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COMPORTAMIENTO DE ACCESIONES DE PAPAYO NATIVO (Carica papaya L.) EN
RESPUESTA A LA INOCULACION DEL VIRUS DE LA MANCHA ANULAR Rodrigo
Flores Bautista, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2018

Resumen
El virus de la mancha anular del papayo (PRSV-p) causa una de las principales enfermedades que
limitan la produccidn y calidad del fruto de Carica papaya. Probablemente los genes de resistencia
a esta enfermedad se encuentren en papayo nativo, por tal motivo se plantea el objetivo de evaluar
la respuesta de 13 accesiones de papayo nativo y la variedad Maradol roja al PRSV-p, inoculadas
con el insecto vector Aphis nerii. Las accesiones utilizadas en el estudio se obtuvieron del Centro
de Conservacion de Semillas Ortodoxas Sur Sureste, las cuales se colectaron en estado silvestre,
en traspatio o cultivadas. Las semillas fueron sembradas y las plantas de tres meses de edad se
inocularon con el PRSV-p. Se evalu6 semanalmente la incidencia, severidad, altura de la planta,
diametro y longitud de hoja en nueve ocasiones. Las accesiones 203 y 205 fueron las que mostraron
menor severidad a la enfermedad, seguidas de la 60 y 147a; mientras que las accesiones 1973, 150,
944, 64a, 210b y 65 alcanzaron una severidad intermedia, ademas la variedad Maradol roja y las
accesiones 188a, 80 y 169 presentaron la mayor severidad final. Las accesiones que provenian de
un ambito silvestre mostraron el menor grado de severidad, respecto a las accesiones que provenian
de un manejo de traspatio y plantaciones cultivadas. Es posible que en estas accesiones silvestres

se encuentren los genes de resistencia a esta enfermedad.
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PERFORMANCE OF NATIVE PAPAYA (Carica papaya L.) ACCESSIONS IN
RESPONSE TO RING SPOT VIRUS INOCULATIONS
Rodrigo Flores Bautista, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2018

Abstract
The papaya ring spot virus (PRSV-p) causes one of the most important diseases in Carica papaya,
affecting its production and fruit quality. Resistance genes to this disease, probably can be found
in native papaya plants; the main goal of this research was to evaluate the response of 13 native
papaya accessions and the commercial variety Red Maradol to the PRSV-p, inoculated with the
vector insect Aphis nerii. The accessions used in this study were obtained from the Center of
Conservation of Orthodox Seeds South Southeast, collected in the wild, in backyards or in
production fields. Seeds were sown and three months old-plants were infested with the virus.
Disease incidence and severity, plant height, and leaf diameter and length were evaluated weekly
nine times. Accessions 203 and 205 showed the lowest disease severity, followed by 60 and 147a;
while accessions 197a, 150, 94a, 64a, 210b and 65 reached an intermediate severity, while Red
Maradol variety and accessions 188a, 80 and 169 showed the highest final severity. Accessions
coming from a wild environment showed the lowest degree of severity, in relation to those
accessions collected in backyards or under commercial management. It is possible that in these

wild accessions, PRSV-p resistance genes can be found.

Key words: incidence, severity, tolerance, resistance, aphids.
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l. INTRODUCCION

El papayo (Carica papaya L.) es un frutal originario de la region Centroamericana y del
Sur de México; aunque su area de domesticacion no se ha definido completamente debido a su
amplia distribucidn en regiones tropicales y subtropicales del mundo (Fuentes y Santamaria, 2014).
El papayo pertenece a la familia Caricaceae y es la Gnica a especie del género Carica (Ming et al.,
2008; Carvalho y Renner, 2013). La mayor limitante del cultivo es la enfermedad causada por el
virus de la mancha anular (PRSV-p), un Potyvirus que produce grandes dafios y pérdidas entre 50
y 90 % durante el cultivo, y de 30 a 40 % en postcosecha (Hernandez-Castro et al., 2015). El virus
pasa de plantas infectadas a plantas sanas a través de afidos (Hemiptera: Aphididae) que lo
transmiten de manera no persistente. (Villanueva-Jiménez y Pefia-Martinez, 1991). Los principales
sintomas que ocasiona el virus son: manchas aceitosas en la parte superior del tallo y los peciolos,
mosaico severo, distorsion de hojas, anillos concéntricos en los frutos, mismos que impiden el
crecimiento de la planta y afectan drasticamente el tamafio y calidad del fruto (Hernandez-Castro
etal., 2015).

México aporta 6.2 % de la produccién mundial de papaya y ocupa el primer lugar en
exportacion, dirigida a los mercados de Estados Unidos de América y Canada (SIAP, 2016;
BermUdez-Guzman et al. 2017). Los estados de mayor produccion de papaya son Oaxaca (32.7 %),
Colima (16.5 %) Chiapas (13.6 %) y Veracruz (10.9 %) (SIAP, 2016). Las principales variedades
que se cultivan son Maradol, Hawaiana, Amarilla y Criolla (SIAP, 2016). La introduccion de la
variedad Maradol en México desplazé a los genotipos nativos que carecian de las caracteristicas
adecuadas para su proliferacion (Villanueva-Jiménez et al., 2015). Los tipos nativos ain se pueden
encontrar en forma cultivada o silvestre con gran diversidad de formas, tamafios, colores y sabores
(Romero, 2013). Entre los tipos nativos cultivados se encuentran el Cera, Mamey y Coco, que se
comercializan en mercados regionales o locales; en estado silvestre se puede encontrar al tipo
Papayo de Monte, que también es conocido como Papaya Cimarrona, Pajarito, Chiche o Papaya de
Venado (Romero, 2013). La proliferacion de nuevas variedades y la posible liberacion del papayo
transgénico pone en riesgo a los tipos nativos, su desplazamiento podria llevar a estos tipos a estar
en peligro de extincion (Chauvet et al., 2012). El germoplasma de papayo nativo no se ha evaluado
a profundidad en sus diferentes caracteristicas (aroma, color, sabor, dulzura, forma, tamario,

firmeza del fruto y tolerancia a enfermedades virales), en comparacion con las variedades



comerciales. En este sentido, la Red Papaya del SINAREFI (2013) realiza un esfuerzo para rescatar
el germoplasma nativo de México. Entre el material colectado, pudiera existir germoplasma que
sea tolerante al PRSV-p, por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta de algunas

accesiones de papayo nativo al virus de la mancha anular.

1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Teoria de Sistemas

Este trabajo de investigacion utiliza conceptos de la teoria general de sistemas, la que indica
que se debe abordar un problema en toda su complejidad basada en la revision de la totalidad de
sus propiedades; en los sistemas no hay unidades aisladas, por el contrario, todas sus partes
interacttan con una misma orientacion y fin; se hace necesario el ensamble de todos los elementos
que lo integran para el buen funcionamiento del todo en su conjunto (Vilaboa, 2013). Bajo esta
teoria, el trabajo analiza y toma a todos aquellos elementos que interfieren en el equilibrio o
desequilibrio del agroecosistema, dirigiéndonos a solo una de las problematicas, sin perder de vista

los demas elementos que constituyen el agroecosistema.

2.2. Conceptualizacion del Agroecosistema

Agroecosistema (AGES) es una palabra compuesta por agro (del latin ager. campo, tierra)
y ecosistema: conjunto de organismos bidticos y abidticos que interactian en un mismo medio
(Ruiz, 2006). La definicion de AGES es flexible respecto al area de trabajo donde se utilice; por
ellos diferentes investigadores lo definen de forma diferente. La palabra Agroecosistema fue
introducida por el maestro Hernandez-X. (1977), definida como un ecosistema modificado por el
hombre para la utilizacion de los recursos naturales para la produccion agricola. Gliessman (2002)
menciona que un AGES puede verse como un sitio donde se integra la produccién agricola; su
concepto facilita un marco para analizar los sistemas de produccion de alimentos en su totalidad, e
incluye sus conjuntos complejos y sus productos, asi como las interacciones entre sus componentes.
Martinez-Davila et al. (2004) coincide con Ruiz (1995) al mencionar que el AGES es una unidad
de estudio donde existen entradas y salidas, y se observan en la totalidad de los factores que inciden
en el equilibrio o desequilibrio del sistema, analizandolo desde su perspectiva mas general: desde

lo econdmico, politico, cultural y lo fisico-quimico-biologico. Un AGES puede comprenderse



como un espacio de produccidon; puede ser una granja, finca, parcela, milpa o solar (Gliessman,
2002). Sin embargo, Vilaboa et al. (2009) y Martinez-Davila et al. (2011) visualizan un AGES
como una abstraccion que facilita la interpretacion de la realidad agricola. Aungue existen
maultiples definiciones, Altieri (1999) menciona la parte mas dificil es marcar los limites del AGES.
En un AGES existe un controlador, el hombre, quien es parte fundamental del mismo, ya que es
quien modifica y decide respecto a la finalidad del sistema (Altieri, 1995).

2.2.1. Agroecosistemas con papayo

El AGES es la unidad de estudio donde existen entradas (insumos) y salidas (productos), y
se basa en la totalidad de factores que inciden en el equilibrio o desequilibrio del sistema
(interacciones bioldgicas), para lo cual se analiza desde su perspectiva mas general, que incluye lo
econdmico (insumos), lo politico-institucional, lo cultural y lo fisico-quimico-biolégico (Martinez-
Davila et al., 2004). El agroecosistema con base en papayo se centro en el estudio de la interaccion
insecto-planta, con la finalidad de analizar la interaccion virus-planta en genotipos sin manejo
(silvestres), semidomesticados, cultivados, asi como en la variedad comercial Maradol roja, bajo
condiciones semicontroladas de invernadero (Figura 1).
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Figura 1. Agroecosistema con papayo (Carica papaya) en la region central costera de Veracruz.



2.3. Requerimientos Edafoclimaticos del Papayo

Este cultivo se adapta a diferentes latitudes, climas y suelos, por lo que su produccién se ha
extendido hasta latitudes de 32° N y S a nivel del mar (Garcia et al., 2010), con la mayor produccién
comercial presente entre los 23° N y S (Chan, 2009).

Esta especie requiere una altitud de hasta 600 m, con una precipitacién de 800 a 2000 mm
anuales; no tolera sequias, por lo que es comun que requiera un sistema de riego (Garcia et al.,
2010). EI déficit de agua limita el crecimiento y la produccion de fruto; en cambio, el exceso de
agua afecta la absorcion de nutrientes y disminuye la disponibilidad de oxigeno en el sistema
radicular, lo que aumenta la posibilidad de ataque de plagas y enfermedades (Campostrini y Glenn,
2007). La humedad relativa es otro requerimiento importante, ésta debe ser mayor de 65 % para
mantener una Optima conductancia estomatica y un buen crecimiento del cultivo (Garcia et al.,
2010).

El papayo no es un cultivo exigente en cuanto al tipo de suelo, pero debe tener un buen
drenaje; los suelos idoneos son los de textura media con 10 a 30 % de arcilla, profundidades
mayores a 80 cm y pH entre 5.6 a 7.0 (Chan 2009; Garcia et al., 2010).

La temperatura 6ptima se encuentra entre 21 y 33 °C con un optimo para realizar la mayor
fotosintesis entre 25 y 30 °C; es extremadamente sensible a heladas y si la temperatura cae por
debajo de los12 °C durante varias horas por la noche, se afectan el crecimiento y la produccion
(Chan, 2009). En el rango de temperaturas bajas se favorece el desarrollo de sintomas severos de
la enfermedad ocasionada por el virus de la mancha; por el contrario, las altas temperaturas estan
asociadas a una baja concentracion viral y atenuacion de sintomas (Cabrera et al., 2010). Al
respecto, Hull (2002) menciona que las enfermedades virales se favorecen a temperaturas entre 16
y 30 °C.

2.4. Descripcion Taxondmica y Boténica del Papayo

C. papaya es una especie dicotileddnea, perennifolia y de consistencia herbacea (Agusti,
2004) (Cuadro 1). Yogiraj et al. (2014) lo describen como un arbol herbaceo y perenne, con un
tallo no lefioso y hueco en su interior, de hasta 20 m; hojas palmeadas, lobuladas con margenes
enteros y peciolos de mas de 1 m de longitud, las cuales se aglomeran en forma de racimos
terminales. Las hojas primarias de una planta de papayo joven no son lobuladas hasta la produccion
de las segundas hojas; la filotaxia de las hojas es en espiral, produce de tres a ocho hojas por semana



(Paterson et al., 2008). Sus frutos pueden contener hasta 1000 semillas. Esta especie cuenta con
una alta plasticidad fenotipica, al reproducirse en lugares perturbados y formar parte de diversos
agroecosistemas (Jiménez et al., 2014).

Es una especie diploide con un pequefio genoma de 372 mil pares de bases y nueve pares
de cromosomas (2n=18). El genoma de esta especie se posiciona entre el de las hierbas y los
arboles, por la capacidad de producir hidratos de carbono, respuestas fotoperiodicas y metabolitos
secundarios (Ming et al., 2008). El género Carica se deriva de una clase de higo que tiene las hojas
y frutos semejantes a la planta de papayo (Bennett y Leitch, 2005). Anteriormente, la familia estaba
clasificada en cuatro géneros, Cyclimorpha, Jacaratia, Jarilla y Carica, este Ultimo compuesto por
21 especies (Badillo, 1971). Posteriormente, la familia Caricaceae se reclasificd en seis géneros
con la incorporacion de Vasconcellea y Horovitzia; el género Carica se redujo a una sola especie

que representa a la papaya cultivada (Badillo, 2000) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica del papayo.

Dominio Planta con flores
Reino Plantae
Sub Reino Tracheobionta
Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniidae
Superdivision Spermatophyta
Phyllum Steptophyta
Orden Brassicales
Familia Caricaceae
Género Carica
Nombre botanico Carica papaya L.

Tomado de Yogiraj et al. (2014).

2.5. Fenologia del Cultivo de Papayo

El papayo es perennifolio, de alta capacidad fotosintética y crecimiento rapido (Vargas,
2013). Sus frutos los produce de forma continua en las axilas de las hojas dispuestas en espiral a lo
largo del mismo tallo. Su periodo de vida puede ser de cinco a diez afios en forma silvestre (Chan,
2009), a pesar de que Valdés (2002) menciona que el papayo puede vivir hasta 20 afios, aunque

solo los tres primeros afios son los de mayor produccion. La vida del papayo en plantaciones



comerciales se ha reducido a un afio por cuestiones fitopatoldgicas y porque se dificulta la cosecha,
debido a que los arboles llegan a ser demasiado altos (Jiménez et al., 2014). La fenologia del
papayo abarca cuatro etapas, la juvenil que va desde el trasplante hasta el inicio de la floracion, la
etapa de floracion se determina desde la aparicion del primordio floral hasta que la flor es
polinizada (antesis), la fructificacion o amarre de los frutos se determina desde el primer flujo de
floracion hasta el inicio de cosecha; la tltima etapa es la de maduracion de los frutos para la cosecha
(Vazquez et al., 2008).

2.5.1. Importancia economica de la papaya

La papaya es la tercera fruta tropical mas consumida en el mundo; por el dinamismo en su
comercializacion, es considerada una de las frutas mas importantes desde el punto de vista
econdmico (Granados et al., 2015; SIAP, 2016; SAGARPA, 2017).

En produccion de papaya a nivel mundial, México ocupa el quinto lugar al aportar 6.2 %
de la produccion; es el primer lugar en exportacion (Figura 2) (SIAP, 2016; SAGARPA, 2017;
BermUdez-Guzman et al., 2017). Los estados de mayor produccion de papaya Maradol son Oaxaca
(32.7 %), Colima (16.5 %), Chiapas (13.6 %), Veracruz (10.9 %) y Michoacan (7.3 %); que aportan
un volumen de 81.1 % a nivel nacional (SIAP, 2016).
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Figura 2. Principales exportadores mundiales de papaya. Fuente: SIAP (2016).



2.6. Desplazamiento del Papayo Nativo por Variedades Comerciales

En México, los principales tipos de papayo que se cultivaban eran la Cera o Amarilla, la
Mamey y la Zapota (De los Santos et al., 2000). Sin embargo, la introduccion de la variedad
Maradol en el pais tuvo como consecuencia el desplazamiento y la baja produccion de los genotipos
nativos, tales como los tipos Cera y Mamey (Villanueva-Jiménez et al., 2015). Las ventajas que
ofrecié la variedad Maradol de origen cubano fueron: una poblacion ginodioica méas estable y que
requiere menos semillas al establecimiento, asi como fruta de mayor resistencia y vida de anaquel
(De los Santos et al., 2000). Por el contrario, los tipos nativos como Cera, Mamey, Zapota, Coco y
Papaya de monte o cimarrona son poco cultivados en la actualidad, debido a que no cuentan con
las caracteristicas aceptables para su comercializacion (Romero, 2013). Afortunadamente, los tipos
nativos (Cera, Mamey y Zapota) fueron domesticados y aun se les puede encontrar en traspatios o
huertos, mientras que la papaya cimarrona, papaya de monte o papaya pajarito se pueden encontrar
en estado silvestre, ya que debido a su tamafio pequefio y escasa pulpa no se consumen en fresco,
tienen poco valor comercial y por ello no se cultivan; su uso mas comun es la elaboracion de

conservas y como planta ornamental en algun traspatio (Avila-Reséndiz et al., 2009).

2.7. Principales Plagas y Enfermedades del Papayo

El papayo es afectado por una gran diversidad de organismos plaga que reducen la
longevidad, produccion y calidad de frutos (Rodriguez et al., 2013). Las principales plagas
(insectos y acaros) que afectan el cultivo de papayo en México son los &caros (Acarina)
Tetranychus merganser; Eutetranychus banksi; Calacarus citrifolii 'y posibemente
Polyphagotarsonemus latus) que atacan con frecuencia al follaje, sin importar la edad de la planta;
el piojo harinoso (Hemiptera: Pseudococcidae) (Paracoccus marginatus) y mosquitas blancas
(Hemiptera: Aleyrodidae, Trialeurodes vaporarirum, Trialeurodes variabilis y Bemisia tabaci),
que transmiten algunas enfermedades virales (Abato-Zarate et al., 2014). Entre las principales
especies transmisores del PRSV-p se encuentran los afidos (Hemiptera: Aphididae); los reportados
para México son: Myzus persicae, Aphis gosypii, Aphis fabae, Aphis spiraecola, Aphis nerii y
Macrosiphum euphorbiae (Cabrera et al., 2010).

El papayo también es afectado por hongos (Colletotrichum gloeosporioides, Sclerotium
rolfsii) y oomycetos (Phytophthora sp. Pythium sp.) que generan la pudricion de raiz y la

antracnosis de los frutos (De los Santos et al., 2000). El cultivo del papayo es susceptible a una



gran diversidad de virus: el virus de la marchitez necrotica del papayo (Papaya apical necrosis
virus, PANV), el virus de la distorsion del mosaico del papayo (Papaya leaf distortion mosaic
virus, PLDMV), el virus del amarillamiento letal del papayo (Papaya lethal yellowing virus,
PLYYV), el virus del amarillamiento leve de las hojas del papayo (Papaya mild yellow leaf virus,
PMYLV), el virus del mosaico de papayo (Papaya mosaic virus, PMV), el virus de la mancha
anular del papayo (Papaya ringspot virus, PRSV-p), y el virus de la marchitez manchada del tomate
(Tomato wilt virus, TSWV) (De los Santos et al., 2000). De dichos virus, el PRSV y PMV se
consideran los mas importantes para el cultivo del papayo en México (Hernandez-Castro et al.,
2004). Bajo condiciones de temperatura y humedad favorables, las plagas generan el desarrollo de
enfermedades como: antracnosis, mancha anular del papayo, marchitez necrética del papayo, y
mosaico del papayo (De los Santos et al., 2000).

2.7.1 EI PRSV-p

La mancha anular del papayo es una enfermedad ocasionada por el virus de la mancha
anular del papayo (PRSV-p o VMAP por sus siglas en espafiol), la cual es transmitida por varias
especies de afidos de manera no-persistente, entre los que se encuentran el pulgén del melon y el
algodonero (A. gossypii), el pulgon de la adelfa (A. nerii), el pulgén verde de los citricos (A.
spiraecola), el pulgén verde del chile y del durazno (M. persicae) y el pulgon verde de las
solandceas (M. euphorbiae) (Herndndez-Castro et al., 2004). La infeccion del virus no es
transmitida por semilla ni por injerto de peciolos (Becerra-Leor et al., 1994). La infeccion también
se puede transmitir mecanicamente, de hecho, esta metodologia se usa en experimentos para
inocular savia de plantas enfermas a plantas sanas (Cabrera et al., 2010). La planta es susceptible
a cualquier edad y los sintomas se manifiestan de dos a tres semanas después de la inoculacion
(CABI, 2012). El virus de la mancha anular se encuentra en la mayor parte de las regiones
productoras de papaya de Oceania, Hawai (EUA), Australia, Filipinas y Tailandia; en el continente
Asiatico en Taiwan, Vietnam, India, Sri Lanka, y en varios paises de Africa. Ademas de México,
en el Continente Americano se localiza en Brasil, Venezuela, Florida (EUA) y en varias islas del
Caribe, entre otros (Rodriguez et al., 2013). En México, Noa-Carrazana et al. (2006) reportaron
gue el PRSV-p estuvo presento en 58 municipios muestreados.

Los sintomas que ocasiona la enfermedad se describen a continuacion: engrosamiento y
amarillamiento de nervaduras en hojas jovenes, moteado y mosaico foliar, en ocasiones

ampollamiento severo y distorsion de hojas, manchas de color verde olivo y de aspecto aceitoso en



peciolos y tallo, mientras que en los frutos verdes se desarrollan en la superficie manchas o circulos
concéntricos de color verde oscuro (Figura 3), que al madurar se pueden tornar anaranjado-
parduzco (Rodriguez et al., 2013). Los sintomas mas tipicos son la formacion de manchas anulares
en el fruto y la deformacion del mismo, las infecciones tempranas reducen severamente el
crecimiento y puede anular por completo la produccién, el dafio ocasionado en plantas adultas se
distingue por la disminucion del dosel y defoliacion, lo que expone los frutos a quemaduras
ocasionadas por el sol. En Meéxico, esta enfermedad ha reducido la productividad del cultivo a solo

un afo (Rivas-Valencia et al., 2008).

Figura 3. Sintomas de la mancha anular del papayo transmitido por PRSV-p en las hojas. a)
Clorosis internerval; b) Mosaico ligero; c) Parches; d) Mosaico acentuado; €) Deformacion; f)
zonas abultadas verde intenso; g) Mosaico intenso; h) Reduccion de lamina foliar hasta alcanzar la
filiformidad; i) Manchas de apariencia aceitosa; y j) Anillos concéntricos y ligera deformacion.

2.7.2. Técticas de control de la mancha anular del papayo
El control quimico es el primer método de control fitosanitario que se utiliza en los cultivos

de papayo. Sin embargo, el uso intensivo e irracional de plaguicidas ha causado dafios al ambiente,



ha generado resistencia en los organismos plaga, y ha eliminado la fauna benéfica (Hernandez-
Castro et al., 2010). Al respecto Osorio-Acosta et al. (2016) reportaron que imidacloprid y malation
generaron 100 % de mortalidad a 24 h, mientras que pymetrozine tiene potencial en la prevencion
de la transmisién viral no persistente. En Cuba se estan probando inhibidores virales; Hernandez
et al. (2017) reportan a Inhibitovir® como tratamiento preventivo efectivo para el control del
PRSV-p en campo, dado que su efectividad es similar al inhibidor comercial (Q-2000VI®).

Como método cultural se han usado los siguientes: barreras vegetales de maiz (Zea mays)
y jamaica (Hibiscus sabdariffa) para el limpiado del estilete de los afidos infectivos, eliminacion
de plantas con sintomas iniciales del virus, proteccién del vivero con malla antiafidos (Hernandez-
Castro et al., 2004), aplicaciones semanales de aceites minerales como la citrolina (Hernandez-
Castro et al., 2003) y eliminacion de arvenses que pudieran ser fuente de in6culo (Ordaz-Pérez et
al., 2017). También se buscan genotipos resistentes o tolerantes al virus (Yi-Jung et al., 2009).

Respecto al control biologico de afidos, Gonzéalez y Rodriguez (2008) reportaron la
presencia de huevecillos de Chrysopa sp. (Neuroptera: Chrysopidae) y Adalia decempunctata
(Coleoptera: Coccinellidae) en el cultivo del papayo en los meses de enero, mayo Yy junio, junto
con poblaciones muy bajas de afidos.

Sin embargo, el método de control mas completo es el manejo integrado de plagas (MIP),
que combina tacticas culturales, quimicas y fisicas para retrasar la aparicion de la epidemia, reducir

la severidad causada por el PRSV-p y aumentar la productividad (Hernandez-Castro et al., 2010).

2.8. EI PRSV-p en Papayo en Veracruz

La mancha anular del papayo ha sido ampliamente estudiada bajo diferentes enfoques, con
la finalidad de probar técnicas y métodos que ayuden a buscar alternativas en el retraso de la
enfermedad. En Veracruz, Hernandez-Castro et al. (2004) cuantificaron el efecto de la eliminacion
de plantas con sintomas iniciales de PRSV-p como un componente cultural de un sistema de
manejo integrado de plagas (MIP). En el MIP incluyeron barreras de maiz (Z. mays) y jamaica (H.
sabdariffa), proteccion del vivero con malla de polipropileno (Agribon-17®), y densidad de
plantacion alta (2400 plantas ha). Evaluaron tres tratamientos: MIP con eliminacion de plantas,
MIP sin eliminacion de plantas y el testigo con manejo regional. La menor severidad se registré en
el tratamiento MIP con eliminacion, por lo que los autores argumentaron que el sistema MIP con

eliminacidn es una alternativa. Sin embargo, es una practica de dificil adopcidn por los agricultores,
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por la falta de convencimiento y su negativa a eliminar plantas infectadas con apariencia sana o
con gran carga de fruta. Por su parte, Herndndez-Castro et al. (2005) determinaron el efecto de
extractos acuosos 10 % de semillas de neem (Azadirachta indica) en el comportamiento de
alimentacion y mortalidad de A nerii, y en la transmisién del PRSV-p. Concluyeron que el neem
no impidid la alimentacion ni la transmisién del virus. En Michoacan, Rivas-Valencia et al. (2008)
evaluaron las barreras vegetales de H. sabdariffa, la aspersion de citrolina (1.5 %) y la eliminacion
de plantas con sintomas iniciales en un contexto de manejo integrado (MI). Reportan que el Ml
con barreras vegetales retras6 19 dias el inicio de la enfermedad, tratamiento con la mayor
produccion. La citrolina fue fitotoxica, disminuyo el vigor de plantas (5.3 %) y no limito
significativamente el desarrollo de la enfermedad. En este caso, el uso de barreras por si solas no
fue suficiente en la reduccion de la incidencia y dispersion de la enfermedad. En Cuba, Hernandez
et al. (2017) evaluaron la eficacia de un nuevo inhibidor viral (Inhibitovir®), aplicado como un
tratamiento preventivo y curativo para controlar la enfermedad ocasionada por el PRSV-p en
condiciones de campo. Los resultados mostraron la posibilidad de utilizar este inhibidor viral contra
esta enfermedad porque su efectividad era comparable a la del antiviral comercial Q-2000V1, con
una proteccion satisfactoria hasta la cosecha, lo que permite aumentar los rendimientos de 1.5 a 3
veces. El efecto preventivo de las aplicaciones de inhibitovir puede atenuar y reducir los sintomas
de la enfermedad, incluso en aquellas plantas que se infectaron antes del tratamiento. La aplicacién
del antiviral y el manejo integrado de plagas ofrece una nueva alternativa para el control eficiente
de PRSV-p.

En Cuba, Rodriguez et al. (2013) evaluaron la mancha anular en las accesiones Tallo
Morado de Nava, Amarilla de Duaba, Amarilla de Nava y Sapote de Pilén, con un incremento
temporal de la proporcion de plantas afectadas en todas las accesiones. La accesion Amarilla de
Duaba mostro los sintomas dos meses después de la primera evaluacién (DPE), mientras que el
resto lo hizo a los cinco meses, aungue con proporciones que variaron entre ellas. La intensidad de
los sintomas fue menor en el tallo (1.7 a 2.66), mayor en peciolos (2.21 a 3.03) y mayor en follaje
(3.44 a 4.03).

En Guerrero, Hernandez-Castro et al. (2015) evaluaron las siguientes tacticas del manejo
integrado del PRSV-p: proteccion de plantulas con malla de polipropileno, alta densidad de plantas
(2700 plantas ha), erradicacion de plantas enfermas con sintomas iniciales de la enfermedad,
barrera de maiz en la misma fecha alrededor del cultivo de papaya e intercalada cada tres hileras.
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Se observo un retraso de cinco meses en la incidencia del PRSV-p (30 %), con un mayor nimero
de frutos por planta (15.3) y 78 t ha'l, a diferencia del manejo regional que en el mismo periodo
llegé al 100 % de infeccion, con 10.2 fruto y rendimiento de 48 t ha™*. En Perd, Valderrama et al.
(2015) caracterizaron la sintomatologia y el perfil molecular del PRSV-p en el papayo de las zonas
del norte de Perud. La inoculacion del virus PRSV-p se realiz6 en plantas sanas de C. papaya,
Chenopodium murale, Ch. amaranticolor, Ch. quinoa, Cucumis melo, C. sativus y Cucurbita pepo;
a los 45 dias, C. papaya mostré aclaracion de nervaduras, mosaico, distorsion y reduccion de la
lamina foliar; en C. melo, C. sativus y C. pepo mostrd clorosis sistémica, en Ch. murale, Ch.
amaranticolor y Ch. quinoa no se evidenciaron sintomas. C. papaya, C. melo, C. sativus y
Cucurbita pepo fueron analizadas por la técnica seroldgica de ELISA y por RT-PCR, lo que
permitio comprobar que el PRSV-p se encuentra infectando las plantaciones del norte del Perd.
Osorio-Acosta et al. (2016) evaluo la efectividad de la aplicacion de insecticidas para reducir la
transmision viral y la mortalidad de &fidos con seis insecticidas/acaricidas de diferentes modos de
accion (malation, deltametrina, imidacloprid, 6xido de fenbutatin, pymetrozine y rotenona). Las
transmisiones significativamente mas bajas se obtuvieron al usar pymetrozine (19 %) y rotenona
(29 %), mientras que las mayores fueron con deltametrina (81 %) y malation (66 %). El
imidacloprid y malation ocasionaron 100 % de mortalidad a 24 h, mientras que pymetrozine y
Oxido de fenbutatin produjeron la mortalidad més baja (46 %). Rotenona ocasiond fitotoxicidad en
hojas de papayo. Por lo que pymetrozine tiene potencial en la prevencién de transmision viral no
persistente. En la India, Yanthan et al. (2017) evaluaron rasgos morfolégicos, frutales y de
tolerancia al PRSV-p en 38 progenies intergenéricas avanzadas (F6) de Carica papaya (var. Arka
Surya) y Vasconcellea cauliflora, de las cuales siete progenies (R5P16, R6P16, R7P16, R14P7,
R17P16, R19P1 y R35P10) fueron tolerantes bajo condiciones de campo.

I1l.  HIPOTESIS
3.1. Hipdtesis General

Existen accesiones nativas que muestran menores sintomas del virus de la mancha anular

respecto a la variedad Maradol, cuando se inoculen con el insecto vector Aphis nerii.
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General
Evaluar la respuesta de 13 accesiones de papayo nativo y la variedad Maradol Roja al

virus de la mancha anular, inoculadas con Aphis nerii.
V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Area de Estudio

El presente trabajo se realizé en el Colegio de Postgraduados Campus Veracruz, predio
Tepetates, municipio de Manlio Fabio Altamirano, Veracruz, México (Figura 4), situado a los
19.194061° LN y 96.342016° LO, a 24 msnm.
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Figura 4. Ubicacion del experimento. Colegio de Postgraduados, Campus Veracruz.

5.2. Material Biolégico

Se utilizaron accesiones de papayo nativo resguardadas en el Centro de Conservacion de
Semillas Ortodoxas Sur Sureste, producto de la exploracion y colecta realizadas por el Dr. Catarino
Avila Reséndiz, coordinador de la Red Papaya del Sistema Nacional de Recursos Fitogenéticos
para la Alimentacion y la Agricultura (SINAREFI, 2013). En el Cuadro 2 se indican las
caracteristicas de cada accesion, las cuales provinieron de los estados de Veracruz, Guerrero,
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Tabasco y Campeche. También se utilizo la variedad Maradol roja de Semillas del Caribe®. Se

registro el tipo de manejo en el que fue colectada cada accesion.

5.3. Produccién y Mantenimiento de Plantulas

Como tratamiento pre-germinativo de la semilla, se remojé por 48 h con cambios de agua
cada 8 h. Posteriormente se realizo la inmersion de la semilla en una solucion de &cido giberélico
por 12 h; en seguida se colocaron las semillas en zigzag sobre tela de franela humedecida,
previamente esterilizada con vapor de agua a 121 °C en autoclave; las piezas de franela de 15 x 20
cm se doblaron en forma de “sandwich” y se colocaron en una camara ambiental a 35 °C y 80 %
de humedad relativa. Diez dias después, las semillas germinadas se sembraron en charolas de
polietileno de 28 cavidades en sustrato a base de musgo sphagnum (Peat Moss®) y suelo rico en
materia organica (1:1). Para garantizar la obtencién de plantas libre de virus, las plantulas se
mantuvieron bajo maya sombra (75 %), las que se regaron cada tercer dia. Las plantas se
trasplantaron a macetas de polietileno (20 x 15 cm), hasta que presentaron de 8 a 10 hojas
verdaderas. Las plantas se pasaron a un invernadero del Colegio de Postgraduados, Campus

Veracruz, Municipio de Manlio Fabio Altamirano, Veracruz, México, previo a su inoculacion.

5.4. Obtencion de la Fuente de In6culo del PRSV-p

Se utilizé la metodologia descrita por Osorio-Acosta et al. (2016) y Hernandez-Castro et
al. (2005). Se colectaron hembras apteras de A. nerii provenientes de su hospedero silvestre en
campo, Asclepias curassavica. Para obtener afidos libres de virus, en una caja de Petri se
mantuvieron hembras adultas en ayuno, hasta producir ninfas de primer instar. Las ninfas recién
emergidas se colocaron sobre plantas sanas de A. curassavica, obtenidas a partir de semilla, y se
mantuvieron en jaulas entomoldgicas en el invernadero a temperatura ambiente de 23+4 °C y una
humedad relativa de 80+10 %, con fotoperiodo natural de 12+1 h de luz. La fuente de inéculo se
obtuvo de hojas de la parte superior de una planta de papayo, colectadas en una huerta comercial
en Jamapa, Veracruz, México, la cual mostraba los sintomas caracteristicos del PRSV-p. Las hojas
resultaron positivas a la reaccion en cadena polimerasa (RT-PCR). En estas hojas se colocaron
afidos libres de virus por 45 a 55 s para el periodo de adquisicion del virus; en seguida, se pasaron
10 afidos a cada una de las 13 plantas sanas de papayo que se utilizaron como fuente de inoculo,

donde se mantuvieron por un periodo de inoculacion de 2 h. Una vez transcurrido este tiempo los
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afidos se eliminaron manualmente. A los 20 dias se colectaron muestras de hoja de cada planta
para indexarlas mediante RT-PCR. Las plantas positivas al PRSV-p se mantuvieron en jaulas y se

utilizaron como fuente de inéculo en el experimento.

5.5. Evaluacion de Accesiones de Papayo a la Transmision con Afidos

El ensayo se establecio con tres plantas por accesion (Cuadro 2), las que se inocularon
durante tres ocasiones mediante afidos infectivos con el propésito de aumentar el porcentaje de
infeccion durante el periodo de evaluacién. La primera inoculacion se llevo a cabo el 31/10/2017,
la segunda el 21/11/2017 y la tercera el 12/12/2017. Para la inoculacion del PRSV-p en las plantas
sanas, hembras apteras de A. nerii de la cria se mantuvieron en ayuno durante 2 h en una caja Petri.
Posteriormente, se transfirieron 10 afidos a la fuente de indculo durante 45 a 55 s e inmediatamente
se colocaron en una planta sana de papayo nativo o de la variedad Maradol Roja. La planta con
afidos se confind de 20 a 30 min en una jaula entomoldgica en el invernadero, para asegurar la
transmision viral. En seguida, se retiraron los insectos vivos. Las plantas se mantuvieron del
06/11/2017 al 06/01/2018 en un invernadero con malla antiafido; a temperatura ambiente promedio
de 24 °C. Se realizaron evaluaciones semanales de la incidencia y severidad de sintomas del PRSV-
p en hojas (engrosamiento y amarillamiento de las nervaduras, moteado o mosaico foliar,
ampollamiento y distorsion de las hojas), tallo y peciolos (manchas de color verde olivo y aspecto
aceitoso). Se determind que una planta estd enferma cuando alcanzé el grado dos de la escala
propuesta por Rodriguez et al. (2013) (Cuadro 3). Asi mismo se evalud el diametro y longitud de
la hoja y la altura de planta. Se graficé la tendencia del desarrollo de la planta; posteriormente se
ajusté a una curva de crecimiento lineal o logaritmica (Excel, v. 10.0), que dependi6 de la

interaccidn del genotipo con el virus.

5.6. Variables Evaluadas y su Estimacion Estadistica

Dado el objetivo de evaluar el comportamiento de 13 accesiones de papayo nativo y la
variedad Maradol Roja al virus de la mancha anular, inoculadas con A. nerii, las variables evaluadas
fueron las siguientes.

5.6.1. Altura de la planta, diametro y longitud de la hoja

La altura de la planta se midié desde la base del suelo hasta la parte apical de la planta, el
diametro de la hoja (DH) se midio en la parte mas ancha de la hoja de extremo a extremo y la
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longitud de la hoja (LH) se midi6 desde la nervadura centran hasta el extremo del 16bulo medio
(Dantas et al., 2000). La altura se estimo en tres plantas de cada accesion; el DHy la LH se midieron
en tres hojas por planta.

5.6.2. Estimacidn de los indices de incidencia y severidad

Estos indices se calcularon segin Herndndez-Castro et al. (2004). La incidencia de la

enfermedad se determind mediante la formula siguiente:

(%) = (z—t) * 100, donde: | (%) = Incidencia de la enfermedad en porcentaje; ny =
NUmero de plantas enfermas por parcela experimental en el momento; y Nj = Numero total de
plantas evaluadas por parcela experimental.

La estimacion visual del valor de severidad por planta se transformé al promedio del rango
porcentual indicado en la descripcién de sintomas (Cuadro 3); y esto constituyo el nivel de dafio
en el momento de la evaluacion (Xxi), con el que se calculd el indice de severidad promedio por
accesion, mediante la siguiente formula.

k
Y XpixNypi , - . . . ~
= w Donde: IS = Indice de severidad; Xki = Nivel del dafio en el momento de

J
la evaluacion; Nk = NUmero de plantas con el nivel del dafio en el momento de la evaluacion; y N;

IS

= Numero total de plantas evaluadas.
Los resultados del indice de severidad se sometieron a un anélisis no paramétrico de Kruskal
y Wallis (McDonald, 2014) para comparar los cuatro grupos de accesiones segun su manejo

(cultivado, traspatio, silvestre y comercial).
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Cuadro 2. Accesion, ubicacion geografica, tipo de fruto y grado de manejo de la colecta de Carica papaya.

Fecha colecta  Accesion Estado Municipio Localidad Longitud Latitud Altitud ~ Tipo Manejo
0 N (msnm)
31/07/2010 60 Veracruz Chicontepec Ahuateno 98.17 20.97 642 Mamey Traspatio
31/08/2011 642 Guerrero Chilpancingo  Chilpancingo-Acapulco 99.53 17.22 646 Papaya Traspatio
31/08/2011 65 Guerrero Tierra Col. San José 99.53 17.16 273 Criolla Traspatio
Colorada colorada
01/09/2011 80 Guerrero Tecoanapa El Pericon 99.32 16.98 627 Papayo Traspatio
03/09/2011 94 Guerrero San Marcos Cariedad 99.31 16.75 56 Pico de Silvestre
pajarito
05/07/2012 147 Tabasco Huimanguillo  Col. José Maria, Pino Suarez ~ 93.64 17.78 25 Papayitas Silvestre
Primera Seccidn

05/07/2012 150 Tabasco Huimanguillo  Miguel Hidalgo 93.74 17.67 24 Papaya Cultivada
07/07/2012 169 Tabasco Huimanguillo  La Venta 94.04 18.10 15 papaya Cultivada
27/07/2012 188a Tabasco Tenosique San Carlos 91.49 17.43 42 P. Zapote Cultivada
28/07/2012 197 Tabasco Centro Tamulté de las Sabana 92.79 18.16 8 P. Zapote Cultivada
29/11/2012 203 Campeche  Calakmul Becan 89.46 18.51 277 ) Silvestre
30/11/2012 205 Campeche  Calakmul El Plan de San Luis 89.56 18.53 255 “) Silvestre
31/12/2012  210b Campeche  Calakmul Conguas 89.92 18.54 176 “) Silvestre
26/08/2017 Maradol roja  Cuba - - - - - Variedad Comercial

Cuadro 3. Escala de severidad y descripcion de sintomas para la evaluacién de plantas de papayo (C. papaya) infectadas por el virus del
PRSV-p. Ajustado de Rodriguez et al. (2013).

Severidad Descripcion de sintomas Rango promedio para calcular severidad
0  Ausencia de sintomas 0
1 Sospecha de sintomas, pero sin estar bien definido 1-9 % 5
2  Sintoma evidente, pero puntual en el érgano 10-24 % 17
3  Sintoma que abarca el 25-50 % del drgano afectado y no se encuentra generalizado en todos los érganos. 38
4 Sintoma severo, pero que solo afecta entre el 51 y 75 % del érgano y se encuentra generalizado en los 6rganos. 63
5  Sintoma severo y generalizado en todos los érganos, 76-100 %. 88




5.6.3. Deteccion molecular del PRSV-p mediante RT-PCR

La identificacion del virus en las muestras colectadas en campo e invernadero se determino
mediante la prueba de RT-PCR siguiendo las especificaciones del fabricante. Se realiz6 la
extraccion del RNA del PRSV-p para generar DNA complementario y de ahi partir a la PCR,
mediante la enzima transcriptasa reversa. Para la extraccion de acidos nucleicos se utilizo el Kit
de extraccion de RNA de Zymo Research® y se procesé segun las indicaciones del fabricante. Se
macerd una muestra de 30 mg, de hoja de papayo con sintomas; se transfirié a un tubo Eppendorf®
de 1.5 ml, se agregaron 600 pl de ZR RNA Buffer y se centrifugd a 500 rpm. Se transfiri6 el
sobrenadante a la columna y se coloc6 en un tubo colector donde se centrifug6é a 12,000 rpm.
Posteriormente se agregaron 400 pl de RNA y se centrifug6 a 12,000 rpm. En seguida se agregaron
700 pl de RNA vy se centrifugd a 12,000 rpm; se repitio el paso con 400 pl de RNA buffer de
lavado y se centrifugd a 12,000 rpm por 2 min para remover el Buffer de lavado. Se coloco la
columna en un tubo estéril libre de RNAsas, se agregaron 10 pl de agua libre de DNAsas y
RNAsas, y se reposo por 1 min a temperatura ambiente. Por ultimo se centrifug6 a 18,000 rpm. Se
recolectd el RNA resuspendido y se almacen6 a -80 °C. EI ARN se cuantifico en nanodrop a través
de la relacién de absorbancia A260/280 y A260/230 2000/2000 y Thermo Fisher®. Para la relacion
A260/280, el acido nucleico se consideré puro en un rango de 1.8 a 2.0; y para la relacion
A260/230, el rango fue de 1.5a 2.2.

Serealizd la RT-PCR en un termociclador Multigene y Labnet® con el producto de Promega
RT-PCR System ®. Para amplificar la region de la proteina de la capside (CP) que permite el
diagnostico del PRSV-p, se utilizo el primer 3F
(5"GACCATGGTCCTAGAATGAAGCTGTGGATG 3) y el primer 11R
(3 TTTTTTTTCTCTCATTCTAAGAGGCTC 5"), disefiados por Noa-Carrazana et al. (2006).
Los siguientes agentes se agregaron y mezclaron en un tubo de 0.25 ml: 26 pl agua libre de
nucleasas, 10 pl de AMV/Tfl 5X, 1 ul dNTP Mix, 50 pmol (3 ul) primer 3F, 50 pmol (3 ul) de
primer 11R, 2 pl 25 mM MgSOg4, 1 pl AMV reversa transcriptasa, 1 pl de Tfl DNA polimerasa,
100 ng (3 pl) de templado de RNA, con un volumen final de 50 pl. Los tubos con la mezcla se
termociclaron a las siguientes condiciones: 1 ciclo de 45 min a 45 °C, 1 ciclo de 2 mina 94 °C, 40
ciclos de 30 s a 94 °C, 1 ciclo de 1 min a 60 °C, 1 ciclo de 2 min a 68 °C. Ademas, 1 ciclo de
extension final de 7 min a 68 °C. Se tomaron alicuotas de 5 pl para visualizarlos por electroforesis

en gel de agarosa al 1.3X; se utilizo TAE buffer al momento de correr el gel de electroforesis
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durante 70 min a 90 V. El gel se tifi6 en bromuro de etidio y se observo en el fotodocumentador
(Termoscientific®). Los amplicones de ~1000 pb se consideraron positivos al PRSV-p.

5.6.4. Deteccidn del PRSV-p por DAS-ELISA en plantas inoculadas con A. nerii

Para determinar la eficiencia de la transmisién por &fidos se utilizo el kit para PRSV-p de
AGDIA®. Se colecto tejido vegetal del tercio superior de las 42 plantas de papayo utilizadas en el
ensayo; las muestras se colocaron individualmente en bolsas de plastico etiquetadas y se
depositaron en una hielera con bolsas de hielo de gel azul, para su traslado al Laboratorio de Virus
del Programa de Fitosanidad en el Colegio de Postgraduados, Campus Motecillo. Cada muestra se
macero en un molino de rodillos (Dayton Electric®, Mod: 42522), y el extracto se recolectd con
100 pl del buffer de extraccién. Se adicionaron dos repeticiones por muestra en la placa de 96
pozos junto a los controles positivos y negativos. Todas las incubaciones, el conjugado de la
enzima sustrato y los lavados correspondientes con las soluciones amortiguadoras se realizaron
segun las indicaciones recomendadas por el fabricante (incluye el fabricante). Las seis lecturas de
los pozos se efectuaron en diferentes horas del dia a 405 nm (Thermo Scientific®, Multiskan FC).

5.6.5. Indice de crecimiento

Los datos promedio de altura de plantas sanas y enfermas para cada accesion se
transformaron a indices de crecimiento segun su diagndéstico de acuerdo a los resultados obtenidos
hasta la novena semana de evaluacién. Al final, la planta que no mostraba sintomas se utilizaba
para obtener la diferencia de crecimiento como planta sana; de la misma manera, la planta que al
final mostraba sintomas se utilizaba para obtener la diferencia de crecimiento como planta
enferma. El promedio pudo ser de una, dos o incluso las tres plantas; en algunos casos no hubo
plantas sanas al final. Asi, cada indice se calculé mediante la diferencia entre el promedio de la
altura en cada semana y el promedio de la altura en la semana previa de las plantas sanas o
enfermas, con las siguientes formulas:

ICPSpt = (APSpt — APSyi.1), donde: ICPS: = indice de crecimiento de la planta sana “p”, en
la semana “t”; APSpt = Altura de planta “p” que no mostrd sintomas (Sanas) en la semana “t”;
APSpt.1 = Altura de planta “p”” que no mostro sintomas (Sanas) en la semana anterior (t-1).

ICPEet = (APEet — APEet.1), donde: ICPEe = indice de crecimiento de la planta enferma
“e”, en la semana “t”; APEe = Altura de planta “e” que mostré sintomas (Enfermas) en la semana

“t”; APEet.1 = Altura de planta “e” que mostré sintomas (Enfermas) en la semana anterior (t-1).
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5.6.6. Indice de crecimiento del diametro y longitud de la hoja

De la misma manera, se calcularon los indices de didmetro y longitud de hoja, al tomar la
diferencia de estas mediciones de las plantas que al final presentaron sintomas (enfermas) y las
que permanecieron todo el periodo de evaluacion sin sintomas (sanas). Para ello se utilizaron las
siguientes ecuaciones:

IDSht = (3 (DSht — DSht-1) ) / Sh, donde: 1DSht = Indice del diametro de las hojas “h” (en
la planta sana) en la semana “t”; DS = Diametro de las hojas sin sintomas “h” (en la planta sana)
en la semana “t”’; DSn.1= Didmetro de las hojas sin sintomas “h” (en la planta sana) en la semana

“t-1”; Sh = NUmero final de hojas sin sintomas (Sanas).

IDE# = (3. (DEft— DE#-1) ) / St, donde: IDE# = indice de diametro de las hojas “f” (en
plantas enfermas) en la semana “t”; DEx = Didmetro de las hojas con sintomas “f” (en plantas
enfermas) en la semana “t”; DE#.1 = Didmetro de las hojas con sintomas “f” (en plantas enfermas)
en la semana “t-1”’; Sf= NUmero final de hojas con sintomas (Enfermas).

ILSht = (O (LSht— LSht1) ) / Sh, donde: ILSht = indice de longitud de las hojas “h” (en
plantas sanas) en la semana “t”; LSn = Longitud de las hojas sin sintomas “h” (en plantas sanas)
en la semana “t”; LSht.1 = Longitud de hojas sin sintomas “h” (en plantas sanas) en la semana “t-
1”: Sh=Ndmero final de hojas sin sintomas (Sanas).

ILEst = (& (LEft— LEft-1) ) / Sh, donde: ILEs = Indice de longitud de las hojas “f” (en
plantas enfermas) en la semana “t”; LEx = Longitud de las hojas con sintomas “f” (en plantas
enfermas) en la semana “t”; LEs.1 = Longitud de las hojas con sintomas “f (en plantas enfermas)
en las semana “t-1”’; S¢= Numero final de hojas con sintomas (Enfermas).

Con los datos transformados a indices se realizd un analisis de regresion lineal y

logaritmica (Rojas-Lara et al., 2008) por planta en el tiempo, segun su prueba ajuste.
VI. RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados obtenidos por el diagnostico visual en campo fueron confirmados por la

técnica serologica DAS-ELISA, tanto en las plantas con sintomas como en aquellas sin sintomas,

resultados que coincidieron con lo obtenido en campo.
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6.1. Incidencia

Los resultados observados muestran que el numero de plantas enfermas en las 14
accesiones aumentaron en el tiempo, e incrementé el porcentaje de la incidencia del PRSV-p
inoculados con A. nerii. Al respecto, Hernandez-Castro et al. (2003) reporta que el porcentaje de
plantas enfermas en el tiempo tuvo un comportamiento sigmoidal, propio de las enfermedades
virales trasmitidas por afidos. Todas las accesiones fueron susceptibles al PRSV-p en condiciones
de invernadero con diferencias en la infeccion. En una evaluacién de incidencia en plantas de
papayo a campo abierto, Rodriguez et al. (2013) también mencionaron que todas las accesiones
resultaron sensibles al PRSV-p, con diferencias en tiempo de infeccion entre ellas.

En el Cuadro 4 se muestra el incremento temporal de la proporcién de plantas afectadas
para cada accesion de papayo. Las accesiones 65, 94a, 205 y la variedad Maradol Roja fueron las
primeras en mostrar incidencia del PRSV-p, con una proporcion de 67, 33, 33 y 33 en la tercer
semana después de la inoculacion (SDI); sin embargo las Acc 188a, 169a, 80a, 210b, 147a, 60 y
203 mostraron afectaciones del 67, 67, 33, 33, 33, 33y 33 % a la cuarta SDI, mientras que las Acc
64, 150 y 197a fueron las Gltimas en manifestar los primeros sintomas del PRSV-p, con una
incidencia del 67 % hasta la quinta SDI.

Cuadro 4. Incremento temporal de la incidencia del PRSV-p en 13 accesiones de papayo nativo y
variedad Maradol Roja en condiciones semicontroladas.

Accesiones . . Inic?o de la _In_ci_dencia In_cidencia _ A_rea ba}jo la curva_de
incidencia (Semana) inicial (%) final (%) incidencia vs. severidad

Maradol 3 67 100 242
188a 4 67 100 201
80 4 33 100 139
169 4 67 67 155
65 3 33 67 155
210b 4 33 67 132
64a 5 67 67 107
94a 3 33 67 101
150 5 67 67 92
197a 5 67 67 57
147a 4 33 33 77
60 4 33 33 57
203 4 33 33 41
205 3 33 33 39
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La variedad Maradol roja y las Acc 65, 94a y 205 fueron las de mayor susceptibilidad a la
enfermedad, al presentar incidencia a la tercera SDI. Bajo condiciones de infeccion natural con
proteccion de barreras vegetales, Rivas-Valencia et al. (2008) reportan que Maradol presentd
plantas enfermas a los 47 dias después del trasplante (ddt).

En condiciones de vivero protegido con malla antiafidos, la incidencia de la enfermedad se
observo hasta los 90 ddt (Cabrera et al., 2011). En Taiwan se detecto la incidencia de la enfermedad
en lineas no transgénicas de papayo expuestas a infeccion natural por afidos a los 29 ddt, mientras
que las lineas transgénicas presentaron incidencia hasta los cinco meses (Bau et al., 2004). Otro
resultado descrito sobre la incidencia del PRSV-p fue la deteccidn de los primeros sintomas a los
45 ddt a campo, mientras que en el presente ensayo las accesiones 64a, 150a y 197a mostraron la
incidencia hasta los 35 dias después de la inoculacion, aproximandose al resultado descrito por
Hernandez-Castro et al. (2015). La proporcion de plantas afectadas en las Acc Maradol Roja, 188a
y 80 aumentaron gradualmente hasta alcanzar 100 % en incidencia acumulada, mientras que en las
Acc 169, 65, 210b, 94a, 94a, 150 y 197a incrementaron su incidencia en 67 %. Las Acc 147a, 60,
203 y 205 se mantuvieron con la misma proporcion de plantas afectadas durante todo el periodo,

por lo que resultaron menos afectadas por el virus.

6.2. Severidad

Todas las accesiones mostraron un incremento en la proporcion de los sintomas evaluados
durante las 9 SDI, aunque con proporciones diferentes entre ellas en el tiempo. Bau et al. (2003)
también observaron diferentes niveles de resistencia en 45 lineas transgénicas de papaya, durante
las siete semanas de evaluacion. En este estudio, una planta se considerd enferma cuando presentd
sintomas de grado 2 (17 %). La severidad inicial en las Acc 94a, 203, 205, 147a, 60, 210b, 65 y
80 fue de 1.67 %, mientras que para la 64a, 197a, 150, 188a y Maradol Rojo fue de 3.33 % y para
la accesion 169 fue de 5 %. La severidad inicial encontrada en las accesiones es alta, en contraste
a la severidad final en el tallo reportado por Rodriguez et al. (2013) en la variedad Sapote de Pilén
(1.7 %) y Tallo morado (2.66 %). Las accesiones 197a, 64a y 150 mostraron sintomas iniciales de
la enfermedad hasta la quinta SDI, sin embargo, en la incidencia final solo la accesion 197a
presentd la menor incidencia final con grado 2. Bau et al. (2003) clasificaron a 10 lineas
transgénicas como resistentes por haber presentado lo sintomas atenuados hasta la semana 4 y 5

después de la inoculacion.
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De acuerdo a la estimacion de los sintomas, las Acc 94a, 147a, 60 y 197a presentaron una
severidad final mayor al 17 y menor al 38 %; por el contrario, las Acc 65, 210b, 150 y 64a
presentaron el 38 % (grado 3); mientras que las accesiones 188a, 80 y 169 presentaron 63 % (grado
4) y Maradol roja 88 % en su severidad final, por lo que se consideraron las de mayor
susceptibilidad a la enfermedad ocasionada por el PRSV-p. La severidad final en estas accesiones
nativas, asi como en Maradol roja fue mayor a la reportada por Rodriguez et al. (2013), al
mencionar que las accesiones Tallo morado de Nava, Amarilla de Duaba, Amarilla de Nava y
Sapote Pilon no presentaron sintomas de grado 3. Es probable que la susceptibilidad de la variedad
Maradol roja se deba a que esta variedad comercial no se selecciond para resistencia al PRSV-p
(Abreu et al., 2014). Existen dos variedades transgénicas (Rainbow y Sunup) del grupo Solo con
resistencia al PRSV-p, que fueron modificadas con base en la genética del PRSV-p cepa HA 5-1,
originaria de Hawaii (Gonsalves, 2006). Sin embargo, de acuerdo a la COFEPRIS (2015), en
México es ilegal cultivar variedades de papayo transgénicas.

Por el contrario, las Acc 205 y 203 mostraron una severidad del 12.67 %, las cuales fueron
menos afectadas por la enfermedad del PRSV-p al mostrar sintomas menores al grado 2, las que
probablemente podrian considerarse tolerantes a la enfermedad, seguidas de las Acc. 60, 174a. En
una poblacién intergenérica avanzada (F6) de C. papaya (var. Arka Surya) y Vasconcellea
cauliflora, Yanthan et al. (2017) reportaron que de 38 progenies evaluadas para tolerancia al
PRSV-p, siete (R5P16, R6P16, R7P16, R14P7, R17P16, R19P1 y R35P10) resultaron tolerantes
al virus bajo condiciones de campo, basada en rasgos morfoldgicos de la planta y en la calidad del
fruto.

Se encontraron diferencias significativas (P = 0.0316) entre los diferentes manejos
asociados a las accesiones (Figura 5). Con base en las puntuaciones de la media para igualdad de
rango de Kruskal y Wallis, las accesiones de manejo de traspatio y cultivadas no presentaron un
grado de severidad diferente, mientras que la variedad comercial Maradol roja present6 la mayor
severidad en contraste al grupo silvestre. Asi, los genotipos silvestres que presentaron un menor
grado de severidad podrian contener genes de mayor tolerancia al virus, por ser genotipos que ain
no han sido seleccionados por el hombre. Al respecto, D’Eeckenbrugge et al. (2014) mencionan
que dentro de Caricaceae existen 21 especies silvestres del género Vasconcellea, que cuentan con
un potencial de resistencia al virus PRSV-p, que podrian ser usadas en la generacion de

poblaciones comerciales resistentes. En Filipinas, Alviar et al. (2012) Sinta es un hibrido de papayo
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con la linea parental del género Cariflora, que le hereda la alta tolerancia al PRSV-p al hibrido, lo
que permite que las plantas infectadas no reduzcan sus rendimientos. Esto resalta la importancia
de evaluar el comportamiento de una variedad o accesion con respecto a la infeccién del virus,

como una estrategia para el desarrollo de variedades resistentes (Alviar et al., 2012).
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Figura 5. Severidad entre grupos de accesiones de papayo (Carica papaya) por su manejo.

6.3. Crecimiento de la Planta

Las plantas sanas presentaron un crecimiento (altura, diametro y longitud de hoja) que se
ajustd a una curva de regresion lineal, mientras que el crecimiento de las plantas enfermas se ajusto
a una curva de regresion logaritmica (Cuadro 5). Las accesiones: 80, 188a, 169 y Maradol roja no
presentaron plantas sanas al final. En general, las plantas sanas mostraron un crecimiento
proporcional en el tiempo (lineal), con valores de R2 mayores a 0.95; por el contrario, debido a que
al enfermar las plantas desaceleran su crecimiento, el ajuste a la regresion lineal presenta valores
de R2 < 0.95, por lo que los ajustes fueron mejores con curvas de tipo logaritmico (Cuadro 5). En
el caso de plantas sanas, las regresiones para el didmetro y longitud de la hoja se ajustaron a curvas
de regresion lineal (R2> 0.99 o 0.93, respectivamente) (Cuadro 6 y 7). Por el contrario, en las

plantas enfermas el didametro (R2>0.96) y longitud (R2> 0.96) de la hoja se ajustaron a un modelo
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de regresion logaritmico debido a que el desarrollo de la hoja fue decreciente (Cuadro 6 y 7). Un
ejemplo de las regresiones se presenta en la Figura 6. Estos resultados coinciden con los de
Alcéntara et al. (2011), quienes reportaron crecimiento desacelerado en plantas de papayo Maradol
infectadas de PRSV-p.
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Figura 6. Ejemplo del ajuste lineal o logaritmico de la expansion de hojas sanas o enfermas de

noviembre 2017 a enero 2018, medido a través del indice de diametro de hoja de la accesion 203.

Estos resultados confirman que el PRSV-p es un virus de importancia econdémica porque
afecta el crecimiento normal de la planta, asi como la reduccion de la altura de la planta, el tamafio
de las hojas, flores, raices, con acortamiento de los peciolos y los entrenudos (EI-Dougdoug et al.,
2007). Rodriguez et al. (2013) mencionan que la afectacién del virus en la planta depende de la
edad y del momento de la infeccion. Tal es el caso de la infeccion de Amaranthus hybridus por
AMV (Amaranthus mosaic virus) reportada por Ehinmore y Kehinde (2010), la que produjo una

reduccion significativa en la altura y numero de hojas en plantas de tres cultivares.
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Cuadro 5. Linea de regresion de los indices de crecimiento de planta sana o enferma en relacion al
ritmo de crecimiento segun su ajuste lineal o logaritmico, en accesiones de papayo nativo y

Maradol inoculadas con PRSV-p. Evaluacion noviembre-enero 2017-2018.
indices de crecimiento de planta

indices de crecimiento de planta enfermas

Accesion sanas
Regresion lineal R2 Regresion lineal R2 Regresion logaritmica R2

94a y = 0.505x - 0.5028 0.9991 y=0.3008x +0.0014 0.9231 y=1.1832In(x) - 0.1774 0.985
1972 y = 0.625x - 0.4583 0.9864 y=0.2667x - 0.0056 0.9356 y=1.0275In(x) - 0.1196 0.9396
64a y=0.6533x-0.5556  0.997 y=0.42x+0.1389 0.9334 y=1.6511In(x) - 0.1097 0.9951
60 y = 0.4033x - 0.0111 0.947 y =0.3017x - 0.0417 0.91 y = 1.1804In(x) - 0.2123 0.961
1472 y = 0.4508x - 0.4153 0.998 y=0.3617x - 0.0861 0.9393 y=1.3986In(x) - 0.2672 0.969
210b y=0.5733x-0.4444  0.9983 y=0.4183x +0.125 0.9219 y=1.6453In(x) - 0.1237 0.9837
150 y=0.7783x - 0.3694  0.9878 y=0.5092x - 0.4958 0.9746 y=1.9022In(x) - 0.6557 0.9383
203 y=05117x-0.1972  0.9745 y=0.4967x +0.1611 0.8788 y =1.9895In(X) - 0.1855 0.9726
205 y =0.6233x - 0.6556  0.9931 y=0.5833x - 0.6389 0.9761 y=2.1497In(x) - 0.78 0.9144
65 y=0.6783x-0.7139  0.9976 y=0.2533x-0.0611 0.9433 y=0.9766In(x) - 0.1836 0.967
80 Sin plantas sanas y =0.3522x - 0.2019 0.9841 y=1.3241In(x) - 0.3241 0.9593
1882 Sin plantas sanas y = 0.5556x - 0.137 0961 y=2.1283In(x) - 0.3867 0.9729
169 Sin plantas sanas y =0.4628x + 0.0787 0.9363 y=1.8146In(x) - 0.1885 0.993
Maradol  Sin plantas sanas y =0.5528x - 0.1454 0.9649 y=2.1221In(x)-0.4 0.9809

Cuadro 6. Linea de regresion de los indices de diametro de hojas sanas o enfermas en relacion al
ritmo de crecimiento segun su ajuste lineal o logaritmico, en accesiones de papayo nativo y
Maradol inoculadas con PRSV-p. Evaluacion noviembre-enero 2017-2018.

Accesion indice de diametro de hojas sanas indices de diametro de hojas enfermas
Regresion lineal R? Regresidn lineal R? Regresion logaritmica R?

94¢ y =0.3072x - 0.162 0.9932 y = 0.2056x - 0.0981 0.9679 y =0.7813In(x) - 0.1817 0.9644
1972 y=0.29x-0.25 0.995 y = 0.1408x + 0.1032 0.8947 y = 0.5644In(x) + 0.0046 0.9911
642 y =0.3167x +0.0381  0.9985 y =0.1685x - 0.0143 0.9459  y=0.6021In(x) - 0.0543 0.9963
60 y=0.2275x - 0.1245  0.9894 y =0.2039x - 0.012 0.9603 y =0.7838In(x) - 0.1075 0.9789
1472 y =0.2895x - 0.2173  0.9986 y =0.2032x + 0.044 0.928 y =0.7337In(x) - 0.0143  0.998
210b y =0.2422x - 0.1481  0.9942 y =0.1869x - 0.0329 0.9286 y =0.7324In(x) - 0.14 0.9832
150 y =0.3127x - 0.3238  0.9984 y =0.1823x - 0.0143 0.9411  y=0.6486In(x) - 0.0535 0.9818
203 y=0.2071x - 0.2363  0.9994 y =0.1234x + 0.0738 0.8556 y =0.461In(x) + 0.0181  0.9844
205 y =0.4185x - 0.3881  0.9946 y = 0.4048x - 0.0857 0.9278  y=1.3216In(x) - 0.0762 0.994
65 y =0.4039x - 0.3269  0.9977 y =0.2025x - 0.0218 0.9481  y=0.7865In(x) - 0.1279 0.9864
802 Sin plantas sanas y =0.1294x + 0.0083 0.9317 y = 0.5061In(x) - 0.0644 0.9825
1882 Sin plantas sanas y =0.1686x + 0.0237 0.9422 y =0.6569In(x) - 0.0679 0.9869
169 Sin plantas sanas y =0.2078x - 0.1599 0.989 y =0.7787In(x) - 0.2286 0.9581
Maradol Sin plantas sanas y =0.1624x + 0.0302 0.9032 y = 0.5942In(x) - 0.0266  0.9967
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Cuadro 7. Linea de regresion de los indices de longitud de hojas sanas o enfermas en relacién al
ritmo de crecimiento segun su ajuste lineal o logaritmico, en accesiones de papayo nativo y
Maradol inoculadas con PRSV-p. Evaluacion noviembre-enero 2017-2018.

Accesion indice de longitud de hojas sanas indice de longitud de hojas enfermas
Regresion lineal R2 Regresion lineal R2 Regresion logaritmica R2
942 y =0.2994x - 0.238 0.9939 y =0.1499x + 0.0155 0.9224 y =0.5911In(x) - 0.076 0.99
1978 y =0.2589x - 0.1981  0.9984 y =0.1372x + 0.0546  0.9248 y = 0.54In(x) - 0.0273 0.9876
642 y=0.2817x - 0.1512 0.9774 y =0.1992x — 0.1339  0.9748 y = 0.6929In(x) - 0.156 0.9725
60 y =0.2417x-0.2176  0.992 y =0.0917x + 0.0417 0.8693 y =0.3721In(x) - 0.0293  0.988
1472 y=0.2942x - 0.272  0.9983 y =0.2282x + 0.1274  0.9078 y =0.8328In(x) + 0.0502  0.9972
210b y =0.2756x - 0.2852  0.9982 y =0.1636x — 0.0113  0.9125 y =0.6412In(x) - 0.1052  0.9667
150 y=0.3x-0.15 0.9918 y =0.1409x - 0.0131  0.9018 y =0.5132In(x) - 0.0595  0.987
203 y =0.1312x - 0.1298  0.9957 y =0.1103x + 0.0036  0.8779 y =0.4071In(x) - 0.0396  0.9856
205 y=0.319x - 0.0048  0.9398 y =0.4262x — 0.3 0.9872 y =1.3323In(x) - 0.2178  0.9695
65 y =0.3517x - 0.3028 0.9976 y =0.2475x + 0.031  0.9553 y =0.9589In(x) - 0.0955  0.9892
80 Sin plantas sanas y =0.1504x — 0.0272  0.9487 y =0.5829In(x) - 0.1045  0.9835
1882 Sin plantas sanas y =0.1333x + 0.0778 0.9053 y =0.5312In(x) - 0.0111  0.9911
169 Sin plantas sanas y =0.2163x — 0.0728  0.9849 y =0.8146In(x) - 0.1501  0.9636
Maradol Sin plantas sanas y =0.1392x — 0.0512  0.9482 y =0.4944In(x) - 0.0804  0.987

VIl. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion, se acepta la hipotesis de la
existencia de accesiones nativas que muestran menores sintomas del virus de la mancha anular
respecto a la variedad Maradol, cuando se inoculan con el insecto vector Aphis nerii. En este sen-
tido, las accesiones A205 y A203 fueron las que presentaron las menores incidencias y severidades
de la enfermedad ocasionada por el PRSV-p, seguido de la 60 y 174a, las que probablemente
podrian considerarse tolerantes a la misma. Las accesiones 65, 210b, 150 y 64a alcanzaron una
severidad intermedia de 38 %, mientras que las accesiones 188a, 80 y 169, y Maradol roja presen-
taron 63 a 88 % de severidad. El crecimiento de las plantas se desacelero después de la infeccion
con el PRSV-p, mientras que las plantas sanas presentaron crecimiento lineal. Las accesiones que
provenian de un ambito silvestre mostraron menor grado de severidad, respecto a aquellas con

manejo de traspatio y comercial.
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VIill. RECOMENDACIONES

La presente investigacion representa una base para futuras investigaciones en
mejoramiento genético de nuevas variedades tolerantes al PRSV-p. Por tal motivo se sugiere seguir
trabajando con la papaya nativa de los diferentes estados de México como una potencial fuente de

resistencia al virus.
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