro de la hoja; y el nimero de adultos
por hoja (modificado de Morales y Cermeli, 2007).

Actividad enzimatica de peroxidasas (EC 1. 11. 1.7): Se evaluo la actividad enzimatica de la
POX en gerbera sin incidencia (SI) (septiembre) y con incidencia (Cl) (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 extracciéon el cual
contenia 50 mM de fosfato de potasio pH 7.2, 1 mM de acido etilen diamino tetracético (EDTA) y
1 % de polyvinylpirrolidona (PVP). Posteriormente, se centrifugaron a 6000 rpm durante cinco
minutos, el sobrenadante se usd para cuantificar la actividad enzimatica de la POX. La
determinacion de la actividad enzimética se realizd 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 H202y 0.020 ml del
sobrenadante de la muestra en un volumen final de 3 ml. Como blanco o solucion de referencia se
utilizo buffer de reaccion sin sobrenadante. La actividad enzimatica se determino por la oxidacion
del sustrato (guaiacol) en presencia de H202 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
1. Actividad enzimética POX= (Abs) (¢) (volumen final ensayo/volumen de la muestra) (mg de
proteina).

Disefio experimental y analisis estadistico. El disefio experimental empleado fue de bloques
completos al azar con 10 repeticiones. El analisis de los resultados incluyo6 andlisis de la varianza
(e = 0.05), comparacion de medias Duncan y correlacion maltiple, 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 sefialé 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 proporcién de 0 a 23 entre valores extremos, que
corresponden a Completa y a Lisieka, respectivamente (Fig. 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 emisién de capitulo floral (noviembre). Comparacién de
medias con letras mindsculas = ninfas; comparacion de medias con letras mayusculas = adultos.
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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, « = 0.05) categorizd 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 enzimatica de la POX en gerbera fue
estadisticamente significativa (P = 0.0001), en las mediciones sin incidencia (SI) y con incidencia
(CI) 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 evaluacion Cl de mosca
blanca, de igual manera, se encontrd variacion de respuesta en la actividad enzimatica de la POX
entre los hibridos (Fig. 2). En promedio, se observé 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 Cl, sin embargo, en términos 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, Sl
de mosca blanca presentaron alta actividad enzimatica de la POX, sélo tuvieron un incremento del
0.5y 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
presentd moderada actividad enzimatica de la POX y CI de T. vaporariorum incrementd hasta un
134% y resulto ser el hibrido con la mayor actividad enzimatica de la POX, lo que indica que existe
una respuesta enziméatica 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 (ClI) incidencia de mosca blanca Trialeurodes vaporariorum. Comparacién de medias con letras mindsculas
= Sl; comparacion de medias con letras mayusculas = CI.

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 enzimética de las POX se induce,
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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, incrementd después de la incidencia de B. tabaci, en comparacion
de las plantas control (Zhao et al., 2016). Insectos como lepiddpteros y &fidos, 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 enzimética 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 perdxidos producidos a causa del estrés oxidativo en las
plantas y ademas en asociacion con fenoles producen fenoxi y otros radicales oxidativos que actlan
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 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 Ae POX
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.

CONCLUSION

La variacién encontrada en la actividad enzimatica 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 incrementé 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 vy 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 enzimatica 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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