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Polyphagotarsonemus latus es una especie cosmopolita que afecta diferentes
cultivos tanto en areas templadas como tropicales. El principal dafio ocasionado
por esta especie es la reduccion o deformacién de hojas jovenes, brotes, frutos y
flores. En papayo, el dafo en hojas causado por este acaro es conocido como
"mano de chango" porque el area foliar de las hojas de papayo se reduce casi
hasta las nervaduras, simulando los dedos de un mono. Este dafo es similar al
causado por Papaya Ringspot Virus (PRSV-P). Debido a que P. latus y PRSV-P
causan dafos similares a las hojas de papayo, el objetivo general de esta
investigacion fue estudiar la relacion que existe entre el acaro P. latus y PRSV-P
en la reduccion foliar de Carica papaya cv Maradol roja. Tres experimentos fueron
llevados a cabo para determinar el efecto producido por P. latus y PRSV-P de
manera independiente y combinada en plantas de papayo, asi como el papel de P.
latus en la transmision del virus. P. latus redujo el area foliar de hojas de papayo,
pero sin relacion directa con diferencias en niveles de infestacion del acaro. El
efecto de PRSV-P en la reduccion foliar no fue evidente, pero esta reduccion se
incrementd al combinar ambos organismos. Los dafos cualitativos producidos por
P. latus son similares a los producidos por PRSV-P; sin embargo, se pueden
distinguir unos de otros por la zona que es atacada. La altitud y el diametro de los
tallos de las plantas pueden verse afectados por la infestacion de P. latus pero no
es un dafno consistente. La altitud y el diametro del tallo no se afectaron con la
presencia de PRSV-P. Aunque el resultado obtenido es preliminar, no se encontrd

evidencia de que P. latus pueda transmitir al PRSV-P a plantas sanas de papayo.

Palabras clave: Papayo, area foliar, sintomas, relaciéon acaro-virus.



RELATIONSHIP OF THE MITE Polyphagotarsonemus latus (BANKS) AND
Papaya Ringspot Virus (JENSEN) IN REDUCING LEAF SYNDROME OF Carica
papaya L. cv Maradol red IN MEXICO
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Polyphagotarsonemus latus is a cosmopolitan species that attacks many crops in
temperate and tropical regions. The main damage caused by this mite species is
the reduction and deformation of leafs, young buds, fruits and flowers. In Carica
papaya, the damage caused by this mite is known as “monkey hand” because the
area of the young papaya leafs is reduced leaving only the veins visible, simulating
monkey’s fingers. Such damage is similar to the damage caused by Papaya
Ringspot Virus (PRSV-P). This similarity has caused confusion; therefore, more
investigation is required to establish the individual role on these organisms in the
reduction of the leaf area in C. papaya leaves. Series of experiments were carried
out to study the role of each of these organisms separately and in combination in
the reduction of leaf area in C. papaya plants, as well as the possible role of P.
latus in the transmission of this virus. Polyphagotarsonemus latus reduced the leaf
area, but a direct interaction with the number of mites inoculated was not found.
The effect of PRSV-P in the leaf area reduction was not evident; however, the
combination of both organisms increased the reduction in the leaf area. Qualitative
damage produced by both organisms was similar; however, these damages can be
distinguished by the zone in the leaves where the damages were evident. Height
and diameter of the stems were affected by the presence of the mite, but no effect
was found by PRSV-P. Although preliminary, the results suggested that P. latus
was not able to transmit PRSV-P to healthy C. papaya plants.

Key-words: Papayo, leaf area, damage, virus-mite relationship.
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CAPIiTULO |
INTRODUCCION GENERAL

El papayo (Carica papaya) es una planta tropical de valor comercial en muchos
paises por sus frutos y propiedades medicinales. En México, este cultivo tiene
una gran importancia socioeconémica, ya que en los ultimos cuatro afnos ha ido
en aumento la superficie cultivada (FAO, 2007). A pesar de que este cultivo puede
ser muy redituable para los agricultores, existen diversos factores que han
afectado la produccion de este fruto, siendo principalmente las plagas y
enfermedades, las cuales pueden reducir el rendimiento.

En México, las enfermedades causadas por virus son la principal limitante del
cultivo y el virus de la mancha anular del papayo (PRSV-P por sus siglas en
inglés) es considerado como la enfermedad mas severa para el rendimiento del
papayo (Hernandez-Castro et al., 2004; Gémez y Pedrero, 2000; Flores et al.,
1995). Este virus puede ocasionar pérdidas desde 10% hasta 100% si la infeccion
ocurre en los primeros meses de crecimiento vegetativo (Hernandez-Castro et al.,
2004; Becerra, 1994). La enfermedad se encuentra en todas las zonas agricolas
donde se produce papayo en México; ésta limita la productividad y longevidad del
cultivo, que ha pasado de un sistema productivo multianual a uno anual, con los
consecuentes incrementos en costo de produccion y riesgos de pérdidas (De los
Santos et al., 2000). Existen una diversidad de trabajos sobre la identificacion del
virus, la caracterizacion de la enfermedad que produce y su manejo integrado
(Becerra, 1994; Cardenas, 1992; Mora-Aguilera et al., 1992; Téliz et al., 1991
Ochoa y Galindo, 1977). Asimismo, se han realizado algunos trabajos para
estudiar el papel de los afidos en la trasmisién de la enfermedad (Mora-Aguilera et
al., 1992; Becerra, 1989; Villanueva et al., 1990). Se han identificado algunos otros
grupos de insectos que pueden ser vectores de PRSV-P y plagas importantes del
cultivo de papayo, tales como coledpteros, homépteros, dipteros y acaros. Estos
ultimos han sido poco estudiados, pero quiza sean las plagas mas persistentes en
el cultivo de papaya. En Hawai, por ejemplo, los acaros mas comunes son

Tetranychus cinnabarinus, Brevipalpus phoenicis y Calacarus brionesae. Sin



embargo, en areas tropicales el acaro predominante es Polyphagotarsonemus
latus (Pantoja et al., 2002; Pantoja y Pefa, 2007).

Coincidentemente, uno de los sintomas mas graves atribuidos al PRSV-P es la
reduccion severa del area foliar, que deja a las hojas reducidas practicamente a
las nervaduras. Sin embargo, al parecer estos sintomas han sido también
atribuidos al ataque del acaro P. latus, el cual dana al papayo cuando se alimenta
de las hojas nuevas durante la brotacion (Acufia y Agostini, 2000; Aubert et al.,
1981; De Coss, 2006); aunque una verificacion de la presencia del virus no fue
llevada a cabo, por lo que en esta investigacion pretendemos profundizar ain mas
en la relacion acaro—virus.

Debido a que los sintomas de reduccidon de la lamina foliar de las hojas del
papayo, en sus diversas expresiones denominadas “pata de ganso”, “mano de
mono” o “mano de chango” han sido atribuidos al virus de la mancha anular del
papayo y a P. latus, se plantea realizar esta investigacion con los siguientes

objetivos:

Objetivo general:
Estudiar la relacion que existe entre Polyphagotarsonemus latus y el Papaya

Ringspot Virus-P en la reduccion foliar de Carica papaya.
Objetivos especificos:
Determinar el dano causado por la infestaciéon de P. latus en el area foliar de

plantas de papayo libres de PRSV-P.

Estudiar los danos que causa la presencia combinada de P. latus y el PRSV-P en

el area foliar de plantas de papayo.

Estudiar el papel de P. latus en la transmision del PRSV-P en plantas de papayo.
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CAPIiTULO Il
REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia del cultivo de papayo

El papayo (Carica papaya) es una planta tropical de valor comercial en muchos
paises por sus frutos y propiedades medicinales. En México, este cultivo tiene una
gran importancia socioeconémica, ya que en los ultimos cuatro afos ha ido en
aumento la superficie cultivada. En el 2004 México ocupd el primer lugar con 96
mil toneladas, lo que representd el 38% del total mundial, y del 2000 a 2006 se
desempefd como el principal exportador de papaya en el mundo y el segundo
productor mundial (CORSPAC, 2009). A nivel nacional, durante el periodo de 1997
a 2007, se sembraron 21,836 hectareas de riego y temporal. El rendimiento
promedio en los sistemas de producciéon con riego fue de 45.894 ton/ha™ y
temporal, 30.208 ton/ha™ (CORSPAC, 2009).

En la actualidad la produccién de papaya registra una expansién de la demanda
mundial, debido a que su fruta destaca por contener vitaminas A, B, C y D,
minerales, calcio, potasio y fibra. Es considerada también como antioxidante
debido a que contiene carotenoides capaz de protegernos contra el cancer y

enfermedades cardiovasculares (Pérez, 2008).

2.2 Polyphagotarsonemus latus

2.2.1 Descripcion

P. latus es conocido como el acaro plateado de los citricos (Citrus spp), acaro del
chile Capsicum annuum, acaro amarillo del té (Camellia sinensis) o acaro blanco;
se alimenta de muchos cultivos como hortalizas, frutales tropicales y ornamentales
(Jeppson et al., 1975; Gerson, 1992). Lindquist (1986) confirmé y redefinié al
geénero Polyphagotarsonemus y concluyd que la especie latus es un complejo de
especies. Asi mismo, De Coss (1999) analiz6 las fases de desarrollo empleando
microscopia electronica de barrido y de contraste de fases; observé diferencias
cualitativas importantes entre el material analizado y las descripciones publicadas

de P. latus, como la carencia de las sedas unguinales de los tarsos | y Il de la



hembra, por lo cual confirmé los planteamientos hechos por Lindquist (1986) y
Gerson (1992).

Los miembros de la familia Tarsonemidae, a la que pertenece P. latus, se
caracterizan por presentar las siguientes fases de vida: huevo, larva en su forma
activa e inactiva, y adulto (Hugon, 1983). El huevo es ovalado y alargado con la
superficie superior cubierta por filas de proyecciones hemisféricas que pueden ser
de 29 a 37 con un indice alto de refraccion de color blanco. Su base donde se
adhiere a la epidermis de la hoja es plana y mide 0.08 mm de longitud (Jeppson et
al., 1975; Baker, 1997). Las larvas se alimentan por un dia y mudan, al final de
esta fase inician un periodo de reposo llamado pupa o ninfocrisalida, en el que
permanecen un dia mas dentro de la cuticula larval y después emergen como
adultos. Su ciclo de vida se completa en cinco dias a una temperatura de 25 °C
(Karl, 1965; Hugon, 1983). Fritzons y Souza (2004) sefalan que el ciclo de vida
(huevo a adulto) varia de tres a cinco dias. Al llegar a la fase adulta, la hembra
puede ovipositar por 15 dias, cerca de 40 huevos. La oviposicion la realizan en
forma aislada. Los huevos son de coloracion blanca, ovoides, miden cerca de 0,1
mm de diametro. Los machos emergen primero y su color varia en funcion de los
alimentos ingeridos; pueden asumir el color dependiendo de la superficie del
hospedero del que se estén alimentando. Su tamano es de 0.11 mm y tienen
movimientos mas rapidos que las hembras, presentan un par de patas traseras
modificadas en forma de pinza para recoger a la larvas femeninas en reposo
(Lavoipierre, 1940; Jeppson et al., 1975). Las hembras adultas miden 0.2 mm de
largo y su color es similar al de los machos. Tiene cuatro pares de patas, las
posteriores son delgadas, en forma de flagelo y tienen una ufa fuerte en cada una
de las patas anteriores. Poseen una banda blanca en la parte dorsal del cuerpo
(Uygun et al., 1995; Fasulo, 2007).

2.2.2 Biologia
Esta especie se reproduce en un ambiente calido y humedo, su mayor crecimiento
poblacional se logra a 25°C (Jones y Brown 1983; Ferreira et al., 2006) Sin

embargo, De Coss (1999) obtuvo el crecimiento mas rapido a 28°C. La fecundidad



promedio es de aproximadamente 40 huevos por hembra dependiendo de la
temperatura, humedad y si la hembra esta fecundada (Kabir, 1979). Ferreira et al.
(2006) estudiaron la biologia de P. latus a 18, 22, 25, 28 y 32 °C, una humedad
relativa de 65% y 12 horas de iluminacion en uva (Vitis vinifera L.) cv. Iltaly y
encontraron que a 25°C la duracion de huevo a adulto fue de 4.4 dias, al disminuir
la temperatura (18°C) fue de 7.3 dias y al aumentar a 32 °C fue de 3.5 dias.
También observaron que la longevidad de las hembras fue de 15 dias y siete para
los machos. Por otra parte, Ramos (1986) evalu6 la duracién del ciclo biolégico de
P. latus en cuatro variedades de citricos, y reportd que el desarrollo del acaro en
todas las variedades de citricos fue similar con una duracién aproximada de cuatro
dias, desde huevo hasta adulto. Segun dicho autor, las hembras adultas ponen de
30 a 76 huevos (un promedio de cinco por dia) en el envés de las hojas en un
periodo de ocho a 13 dias y luego mueren.

Se ha observado que el numero de huevos que cada hembra deposita, asi como
la dinamica poblacional de estos acaros, son afectados por la temperatura y la
humedad (Baker, 1997). Los huevos eclosionan a los dos dias (Ferreira et al.,
2006). Posteriormente, emergen las larvas, que tienen movimientos lentos, duran
un dia y al final de este estado entran a un periodo de reposo (ninfocrisalida) que
dura de dos a tres dias (Hugon, 1983); durante esta fase las larvas hembras son
seleccionadas por el macho. Cuando las hembras terminan la fase de reposo, los
machos se aparean con ellas de inmediato (Jones y Brown, 1983).

Esta especie vive en las hojas jovenes en los meristemos apicales y flores, donde
deposita sus huevos. La dispersion de los acaros en la planta la realizan los
machos, pues al trasportar las pupas quiescentes, seleccionan los sitios de
oviposicion; las hembras se mueven de las hojas inferiores hacia el apice de la
planta (Jeppson et al., 1975). Bautista et al. (2005) demostraron la relacién
forética, aparentemente especifica, entre mosca blanca (Bemicia tabaci) y acaros;
al observar entre dos y 12 acaros hembras por adulto de mosca blanca, sujetos a
las tibias y tarsos de las patas de las moscas. Aubert et al. (1981) también

senalaron que los acaros llegan a las plantas no infestadas por medio del viento.



2.2.3 Hospedantes

El acaro tiene una amplia gama de hospedantes en las areas tropicales,
subtropicales y templadas. También es un parasito de plantas en invernadero
(Jeppson et al., 1975). En el cuadro 2.1 se muestra la lista de hospedantes de las

cuales se alimenta P. latus (Jones y Brown, 1983; Santos et al., 2005; Pérez et al.,

2007).

Cuadro 2.1. Hospedantes de Polyphagotarsonemus latus

Nombre Nombre cientifico Nombre Nombre cientifico
comun comun
Crisantemo Chrysanthemum Ajo Allium sativum
morifolium
Berros Nasturtium officinale Aji Capsicum baccatum
Pepino Cucumis sativus Arroz Oryza sativa
Melén Cucumis melo Dalia Dabhlia spp.
Citricos Citrus spp. Papa Solanum tuberosum
Calabaza Cucurbita pepo Tomate Solanum lycopersicum
Berenjena Solanum melongena Yerba buena | Mentha spicata
Frijol Phaseolus vulgaris Té Camellia sinensis
Guayaba Psidium guajava Algodén Gossypium hirstium
Macadamia Macadamia integrifolia Chile Capsicum annuum
Mango Mangifera indica Vid Vitis vinifera
Papayo Carica papaya Café Coffea arabiga
Maracuya Passiflora edulis, Azalea Rhododendron indicum
Passiflora spp.
Pimiento Capsicum annuum Gerbera Margarita africana
Jitomate Lycopersicum esculentum | Begonia Begonia gracilis

(Jones y Brown, 1983; Santos et al., 2005; Pérez et al., 2007).




2.2.4 Daios

Los dafos que ocasiona a la planta se manifiestan por una variedad de sintomas
que la atribuyen a la toxicidad de la saliva de la especie (Gerson, 1992). Dichos
sintomas pudieran en un momento dado, estar relacionados con un complejo de
especies para el género de Polyphagotarsonemus o de un ambiente particular
alimentario (Cross y Bassett, 1982). Aubert et al. (1981) observaron que los dafios
en papayo se manifiestan cuando el limbo apenas alcanza un cm de largo; éste se
tuerce y adquiere un color verde palido, y en seguida el tejido del limbo se espesa
formando un munoén en forma de “pata de ganso”. Finalmente, el limbo y la
nervadura central quedan limitados a estrechas bandas, debido al cese de
funcionamiento del meristemo terminal durante varias semanas o meses que tiene
como consecuencia la destruccion foliar. De los Santos et al. (2000) mencionaron
que los acaros atacan al follaje de plantas de papayo tanto jovenes como adultas.
En el haz se observa una coloracion amarilla en las partes cercanas a las
nervaduras; en el envés el dafio se caracteriza por un polvillo de color blanco-
grisdceo, con puntos rojos o blancos que corresponden a los cuerpos de los
acaros. En los lugares donde se alimentan dejan unas raspaduras que pueden
causar la caida de las hojas y dejar expuestos los frutos al sol, causandoles
quemaduras y disminuyendo su calidad. Ademas, sefalan que los dafios
ocasionados por acaros pueden confundirse con los ocasionados por el virus
mancha anular del papayo, ya que en altas poblaciones provocan amarillamientos
y deformaciones de las hojas como ahilamientos, lo que se denomina “mano de
chango”. Medina (1989) afirma que el acaro blanco P. latus dafia al papayo
ubicandose en las hojas nuevas durante la brotacion, y en consecuencia, las hojas
se tornan cloréticas, casi reducidas a las nervaduras, lo que paraliza la actividad
vegetativa y productiva. Fritzons y Souza (2004) afirman que estos acaros
provocan fuertes alteraciones en las hojas; al inicio del ataque el color verde
natural se torna clorético, la lamina se vuelve coriacea y el area foliar se rasga. A
medida que avanza el dafio la clorosis es mas intensa, las hojas se reducen asi
mismo, las nervaduras se reducen propiciando una suspension del crecimiento, y

eventualmente, la muerte del papayo.
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2.3 Papaya Ringspot Virus (PRSV-P)

2.3.1 Descripcion

El virus esta constituido por largas particulas flexibles en forma de bastdén, miden
de 760 a 900 nm de largo. Su genoma contiene una sola cadena de ARN
(ssARN). Poseen 5.5% de acido nucleico y 94.5% de proteina (Brunt et al., 1996).

2.3.2 Estructura

El virus es transmitido por numerosas especies de afidos en forma no persistente
y en forma mecanica. Esta agrupado en dos tipos, PRSV-P y PRSV-W (variantes
de papayo y sandia). El primer tipo infecta tanto a papayo como a cucurbitaceas,
mientras que el ultimo tipo infecta solamente a las cucurbitaceas, causandoles
grandes danos y fue referido anteriormente como el virus del mosaico de la sandia
variante 1. Ambos tipos causan lesiones locales en Chenopodium quinoa y
Chenopodium amaranticolor (Gonsalves, 1993).

Gonsalves et al. (2008) agruparon a este virus en la familia Potyviridae, es un virus
ARN de plantas con un genoma de alrededor de 10.326 monocistronicos
nucleotidos, una terminal ' que se expresa a través de una poliproteina. El
componente de proteina consiste en la cubierta proteica del virus (CP), que tiene
un peso molecular de aproximadamente 36 kDa segun los célculos del analisis por
Western blot. La densidad del componente de sedimentacion en preparaciones
purificadas de PRSV-p es de 1.32 g/ cm® en CsCl (Savarni et al., 2008).

2.3.3 Hospedantes
La gama de hospedantes para PRSV-P esta limitada a tres familias: Caricaceae,

Cucurbitaceae y Chenopodiaceae (Gonsalves 1993).

2.3.4 Sintomas
Vegas et al. (1985 a) afirman que el PRSV-P, en campo, alcanza grados de
infeccion alto en periodos cortos de tiempo (meses), causando a veces pérdidas

totales en la producciéon. En México se han registrado pérdidas de 5 a 100% en
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algunos estados productores de este cultivo (De los Santos et al., 2000). Las
plantas jévenes muestran aclaramiento de venas en las hojas mas nuevas como
resultado de la infeccion temprana con PRSV-P, pero en pocas semanas las hojas
exhiben deformaciones, moteados y disminucion del tamano de los I6bulos una
caracteristica de la enfermedad es la presencia de lesiones de apariencia
aceitosa sobre tallos y peciolos, las que también se presentan en forma de
anillos concéntricos sobre los frutos que también pueden presentar deformaciones
(Sanchez y Martinez, 1998). Vegas et al. (1985 b) mencionaron, el desarrollo
inicial de una clorosis en las hojas mas jovenes, seguida por el aclareo las
nervaduras, encrespamiento, ampollamiento, moteado y reduccion de la lamina
foliar. En el tallo y los peciolos se forman manchas grasientas alargadas de color
verde oscuro. Los frutos se reducen de tamafo, se ampollan, se deforman vy
producen manchas grasientas en forma de anillo, caracteristico de la enfermedad.
Las plantas infectadas a edad temprana o antes de la floraciéon no producen, pero
rara vez mueren. Sin embargo, algunos aislamientos de otros paises, como
Taiwan, causan marchitamiento y ocasionalmente la muerte. Kiranmai et al.
(1998), al identificar el virus causante de la enfermedad distorsién foliar (ringspot)
del papayo, sefialan que después de dos semanas de haber inoculado savia de
plantas enfermas a plantas sanas en vivero, las plantas inoculadas mostraron una
clorosis sistémica inicial, manchas aceitosas y mosaico. Subsecuentemente,
desarrollaron hojas filiformes, arrugamientos y deformacioén apical. Asimismo Paez
(2003) afirma que los frutos pueden deformarse, pierden el aroma y presentan
descenso en el contenido de solidos solubles. Gonsalves et al. (2008) afirman que
las hojas infectadas muestran sintomas de mosaico a menudo distorsionadas,
reducidas en su forma y raquiticas. La fruta infectada muestra sintomas de

mancha anular.
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CAPIiTULO llI
MATERIAL Y METODOS GENERALES

El experimento se realizO en una camara de crecimiento con condiciones
controladas de temperatura (28 y 30°C) y humedad relativa (60 a 70%) y
fotoperiodo de 14 horas luz y 10 horas oscuridad.

3.1 Material biolégico

3.1.1 Plantas de frijol

Para mantener la colonia de P. latus, se utilizdé semilla de frijol Phaseolus vulgaris
L. de mata variedad Jamapa. La siembra se realizé en un sustrato esterilizado de
Growing Mix® y Agrolita (1000:100 g). Las semillas se desinfectaron en una
solucion de hipoclorito de sodio al 6% (Cloralex®) durante 15 minutos,
posteriormente se secaron y se sembraron en macetas de 1 L con el sustrato
previamente mencionado. La siembra de frijol se hizo cada siete dias para
mantener constante la colonia de acaros. Las plantas fueron regadas cada dos

dias.

3.1.2 Colonia de Polyphagotarsonemus latus

P. latus se obtuvo de una plantacion de chile (Capsicum annuum) de la localidad
del Papayo en la Costa Grande de Guerrero, México. Una vez confirmada la
especie segun claves taxondmicas para la familia Tarsonemidae (Lindquist, 1986),
se colectaron las hembras adultas y depositaron en hojas jovenes de plantas de
frijol. Cuando las hojas de frijol infestadas maduraron, se cortaron y se colocaron

sobre otras hojas de frijol jévenes para que los acaros se movieran a éstas.

3.1.3 Plantas de Carica papaya

Se obtuvieron semillas certificadas de papaya variedad Maradol roja a las cuales
se les dio un tratamiento pregerminativo que consistié en remojarlas durante tres

dias en agua, la cual se renovo cada ocho horas. Al tercer dia se aplicé 1g de N-
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triclorometiltio-4 ciclohexeno-1,2—dicarboximida (Captan® 50 PH) por litro de agua.
Posteriormente, las semillas se sembraron en charolas para constituir el almacigo;
una semana después de germinadas se trasplantaron individualmente en vasos de
unicel de 150 mL usando como sustrato Growing Mix" y Agrolita esterilizados. Las
plantas fueron regadas cada dos dias con una solucion nutritiva universal (Steiner,
1968).

3.1.4 Detecciéon de PRSV-P mediante transcripcion inversa de la reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR)

Para la deteccion de PRSV-P en las plantas usadas en los experimentos, se cortd
una hoja de cada planta antes y después de realizar cada experimento. Las hojas
fueron mantenidas a -20°C y posteriormente analizadas mediante RT-PCR. El
ARN total de cada hoja fue extraido con Trizol (Sigma-Aldrich®) de acuerdo con
las recomendaciones del fabricante. Antes de la reaccion de transcripcion inversa,
se verifico la integridad del ARN de cada muestra mediante un gel
desnaturalizante de formaldehido y la concentracibn de ARN determinada

mediante un espectrofotémetro Nanodrop 20007 (Thermo Scientific?).

En la reaccién de transcripcion inversa se utilizaron 5 ug de RNA y 30
picomoles/ul del iniciador (primer) oligonucledtido 3" (Ruiz-Castro y Silva-Rosales
1997) en un volumen final de 14.5 pl, los cuales fueron incubados por 10 min a
70°C y 2 min a 4°C. Posteriormente, se agrego una mezcla de dideoxinucleétidos
a una concentracion de 10 mM mas 0.5 yl de la enzima transcriptasa inversa
SuperScript Il (Invitrogen, United States), 5 ul de 5X del "First strand buffer" y 10
mM de DTT (incluida con la SuperScript Il). La sintesis de ADN se realizé por 60
min a 42°C. La reaccion de PCR se llevd a cabo al agregar el oligonucledtido 5°
(Ruiz-Castro y Silva-Rosales 1997) a una concentracion de 30 pmol, 50mM de
MgCl;, 5 unidades de Taq polimerasa (Quiagen, California, USA) con un volumen
final de reaccion de 50 pul. Las condiciones de reacciéon fueron un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 94°C durante 5 min, seguidos por 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 45 s, hibridacion a 58°C durante 1 min,

extension a 72°C durante 2 min y un ciclo final de extensién a 72°C durante 7 min
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en un termociclador (BIO-RAD). Los productos finales fueron tefiidos con bromuro
de etidio (10mg/pl), visualizados en un gel de agarosa y buffer TAE al 0.8% y
finalmente fotografiados. En cada etapa de la deteccién de PRSV-P (transcripcion
inversa y PCR) se incluyd un testigo positivo (muestra conocida de PRSV-P) y un
testigo negativo (agua destilada estéril libre de RNasas), los cuales sirvieron para,
primero, confirmar la validez de las reacciones tanto para confirmar la presencia
y/o ausencia del virus, y segundo, para confirmar la no existencia de

contaminacién cruzada, respectivamente.

3.1.5 Determinacion del area foliar

El area foliar se determind de acuerdo con el método propuesto por O'neal et al.
(2002). Las hojas se digitalizaron con un (escaner, HP ScanJet 4990%F), vy
posteriormente se procesaron las imagenes usando el software Adobe Photoshop
SC3R version 10.0. Finalmente, el area foliar se obtuvo al convertir los pixeles a

centimetros cuadrados mediante el software Image Tool® versién 3.0.
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CAPITULO IV
DANOS CAUSADOS POR LA INFESTACION DE Polyphagotarsonemus latus
(BANKS) A PLANTAS DE Carica papaya L.cv Maradol roja LIBRES DE
Papaya Ringspot Virus

4.1 Introduccién

P. latus se alimenta de las yemas en formacion y hojas o frutos de sus huéspedes
(Jeppson et al., 1975). Los dafios que ocasiona a la planta se manifiestan por una
variedad de sintomas que se atribuyen a la toxicidad de su saliva (Gerson, 1992) y
a la susceptibilidad de la variedad de planta de la que se esta alimentando (Pefia 'y
Bullock, 1994). Cross y Bassett (1982) encontraron graves danos en tomate y
berenjena cultivados en invernadero, determinaron que en las partes aéreas de las
plantas infestadas se reducian sus margenes y doblaban hacia abajo, mientras
que las hojas apicales se observaban severamente distorsionadas. Asimismo, si el
meristemo apical y las hojas jovenes estaban muy infestadas por P. latus, los
frutos se agrietaban y deformaban. Gerson (1992) afirmdé que la variedad de
sintomas en diferentes hospederos refleja reacciones especificas de la planta a
dicho acaro en su alimentacion y en la toxina de su saliva. Menciond, ademas que
en forma general dafa a las plantas mediante la reduccion y deformacién de
hojas, flores y frutos. Pefia y Bullock (1994) analizaron las lesiones que ocasiona
P. latus en el crecimiento vegetativo de papa, frijol, naranja dulce y naranja acida.
En frijol observaron que el area foliar promedio fue 1.30 veces mayor en las
plantas no infestadas que en las plantas infestadas, lo que indica que hubo una
disminucién significativa entre el area foliar y nivel de lesién. Concluyeron que el
area foliar, en general, se redujo en la mayoria de las especies de plantas
infestadas y sefialaron que el numero de hojas por planta y altura no se
correlacioné significativamente con las lesiones del acaro. De Coss-Romero y
Pefia (1998) observaron que los dafos causados por P. latus en plantas de
pimiento Capsicum annuum depende de la fenologia de la planta. Ademas,
mencionaron que los niveles altos de estrés de la planta, inducidos por este acaro

durante su alimentacion, dieron lugar a reducciones en la cantidad y calidad de
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fruto y afirmaron que esta reduccion se debid al desarrollo del meristemo apical de
las hojas jovenes, que parecen ser mas susceptibles que las plantas con mayor
namero de hojas maduras. Grinberg et al. (2005) caracterizaron el dafio de P.
latus en pepino (Cucumis sativus) y observaron una severa reduccién en las
plantas con respecto a la altura y numero de hojas. Las hojas nuevas que se
desarrollaron con infestacién de acaros crecieron menos que las del testigo. A 18
dias después de la infestacion hubo una correlacién negativa significativa entre la
rigidez de las hojas y el area foliar infestada. Ademas, observaron que, en las
hojas infestadas, la epidermis inferior desaparecid, mientras que la epidermis
superior se deshizo y desaparecio por completo después de 18 dias. Al mismo
tiempo, las células del mesdfilo de las hojas infestadas parecian mas grandes, con
espacios intercelulares pequefios. La epidermis de hojas infestadas se seco
debido a los altos niveles de sustancias fendlicas de lignina y suberina.
Finalmente, senalan que en las deformaciones de las paredes celulares, también
se observaron espacios intercelulares con lignina y suberina. Broughton (2007)
menciona que los danos causados por este acaro en tangelos son de color gris
plateado, sefala también que estos mismos sintomas se observan en limén, limas,
pomelos, naranjas y mandarinas.

En papayo P. latus afecta la parte apical de la planta prefiriendo el tejido nuevo y
en crecimiento, aunque también ataca a los rebrotes y retofios nuevos de la
planta; ocasiona dafios a los botones florales, los que llegan a distorsionarse y a
abortar. Este acaro se alimenta tanto del haz como en el envés de la hojas, las
cuales se tornan cloréticas, casi reducidas a las nervaduras, asemejando a los
sintomas iniciales del virus mancha anular del papayo (PRSV-P), (Jensen, 1949;
Waterhouse y Norris, 1987; Téliz et al., 1991; Gonsalves, 1998). Este virus, al
infectar plantas de papayo, también puede causar aclaramiento de las venas en
las hojas mas nuevas, amarillamiento y manchas aceitosas en hojas, tallos y
peciolos y deformacion de hojas. En frutos se observan manchas anulares,
reduccion de tamafo y deformacion (Ridings, 1978; Téliz et al., 1991; Sanchez y
Martinez, 1976; Kiranmai et al., 1998).
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Uno de los sintomas mas graves atribuidos al virus de la mancha anular del
papayo es la reduccion severa del area foliar, que deja a las hojas reducidas
practicamente a las nervaduras. Sin embargo, al parecer estos sintomas pueden
ser facilmente confundidos por los dafos causados por el acaro blanco
Polyphagotarsonemus latus (Banks), el cual dana al papayo cuando se alimenta
de las hojas nuevas durante la brotacion, y como resultado del ataque, las hojas
se tornan cloréticas, casi reducidas a las nervaduras (Acuia y Agostini, 2000). En
el sureste de México estos sintomas se denominan “mano de mono” o “mano de
chango” y existen evidencias de que los sintomas los causa el acaro blanco
Polyphagotarsonemus latus (Banks) (De Coss, 2006), en vez del virus de la
mancha anular. Estas evidencias estan soportadas ademas por el trabajo de
Aubert et al. (1981), quienes encontraron sintomas parecidos a la “mano de mono”
en la Isla de la Reunion, territorio francés en el Océano indico, en plantas de
papayo infestadas por el acaro P. latus y al parecer libres del virus de la mancha
anular, pues éste no estaba presente en el area donde se desarroll6 dicha
investigacion.

Debido a que los sintomas de reduccién de la lamina foliar de las hojas del
papayo, en sus diversas expresiones denominadas “pata de ganso”, “mano de
mono” o “mano de chango”, han sido atribuidos al virus de la mancha anular del
papayo y también al acaro P. latus, se realizé esta investigacion con el siguiente
objetivo:

Determinar el dafio causado por la infestacion de P. latus en el area foliar de

plantas de papayo libres de PRSV-P

Hipotesis: La reduccién foliar en las hojas de papayo es debido a la infestacién de

Polyphagotarsonemus latus.

4.2. Material y métodos
4.2.1 Polyphagotarsonemus latus
La cria de P. latus fue mantenida en las condiciones mencionadas anteriormente

en la seccion 3.1.2. Para desarrollar colonias en plantas de papayo se
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seleccionaron los foliolos de hojas trifoliadas de plantas de frijol infestadas con
acaros en donde se observaron principalmente hembras adultas y pocas exuvias.
Para transferir el numero deseado de hembras adultas a las hojas de papayo, se
eligieron foliolos de hojas jévenes de frijol, se contabilizaban y se dejaba el
numero exacto de cada tratamiento; estos foliolos se dejaron durante 24 h sobre
las hojas de papayo mas jévenes para que los acaros se pasaran a éstas. Al

término de este tiempo se retiraron los foliolos de frijol ya deshidratados.

4.2.2 Plantas de Carica papaya

Las plantas de papayo utilizadas para este experimento se utilizaron como se
menciond en el apartado 3.1.3. Las plantas fueron utilizadas para los
experimentos si contaban al menos con tres pares de hojas verdaderas. En
general, la mayoria de las plantas presentaron tres pares de hojas verdaderas al
inicio del experimento, aunque hubo algunas con cuatro o seis pares. Sin
embargo, todas ellas fueron distribuidas de manera uniforme en todos los
tratamientos. Una vez distribuidas en los tratamientos y antes de inocular a los
acaros, se procedié a medir el ancho del tallo y la altura de las plantas. Cabe
hacer mencion que todas las plantas fueron minuciosamente inspeccionadas
antes de iniciar los experimentos para corroborar que no presentaran sintomas de
alguna enfermedad o la presencia de alguna plaga. Las plantas fueron regadas

cada tres dias con 100 ml de solucion nutritiva universal de Steiner (1968).

4.2.3 Diagnostico de PRSV-P mediante RT-PCR

Para determinar que las plantas usadas en los experimentos estuvieran libres de
PRSV-P se colecté una hoja de cada planta (la hoja inmediatamente anterior a la
hoja en donde se afnadieron los acaros), la cual se almacené en toallas de papel a
-20°C para su posterior analisis mediante RT-PCR. Asimismo, al final del
experimento se volvid a tomar otra hoja de cada planta (la mas joven) para
determinar si estaban libres de PRSV-P. Todas las hojas fueron procesadas de

acuerdo al método descrito en la seccion 3.1.4.
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4.2.4 Efecto de Polyphagotarsonemus latus en el area foliar de plantas de
papayo libres de PRSV-P

Para determinar el dafo causado por la infestacion de P. latus en plantas de
papayo libres de PRSV-P, se infestaron plantas de papayo con 10, 20 y 30
hembras adultas de P. latus y un testigo al cual no se afiadioé ningun acaro.

El experimento se realizé bajo un disefio completamente al azar y se repitié en dos
ocasiones diferentes. Los datos de area foliar, ancho del tallo y altitud de las
plantas se analizaron mediante una prueba ANOVA con el paquete estadistico
GenStat (v8.2).

4.2.5 Evaluacién del experimento

Las plantas utilizadas en los tratamientos fueron revisadas minuciosamente a las
24 h bajo un microscopio estereoscopico para corroborar el establecimiento de las
hembras de P. latus. Posteriormente, fueron revisadas semanalmente para
verificar el daino causado por los acaros. Las observaciones continuaron durante
diez semanas. Al término de este periodo, se midi6 el diametro del tallo y la altura
de las plantas, se fotografiaron y registraron los cambios que sufrieron durante el
desarrollo del experimento; y finalmente, se cortaron todas las hojas, iniciando de
la hoja en la que se inocularon los acaros, para medir el area foliar, la que fue

determinada tal y como se especificd en la seccion 3.1.5.

4.3 Resultados

Los valores del area foliar en la primera y segunda repeticion presentaron
diferencias estadisticas significativas entre ellos (F 1626 = 339.8; P= <0.001) por lo
que el analisis estadistico se realizd6 de manera independiente para cada
experimento. En cuanto a la reduccidon del area foliar entre los diferentes
tratamientos en el primer experimento (primera repeticion), se encontré una
diferencia estadistica significativa entre ellos (F 3241 = 8.51; P=<0.001). La mayor
area foliar se obtuvo en el testigo (51.4 cm?) y la menor area foliar se obtuvo en el

tratamiento 3, en donde se inocularon 30 acaros (41.97 cm?) (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Area foliar de plantas de papayo Carica papaya L. de los diferentes
tratamientos realizados en el experimento (primera repeticién). T1= 10 acaros; T2=
20 acaros; T3= 30 acaros y T4= testigo. Los valores sobre las barras representan la

media. La barra de error representa el error estandar de la media.
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tratamientos realizados en el experimento (segunda repeticion). T1= 10 acaros; T2=
20 acaros; T3= 30 acaros y T4= testigo. Los valores sobre las barras representan la

media. La barra de error representa el error estandar de la media.
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En la segunda repeticion, se observé una diferencia estadistica entre los
tratamientos (F 3370 = 2.7; P=0.045). Sin embargo, la mayor area foliar se obtuvo
en el tratamiento 3 (30 acaros) (70.83 cm?) y la menor en el tratamiento 2, en
donde se afiadieron 20 acaros (64.94 cm?) (Figura 4.2).

Con respecto a las variables diametro de tallo y altitud de las plantas, al realizar el
analisis antes de iniciar la primera repeticion del experimento, se encontré que no
hubo diferencias significativas de estas dos variables en las plantas usadas entre
los tratamientos (F 326 = 1.36; P=0.277; F 326 = 1.19; P=0.332, respectivamente).
Al final del experimento se encontraron diferencias estadisticas significativas en la
variable altitud entre los tratamientos (F 326 = 19.84; P=<0.001). La mayor altura se
obtuvo en el tratamiento 4 (22.75 cm) (testigo) y la menor con el tratamiento 3
(7.92 cm) (Figura 4.3). Con respecto a la variable diametro del tallo, también se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (F 326 = 7.95;
P=<0.001); sin embargo, el mayor diametro del tallo se obtuvo en el tratamiento 3
(30 acaros) (Figura 4.4).
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Figura 4.3. Altitud de plantas de papayo Carica papaya L. afectadas por la
infestacion de P. latus. En el experimento (primera repeticion). T1= 10 acaros; T2=
20 acaros; T3= 30 acaros y T4= testigo. Los valores sobre las barras representan la

media. La barra de error representa el error estandar de la media.
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Figura 4.4. Diametro de plantas de papayo Carica papaya L. afectadas por la
infestacion de P. latus. En el experimento (primera repeticion). T1= 10 acaros; T2=
20 acaros; T3= 30 acaros y T4= testigo. Los valores sobre las barras representan la

media. La barra de error representa el error estandar de la media.

Cabe destacar que durante el desarrollo del experimento se observd que la
poblacion de P. latus se desplazd a la zona meristematica (hoja mas joven)
cuando ésta ya tenia bien definida la lamina foliar; a pesar de que las plantas
siempre exhibieron crecimiento foliar continuo, la poblacion de P. latus
desaparecia repentinamente pero dejaba el dafio en las hojas en donde se habia
alimentado (Figura 4.5).

El analisis de RT-PCR mostré que el virus no estuvo presente en ninguna de las
plantas experimentales empleadas (Figura 4.6), lo cual confirmdé que la
sintomatologia cuantificada y observada fue atribuible al efecto de la alimentacion

del acaro.
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Figura 4.5. Dafos causados a plantas de papayo Carica papaya L. con infestacién
artificial por 30 hembras en camara de crecimiento. A y B) Clorosis en la parte
central al inicio de la nervadura central. C) Reduccién del area foliar y aclaramiento
de las nervaduras. D) Deformacion de la lamina foliar y cambio de la estructura de

las nervaduras.
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Figura 4.6. Ejemplo de reacciones de RT-PCR que confirman la ausencia de PRSV-P
en el papayo Carica papaya L. usadas antes (lineas 1-8) y después (lineas 9-16) de
realizar el experimento. La primera linea de la izquierda corresponde al marcador de
peso molecular 1kb. La que le continia es el testigo negativo (agua destilada
estéril). La tercera linea corresponde a una muestra positiva de PRSV-P. La ultima

linea corresponde al marcador de peso molecular 100pb.

4.4 Discusion

En general, los resultados obtenidos en el primer experimento muestran que hubo
una reduccion en el area foliar de las plantas inoculadas con acaros comparados
con el testigo, lo cual concuerda con lo reportado por otros autores (De Coss
2006; De Coss-Romero y Pefia 1998), pero no se encontrd una relaciéon directa en
el grado de reduccion foliar y la densidad inicial de acaros inoculados, ya que se
observdé en la primera repeticion que tanto en el tratamiento en donde se
inocularon 10 como en el que se inocularon 20, el area foliar fue muy similar. En la
segunda repeticion se observo que el area foliar de los tratamientos en los que se
infestaron 10 y 30 acaros fue también muy similar. En la primera repeticién si

observamos que la reduccién foliar fue mayor en el tratamiento 3, en donde se
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inocularon 30 acaros, y en la segunda repeticion fue en el tratamiento 2, en donde
se inocularon 20 acaros. Por lo que consideramos que estas reducciones del area
foliar pudieron haber sido consecuencia de las diferencias en incrementos
poblacionales de cada grupo de hembras inoculadas en las diferentes plantas, ya
que a pesar de haberse confirmado el establecimiento de los acaros en cada
planta, ya no se tuvo control sobre el incremento de la poblacion. Esto se confirmo
al observar que los acaros del tratamiento 2 invadieron un area mas grande de las
hojas que los que se establecieron en el tratamiento 3; asimismo, las colonias
establecidas en el tratamiento 2 vivieron mas tiempo que en el tratamiento 3. La
inconsistencia en los patrones de disminucion de area foliar entre las dos
repeticiones sugiere que no solo las diferencias en los niveles de poblacién de
acaros inoculadas en las plantas juegan un papel importante, sino que existe una
interaccion compleja posiblemente con otros factores como por ejemplo la edad
del hospedante vegetal. En la segunda repeticion, las plantas tenian cuatro
semanas mas de edad que las empleadas en la primera repeticion, y a pesar de
que cumplian con los requisitos de rango de edad y numero de hojas verdaderas,
esta ligera diferencia en edad podria haber influenciado en esta inconsistencia; sin
embargo, se requiere de mayor experimentacion obtener resultados mas
concluyentes a este respecto.

A pesar de observar una reduccion del area foliar ésta no tuvo la magnitud que
describieron De Coss (2006) y Aubert et al. (1981). Esta diferencia puede deberse
a la cantidad de acaros anadidos, ya que estos investigadores experimentaron con
un mayor numero de acaros por planta.

Los datos de altitud y diametro del tallo se consideraron como variables a evaluar
debido a que existen reportes del efecto negativo de la infestacion de P. latus en el
desarrollo de las plantas. EI no encontrar diferencias estadisticas de estas
variables entre los tratamientos al inicio del experimento, nos confirmd que las
plantas fueron distribuidas de manera uniforme entre éstos. Sélo se presentan los
datos de didametro y altitud de las plantas para la primera repeticion.

Al evaluar la altitud de las plantas al final del experimento, se observd que las

plantas a las que se les inocularon 30 acaros tuvieron una disminucion significativa
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en comparacion con el testigo, lo cual concuerda con lo reportado por Pefia y
Bullock (1994); De Coss-Romero y Pefa (1998); Gringberg (2005) y De Coss
(2006).

Contrariamente a la variable altitud, aparentemente el diametro del tallo se
incrementd con la infestacion de P. latus, ya que en el tratamiento 3 en donde se
inocularon 30 acaros las plantas presentaron el mayor diametro. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por De Coss (2006) quien observé que en plantas de
papayo con tres pares de hojas, el diametro de los tallos de plantas infestadas con
P. latus fueron mas grande que en las plantas testigo.

Los dafos cualitativos observados, como la clorosis de la parte central de las
hojas, el aclaramiento y cambio de la estructura de las nervaduras y la
deformacion de las hojas, coinciden con los dafios descritos por De Coss (2006).
Sin embargo, otros dafios atribuidos a P. latus como epinastia en peciolos, rizado
del borde foliar en hojas formadas, peciolos abatidos, venacion con apariencia de
cicatrices, primordios foliares deformados, tejido del limbo limitado a nervaduras
(mano de mono) y necrosis de los tejidos apicales, descritos también por De Coss
(2006), no fueron observados durante el desarrollo de este experimento, debido
quiza a que la cantidad de acaros utilizados fue considerablemente menor a los
utilizados pro De Coss (2006) en sus experimentos.

Los resultados del analisis de RT-PCR realizado en todas las plantas de este
experimento, antes y después del mismo, indican que no hubo presencia de
PRSV-P, por lo que consideramos que los dafios observados en las plantas de

papayo son atribuibles al &caro y no a un efecto del virus.
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CAPITULO V
DANOS CAUSADOS POR LA ASOCIACION DEL Papaya Ringspot Virus
y Polyphagotarsonemus latus EN EL AREA FOLIAR
DE PLANTAS DE Carica papaya L. cv Maradol roja

5.1 Introduccién

Polyphagotarsonemus latus (Banks) (Acari: Tarsonemidae) es una especie de
importancia econémica por ser de habitos polifagos, ya que puede alimentarse de
cultivos como papa Solanum tuberosum, frijol Phaseolus vulgaris, pimiento
Capsicum annuum, pepino Cucumis sativus, berenjena Solanum melongena,
calabaza Cucurbita pepo, tomate Solanum lycopersicum, papaya Carica papaya,
melén Cucumis melo, maracuya Passiflora edulis, Passiflora spp., guayaba
Psidium guajava, mango Mangifera indica, citricos Citrus spp., entre otros (Cross y
Bassett, 1982; Gerson, 1992; Pena y Bullock, 1994; De Coss-Romero y Pefia
1998). Se alimenta de las yemas en formacion, de hojas o frutos de sus
huéspedes (Jeppson et al., 1975). Los danos que ocasiona se manifiestan por una
variedad de sintomas que se atribuyen a la toxicidad de su saliva (Gerson, 1992) y
a la susceptibilidad de la variedad de planta de la que se esta alimentando (Pefia 'y
Bullock, 1994). En general, se le encuentra en el envés de las hojas jovenes, en
donde perfora la epidermis de la lamina foliar para succionar su contenido celular
(Jeppson et al., 1975); se ha sugerido que esta accidén ocasiona la formacion de
manchas descoloridas en las hojas que aumentan con la intensidad de
alimentacién de la poblacién. Asimismo, la lamina foliar de las hojas comienza a
distorsionarse hasta deformarse o sus orillas se enroscan hacia adentro
(epinastia) (Cross y Bassett, 1982; Gerson, 1992; Pefa y Bullock, 1994; De Coss-
Romero y Pefa, 1998). En infestaciones severas se inhibe el crecimiento del tallo
y la produccién de frutos (Collier et al., 2004).

En México, el cultivo de papayo (Carica papaya) tiene una gran importancia
socioecondmica, ya que en los ultimos cuatro afios ha ido en aumento la superficie
cultivada. Durante 2007 se cultivaron 22,451 ha de las que se produjeron 821,540

toneladas de fruta. Como resultado de dicha produccion, México ocupo el tercer
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lugar a nivel mundial en produccion de papaya y primer lugar como exportador
(37%) (Cadena Agroalimentaria 2006; FAO 2007).

En papayo, P. latus puede ocasionar reduccion de la lamina foliar casi hasta las
nervaduras, asi como deformacion de hojas (Aubert et al., 1981; Medina, 1989;
Acuna y Agostini, 2000; De Coss, 2006), sintomas que también se han atribuido a
la infeccién por el Virus de la mancha anular del papayo (PRSV-P, (Jensen, 1949;
Téliz et al, 1991; Gonsalves, 1998). Este virus, también puede causar
aclaramiento de venas en las hojas mas nuevas, amarillamiento, manchas
aceitosas en hojas, tallos y peciolos y deformacion de hojas en plantas de papayo.
En frutos se observan manchas anulares, reduccién de tamano y deformacion
(Ridings, 1978; Téliz et al., 1991; Sanchez y Martinez, 1976; Kiranmai et al.,
1998).

Los trabajos mencionados anteriormente mencionan a P. latus y al PRSV-P como
agentes causales independientes de dicha deformacién y sin considerar la posible
interaccidon entre ellos. Es importante determinar cual es el agente causal de la
deformacion foliar para poder establecer una estrategia de manejo adecuada, ya
que la atribucion errénea de un complejo de sintomas (sindrome) a cierto agente
causal, puede ocasionar una incorrecta seleccion de un meétodo de control y un

manejo deficiente del agente causal de la enfermedad.

Objetivo: Estudiar los dafios que causa la presencia simultanea de P. latus y el

PRSV-P en el area foliar de plantas de papayo.

Hipotesis: La reduccion foliar en las hojas de papayo es causada por la asociacion
de P. latus con el PRSV-P.

5.2 Material y métodos

5.2.1 Polyphagotarsonemus latus

La cria de P. latus fue mantenida en las condiciones mencionadas en la seccion
3.1.2. Para la infestacion de las plantas de papayo se seleccionaron los foliolos de

hojas trifoliadas de frijol infestadas con acaros en donde se observaron
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principalmente hembras adultas y pocas exuvias. Para trasferir el numero deseado
de hembras adultas a las hojas de papayo, se elegian foliolos de hojas de frijol
jovenes, se contabilizaban y se dejaba el numero exacto que correspondia a cada
tratamiento; estos foliolos se dejaban durante 24 h sobre las hojas de papayo mas
jévenes para que los acaros se desplazaron a éstas. Al término de este tiempo se
retiraban los foliolos de frijol ya deshidratados.

5.2.2 Plantas de Carica papaya

Las plantas de papayo utilizadas para este experimento fueron obtenidas como se
menciona en el apartado 3.1.3. Las plantas utilizadas para los experimentos si
contaban al menos con tres pares de hojas verdaderas; en general, las plantas
presentaban tres pares de hojas verdaderas al inicio del experimento, aunque
hubo algunas con cuatro o seis pares. Sin embargo, todas ellas fueron distribuidas
de manera uniforme en todos los tratamientos. Una vez distribuidas en los
tratamientos y antes de inocular a los acaros, se procedié a medir el ancho del
tallo y la altura de cada planta. Las plantas fueron minuciosamente inspeccionadas
antes de los experimentos para corroborar que no presentaran sintomas de alguna
enfermedad o la presencia de alguna plaga y regadas cada tres dias con 100 ml

de solucién nutritiva universal de Steiner (1968).

5.2.3 Inoculacién de PRSV-P a plantas sanas de Carica papaya

PRSV-P fue inoculado mediante el raspado con un hisopo estéril que contenia una
suspension de PRSV-P en agua destilada estéril. El raspado se hizo sobre la
lamina foliar de una hoja preseleccionada, hasta que ésta quedara translucida
(Figura 5.1). El in6culo de PRSV-P se obtuvo a partir de 1 g de hojas de plantas
infectadas con PRSV-P, las cuales se molieron con 3 ml de agua destilada estéril

(Silva-Rosales, comunicacion personal, 3 de diciembre de 2009).
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Figura 5.1. Inoculaciéon mecanica de PRSV-P en papayo Carica papaya L. A) Hisopo
utilizado para raspar la lamina foliar. B) Apariencia de la hoja después de la

inoculacion.

5.2.4 Diagnostico de PRSV-P mediante RT-PCR

Para determinar que las plantas usadas en los experimentos estuvieran libres de
PRSV-P se colecté una hoja de cada planta (la inmediatamente anterior a la hoja
infestada artificialmente con acaros), la cual se almacend en toallas de papel a -
20°C para su posterior analisis mediante PCR. Asimismo, al final del experimento
se volvio a tomar otra hoja de cada planta (la mas joven) para determinar si
estaban libres de PRSV-P. Las hojas fueron procesadas de acuerdo al método

descrito en la seccion 3.1.4.

5.2.5 Efecto de Polyphagotarsonemus latus en combinacién con PRSV-P en
el area foliar de plantas de papayo

Para determinar los dafios que causa la infestacion de P. latus en plantas de
papayo en combinacién con PRSV-P se formaron diferentes tratamientos que
consistieron en colocar 30 hembras adultas por planta, tal y como se describe en
la seccion 5.2.1, e inocularon plantas sanas con una extracto de plantas infectadas
con PRSV-P (5.2.3), para lo cual se evaluaron los siguientes tratamientos:
Tratamiento 1. Plantas inoculadas con PRSV-P.

Tratamiento 2. Plantas infestadas con 30 acaros.
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Tratamiento 3. Plantas inoculadas con agua destilada con un procedimiento similar
al descrito para la inoculacion viral segun seccion 5.2.3

Tratamiento 4. Plantas inoculadas con PRSV-P e infestadas con 30 acaros.
Tratamiento 5 (Testigo). Sin acaros y sin virus.

Los tratamientos estuvieron distribuidos en un disefio completamente al azar con
cinco repeticiones para cada tratamiento, dentro de la camara de cria. El

experimento se repitié dos veces en diferentes fechas.

5.2.6 Evaluacion del experimento

Las plantas utilizadas en todos los tratamientos fueron revisadas minuciosamente
a las 24 h bajo un microscopio estereoscopico para corroborar el establecimiento
de las hembras de P. latus. Posteriormente, fueron revisadas semanalmente para
verificar el dano causado por los acaros y la infeccién viral. Las observaciones
continuaron durante diez semanas. Al término de este periodo, se midi¢ el
diametro del tallo y altura de plantas, se fotografiaron y registraron los cambios
que sufrieron durante el desarrollo experimental, y finalmente, se colectaron todas
las hojas de las plantas, a partir de la hoja (progresivamente, hacia arriba) en la
que se inocularon los acaros, para medir el area foliar, la que fue determinada tal

y como se especificé en la seccion 3.1.5.

5.3 Resultados

Los resultados obtenidos del area foliar en los experimentos 1 y 2 del experimento
no presentaron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (F 149
= 0.57; P=0.451), por lo que el analisis estadistico se realiz6 considerando ambas
repeticiones como un solo experimento. En cuanto a la reduccion del area foliar
entre los diferentes tratamientos, se observd una diferencia estadistica entre ellos
(Fa,495 = 20.16; P=<0.001), con una mayor area foliar en el testigo absoluto (108.6
cm?) y la menor area foliar en el tratamiento 4, en donde se inocularon 30 acaros y

el extracto del virus (81.35 cm?) (Figura 5.2).
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Figura 5.2 Area foliar de papayo Carica papaya L. afectadas por la infestacion de P.
latus. T1= Inoculacion de PRSV-P; T2= 30 acaros; T3= inoculacion de agua
destilada; T4= 30 acaros + inoculacion de PRSV-P y T5= plantas testigo sin
hembras de P. latus ni PRSV-P. Los valores sobre las barras representan la media.
La barra de error representa el error estandar de la media.

Con respecto al diametro de tallo y altitud de las plantas, se observé que no hubo
diferencias significativas entre las plantas usadas en todos los tratamientos, al
iniciar (F 446 = 0.71; P=0.591; F 446 = 0.03; P=0.998, respectivamente) (Figura 5.3
Ay 5.4 A), ni 6 al término del experimento (F 446 = 1.15; P=0.346; F 446 = 0.54;
P=0.705) (Figura 5.3 By 5.4 B).
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Figura 5.3 Diametro del tallo de papayo Carica papaya L. utilizadas en los
experimentos. T1= Inoculacién de PRSV-P; T2= 30 acaros; T3= inoculacion de agua
destilada; T4= 30 acaros + inoculacion de PRSV-P y T5= plantas testigo. A) Antes
de iniciar el experimento. B) Al término del experimento. Los valores sobre las
barras representan la media. La barra de error representa el error estandar de la

media.
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Figura 5.4 Altitud de papayo Carica papaya L. utilizadas en los experimentos. T1=
Inoculaciéon de PRSV-P; T2= 30 acaros; T3= inoculaciéon de agua destilada; T4= 30
acaros + inoculacion de PRSV-P y T5= plantas testigo. A) Antes de iniciar el
experimento. B) Al término del experimento. Los valores sobre las barras

representan la media. La barra de error representa el error estandar de la media.
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Los sintomas observados en los tratamientos con virus, acaros y combinacién de
ambos fueron similares a los anteriormente descritos; venacion mas aparente,
reduccion del area foliar y decoloracion de la lamina foliar en el centro de la hoja
(Figura 5.5). Deformaciones de la lamina foliar fueron mas evidentes en el
tratamiento en donde se inocularon 30 4caros (Figura 5.6). En el tratamiento 1 y 4
en donde se inoculé a PRSV-P se observaron manchas aceitosas en las hojas y

peciolos (Figura 5.7).

T1l=Inoculacign de PRSV-P T2=|noculacionde P, latus

Td= Inoculacion del acaro + PRSV-P

Figura 5.5 Hojas de papayo Carica papaya L. que muestran danos cualitativos que
producen P. latus y PRSV-P
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Figura 5.6 Hojas de papayo Carica papaya L. que muestran deformaciones de la

lamina foliar cuando P. latus se alimenta de éstas durante su desarrollo.

Figura 5.7. Hojas de papayo Carica papaya L. infectadas con PRSV-P. Las flechas

indican las manchas aceitosas observadas.
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El analisis de RT- PCR realizado en las plantas de papayo de todos los
tratamientos antes de iniciar el experimento, confirmé que el virus no estuvo
presente en ninguna de ellas. Posteriormente, al realizar el mismo analisis al
finalizar el experimento, se confirmd la ausencia del virus en los tratamientos T2
(30 acaros/planta), T3 (agua destilada) y T5 (testigo absoluto). Asi mismo, el
analisis de RT-PCR confirmo la presencia del virus en parte de las plantas de los
tratamientos T1 (inoculado con PRSV-p) y T4 (inoculado con PRSV-p y acaros)
(Figura 5.8). Con base en lo anterior, para el analisis estadistico se incluyeron
todas las plantas de los tratamientos T2, T3, T5 y en los tratamientos T1 y T4

unicamente aquellas que dieron positivo al virus PRSV-p.
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Figura 5.8. Ejemplo de reacciones de RT-PCR que confirman la presencia o
ausencia de PRSV-P en papayo Carica papaya L. antes de ser inoculadas con
PRSV-p (lineas 1-4) y después de la inoculacion mecanica de PRSV-P (lineas 5-16).
La primera linea de la izquierda corresponde al marcador de peso molecular 1kb.
La que le continta es el testigo negativo (agua destilada estéril). La tercera linea
corresponde a una muestra positiva de PRSV-P. La ultima linea corresponde al

marcador de peso molecular 100pb.
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5.4. Discusion

De acuerdo con los resultados, la reduccion foliar maxima se encontré en el
tratamiento T4 (acaros + PRSV-P) y la menor T5 (testigo absoluto). Esto sugiere
que tanto P. latus como el virus causan este dafio y al combinarlos se potencio
éste. La reduccion foliar en el tratamiento en donde se inocularon 30 acaros es
menor que en donde se inoculd sélo el virus, lo cual pudo deberse a el virus no
expreso esa reduccion foliar que se describe en algunos trabajos (Cook, 1975;
Téliz et al. 1991; Arenas et al., 1992; Andrade et al., 1994). De hecho, el area foliar
de este tratamiento (inoculacion del virus) y el tratamiento en donde se inoculd
agua destilada (T2) fueron muy similares, por lo que el dafio que se produce con
la inoculacion mecanica también pudo haber tenido un efecto. Es probable que los
sintomas ocasionados por el virus se expresen en un tiempo de observacion
mayor al evaluado en esta investigacion; esto, aunado al hecho de que la
inoculacién mecanica no fue 100% eficiente, sugiere la necesidad de repetir el
experimento considerando métodos alternativos para minimizar los problemas
mencionados anteriormente.

Con respecto a las variables altitud y diametro del tallo, nuevamente observamos
que antes de iniciar los experimentos las plantas estuvieron distribuidas
uniformemente entre los tratamientos. Al final de los experimentos tampoco se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos, resultados que no
esperabamos por lo encontrado en el Capitulo 4. Consideramos que una
explicacion para estos resultados es que las plantas empleadas en este
experimento eran un poco mas maduras que las empleadas en el Capitulo 4 y
pudo haber hecho la diferencia, ya que se ha reportado que los dafos de P. latus
no son uniformes y dependen de la etapa fenoldgica de la planta, en la cual puede
ser mas susceptible al dafio (De Coss, 2006).

En cuanto a los sintomas foliares observados fue evidente que los dafos
ocasionados por los acaros son muy similares a los producidos por el PRSV-P,
tales como aclaramiento de nervaduras, decoloracion de la lamina foliar y
reduccion del area foliar. Sin embargo, es conveniente sefialar que hay diferencias

en el patron de desarrollo de sintomas que permiten, determinar en cierto grado, si

48



el dafo es producido por P. latus o por PRSV-P. Por ejemplo, la decoloracion de la
lamina foliar producida por P. latus siempre inicia en la vena central entre la uniéon
del peciolo y el area foliar o limbo, a diferencia de la decoloraciéon producida por
PRSV-P, la cual puede presentarse en cualquier parte de la lamina foliar; de
hecho, en esta investigacion siempre se observd en la parte terminal de los
foliolos. También se observd que las plantas infectadas con PRSV-P no se
vuelven a recuperar, las hojas nuevas aparecen cada vez mas pequefas y
deformadas. En contraste, en las plantas infestadas con P. latus, las hojas nuevas
pueden recuperarse si la poblacion del acaro desaparece. Se requiere mayor
investigacion para explicar la desaparicion de las poblaciones de acaros de
plantas experimentales, ya que factores como temperatura y humedad fueron
constantes durante los experimentos, por lo que cambios en estos parametros no
pudieron ser la causa como se reportd previamente (De Coss, 2006). Tampoco se
atribuye al estado fenoldgico de la planta que al irse desarrollando, sus hojas se
lignifican e impiden que los acaros se alimenten porque les es mas dificil perforar
la epidermis con sus queliceros; sin embargo, el comportamiento de P. latus es
buscar siempre las hojas mas jovenes (no lignificadas) para alimentarse, las que
fueron apareciendo y por lo tanto estuvieron disponibles para ser pobladas por los
acaros.

Otro diferencia de los dafos producidos por PRSV-P es la produccion de manchas
aceitosas en las hojas y en los tallos, lo cual no es producido por la infestacion de
P. latus. Finalmente, la diferencia entre los dafios producidos por P. latus y PRSV-
P es que las plantas infestadas por el acaro se recuperan cuando éstos
desaparecen; en contraste, las plantas infectadas por el PRSV-P nunca se
recuperan porque el virus continua replicandose.

Este es el primer reporte del efecto combinado de P. latus y PRSV-P en plantas de
papayo, a pesar de que algunos resultados no son concluyentes, aportan
informacion como base para realizar mayor investigacion al respecto. Asimismo,
se recomienda la inclusién de la deteccion molecular en tiempo real, como método

mas adecuado para detectar la presencia del virus y cuantificar su concentraciéon
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para definir concentraciones en las cuales su infeccion producira efectos visibles y

cuantificables, asi como considerar diferentes tiempos de incubacion.
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CAPITULO VI
PAPEL DE Polyphagotarsonemus latus EN LA TRANSMISION DEL Papaya
Ringspot Virus

6.1 Introduccién

La mayoria de los virus que infectan a las plantas dependen de un vector para su
supervivencia y transmision (James, 2004). Insectos, acaros y nematodos juegan
un papel muy importante en la transmision de virus. Sin embargo, insectos del
orden Hemiptera son los vectores mas comunes, y entre ellos, destacan los afidos
(Nault, 1997; Spence, 2001; Astier et al., 2001; Hogenhout et al., 2008). Entre los
acaros, las unicas familias consideradas, hasta ahora, transmisoras de virus son la
familia Eriophyidae y Tenuipalpidae (Paliwal, 1980; Kitajima et al., 2000; Skare et
al., 2006).

Las caracteristicas comunes entre los vectores de virus de plantas son: habitos
polifagos que contribuyen a la diseminacion de los virus en una gran variedad de
plantas, habilidad de reproducirse partenogenéticamente y poseer un aparato
bucal punzante capaz de perforar las células vegetales y succionar el contenido
celular y por lo tanto introducir particulas virales dentro de las células de sus
huéspedes (James, 2004; Hogenhout et al., 2008). Sin embargo, el éxito de
transmision de los virus de plantas por determinada especie de vector depende de
la especificidad del virus y de los mecanismos de transmision.

En este sentido, Hogenhout et al. (2008) mencionan que los modos de transmision
de virus estan basados, principalmente, en los sitios de retencién y el movimiento
de éstos dentro del vector. Se consideran circulativos si los virus penetran las
células del vector y son transportados en la hemolinfa hasta las glandulas salivales
para ser transmitidos por el vector a través de la saliva. Los virus circulativos
ademas son clasificados como propagativos y no propagativos si la particula
adquirida se replica dentro del vector. Los virus no circulativos tienen una relacion
mas superficial y esporadica con el vector y sélo estan asociados con las partes

bucales y el aparato digestivo. Son persistentes o no persistentes, con base en el
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tiempo durante el cual el vector mas tiene la capacidad de transmitir el virus
después de haberlo adquirido.

Cualquiera que sea el modo de transmisién, se deben dar los siguientes pasos
para que haya transmisién: a) que el vector adquiera el virus de un hospedante
infectado, b) que haya sitios de retencion en el vector del virus adquirido y c) que
los virus retenidos sean inoculados por el vector nuevamente en el hospedante.

En el caso de PRSV-P, éste es transmitido por muchas especies de afidos
(principalmente Myzus persicae y Aphis gossypii) (Jensen, 1948; Lépez, 1972) de
una manera no persistente (Tripathi et al., 2008). La adquisicién y transmisién de
PRSV-P ocurre cuando los afidos introducen sus estiletes dentro de la planta;
aunque el virus puede también puede ser transmitido mecanicamente.

Higa y Namba (1971) realizaron experimentos de transmision de PRSV-P por
medio de afidos y dos especies de acaros muy comunes en el cultivo de papayo,
Tetranychus cinnabarinus y P. latus. Concluyeron que no hubo transmision por
acaros estudiados, posiblemente debido al corto periodo de adquisicidén del virus, y
concluyeron, ademas, que estas dos especies no se conocen como transmisores
del virus.

P. latus no es considerado como transmisor del virus; sin embargo, éste se
encuentra muy frecuentemente en plantas infectadas con PRSV-P, aunado al
hecho de que tanto el virus como el acaro causan dafos foliares muy similares a
las plantas de papayo; por esta razdn se desarrollo la investigacidn con el objetivo
de obtener un mayor conocimiento de la relacién que pudiera existir entre P. latus
y la transmision del PRSV-P.

Objetivo: Estudiar el papel de P. latus en la transmision del PRSV-P en plantas de

papayo.

Hipotesis: P. latus tiene habilidad para transmitir el PRSV-P.
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6.2 Material y métodos

6.2.1 Polyphagotarsonemus latus

La cria de P. latus fue mantenida en las condiciones mencionadas anteriormente
en la seccion 2.1.2. Para que los acaros se alimentaran de plantas infectadas con
PRSV-P, 50 hembras adultas de P. latus fueron transferidas individualmente con
un pincel a la hoja mas joven de las plantas infectadas, las cuales permanecieron
alimentandose por tiempos determinados, tal y como se especificd en la seccion

5.2.4, para después pasarlos a plantas sanas libres de PRSV-P.

6.2.2 Plantas de Carica papaya

6.2.2.1 Plantas libres de PRSV-P

Las plantas de papayo utilizadas para este experimento fueron obtenidas como se
menciona en el apartado 2.1.3. Sin embargo, cabe mencionar que al momento de
realizar los experimentos las plantas ya presentaban entre 8-10 pares de hojas,
por lo que se les podaron las hojas mas maduras y se dejaron Unicamente los tres
pares de hojas mas jovenes. Todas las plantas fueron minuciosamente
inspeccionadas antes de iniciar los experimentos para corroborar que no
presentaran sintomas de alguna enfermedad o la presencia de alguna plaga. Asi
mismo, se tomd una hoja de cada planta para procesarla y corroborar la usencia
de PRSV-P mediante RT-PCR.

6.2.2.2 Plantas infectadas con PRSV-P

Para obtener plantas enfermas con PRSV-P fue necesario inocular
mecanicamente al virus en plantas sanas. El inoculo del virus se obtuvo
macerando 1 g de hojas infectadas mas 3 mL de agua destilada estéril. La
inoculacion mecanica del virus se realizé mediante la metodologia que se describe
a continuacién. De cada planta sana, se tom¢ la cuarta hoja y se le raspé varias
veces con un hisopo previamente impregnado con el extracto de hojas infectadas
con PRSV-p, el raspado se hizo hasta que la lamina foliar se observé translucida.
Las hojas inoculadas fueron marcadas en la base del peciolo. Todas las plantas

inoculadas fueron mantenidas en la camara de cria en las condiciones
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anteriormente mencionadas, hasta que la mayoria de sus hojas presentaran

sintomas de la infeccion de PRSV-P para que de éstas se alimentaran los acaros.

6.2.3 Diagnoéstico de PRSV-P mediante PCR

Para determinar que las plantas usadas en los experimentos estuvieran libres de
PRSV-P se colectd una hoja de cada planta (inmediatamente anterior a la hoja en
donde se infestaron los acaros), y se guardé en toallas de papel a -20°C para su
posterior analisis para PCR.

Asimismo, se tomé una hoja de las plantas infectadas con PRSV-P y usadas para
alimentar a los acaros. Al final del experimento se tomaron todas las hojas de las
plantas usadas en el experimento para determinar si estaban infectadas con
PRSV-P. Todas las hojas fueron procesadas de acuerdo al método descrito en la

seccion 2.1.4.

6.2.4 Periodo de adquisicion de PRSV-P

El periodo de adquisicion del virus (PAV) se definié como el tiempo en el cual P.
latus fue obligado a alimentarse de plantas infectadas con PRSV-P para adquirir el
virus. Para ello se formaron varios grupos: en el primero los acaros se
mantuvieron en plantas infectadas durante 6 h (periodo de adquisicién de 6 h), en
el segundo, 12 h, y en el tercero, 24 h. Como grupos testigo se mantuvieron los

acaros alimentandose por 24 h en plantas sanas.

6.2.5 Diseno experimental

De acuerdo con los diferentes tiempos de adquisicion del virus se disefiaron los
siguientes tratamientos:

Tratamiento 1. 10 acaros alimentados 24 h de plantas sanas

Tratamiento 2. Testigo absoluto (plantas sanas sin acaros y sin virus)

Tratamiento 3. 10 acaros alimentados 6 h de plantas infectadas con PRSV-P
Tratamiento 4. 10 acaros alimentados 12 h de plantas infectadas con PRSV-P

Tratamiento 5. 10 acaros alimentados 24 h de plantas infectadas con PRSV-P
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La transferencia de los acaros de las plantas infectadas a las sanas se hizo
individualmente con un pincel muy fino. EL experimento se realizdé con un disefio
completamente al azar, con cinco repeticiones por tratamiento. Todo el

experimento se repitid, dos veces en ocasiones diferentes.

6.2.6 Evaluacion del experimento

Todas las plantas experimentales infestadas con acaros se revisaron a las 24 h
con un microscopio estereoscopico para corroborar el establecimiento de las
hembras de P. latus. Posteriormente, se revisaron semanalmente para evaluar
posibles sintomas de infeccion por el PRSV-P. El experimento tuvo una duracion
de ocho semanas, al término del cual se fotografiaron y registraron los cambios
que sufrieron las plantas. Finalmente, se cortaron todas las hojas de las plantas, a
partir de la hoja en la que se infestaron los acaros, para su diagnostico del PRSV-
P mediante PCR.

6.3 Resultados

No se detectaron sintomas visuales de infeccién por el PRSV-P en plantas sanas
infestadas por acaros alimentados en plantas enfermas. Este resultado fue
verificado por RT-PCR. Las plantas infectadas de las cuales se alimentaron a los

acaros para adquisicion viral si fueron positivas a PRSV-P (Cuadro 6.1).

Cuadro 6.1. Porcentaje de transmision de PRSV-P por Polyphagotarsonemus latus.

TRATAMIENTOS No. plantas infectadas/ No.
plantas ensayadas
(% transmision)
PAV EXP 1 EXP 2

T1 (4caros testigo) 24 h 0/5 (0%) 0/5 (0%)
T2 (plantas testigo) 0 0/5 (0%) 0/5 (0%)
T3 6 0/5 (0%) 0/5 (0%)

T4 12 0/5 (0%) 0/5 (0%)

T5 24 0/5 (0%) 0/5 (0%)
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6.4 Discusién

Las observaciones indican que los acaros transferidos de plantas infectadas a
sanas si se establecieron en estas ultimas. Sin embargo, no se verificd si los
acaros adquirieron el virus al alimentarse de las plantas infectadas, por lo que este
aspecto debe determinarse en trabajos futuros, para determinar si la ausencia de
transmision viral se debidé a la incapacidad del acaro para adquirir el virus o para
transmitirlo.

Es posible que P. latus no tenga la habilidad para transmitir a PRSV-P debido a
que este virus necesita una interacciéon con su transmisor, como sucede con los
virus de la familia Potyviridae, los cuales necesitan que sus transmisores tengan
proteinas que sirvan como puentes entre las proteinas de la cubierta de los
viriones con las de la superficie del aparato bucal y aparato digestivo para poder

ser transmitido (Stenger et al., 2005).

Estudios realizados para confirmar el papel de P. latus como transmisor de PRSV-
P son muy escasos y los que existen fueron realizados sin considerar varios
aspectos como el tiempo de adquisicion de virus y el tiempo de inoculacion, entre
otros. Aunque no puede descartarse la posibilidad de que, efectivamente, P. latus
no tiene habilidad para ser transmisor de PRSV-P como fue indicado Higa vy
Namba en 1971.

Esta investigacion no es concluyente respecto a la posible habilidad de P. latus
para transmitir el PRSV-P. Se requiere mayor experimentacion, en la que se
consideren mas variables, como son; el tiempo de inoculacién, prolongar el tiempo
para la expresion de sintomas, ajustar densidades de acaros, considerar posibles
periodos de latencia y retencidn del virus, la conveniencia de que acaros tengan
un periodo de ayuno para promover una alimentacion mas efectiva en las plantas
infectadas y el tiempo de inoculacion del virus, entre otros. También sera

indispensable verificar si el virus es adquirido por P. latus y donde es retenido.
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CAPIiTULO VII
CONCLUSIONES GENERALES

La alimentacion de P. latus y la infeccion de PRSV-P ocasionan reduccion de la
lamina foliar en plantas de Carica papaya cv Maradol. No es posible realizar una
relacion directa entre severidad en la reduccién foliar y numero de &acaros
infestados por planta, ya que los resultados sugieren que es mas importante el
éxito en el establecimiento de las poblaciones del acaro comparado con el nUmero
de individuos iniciales inoculados. Para el estudio del virus, ademas de la cantidad
de in6culo, es importante considerar los tiempos de evaluacion, ya que los
resultados sugieren que su efecto es visible en un mayor tiempo. Asi mismo, el
efecto de ambos organismos tiene una interaccidon con otros factores no
considerados directamente en los experimentos reportados en este estudio, pero
que son importantes para su futura consideracién, como la etapa fenolégica de la

planta.

La reduccion foliar es un parametro de evaluacion importante del efecto de P. latus
y PRSV-P en plantas de C. papaya; sin embargo, se deben considerar factores
adicionales de dificil cuantificacion, como el lugar de origen de las lesiones,
aspecto de las mismas, que en conjunto ayudaran a estudiar mejor el papel de

ambos organismos en los dafnos ocasionados a C. papaya.
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