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Resumen

El presente trabajo tuvo como objetivo la caracterizacién sintomatoldgica y molecular del virus que infecta
Carica papaya L. en zonas del norte peruano. Para ello, de diferentes campos en produccion se colectaron
hojas tiernas de C. papaya con sintomas de mosaico, clorosis, aclareo de nervaduras y distorsion de la [amina
foliar. Savia de estas hojas fue inoculada en forma mecénica sobre plantas libres de virus de C. papaya,
Chenopodium murale, Ch. amaranticolor, Ch. quinoa, Cucumis melo, C. sativus y Cucurbita pepo; las que
fueron mantenidas a temperatura ambiente durante 45 dias al cabo de los cuales en las hojas jovenes de C.
papaya se observo aclareo de nervaduras, mosaico, distorsion y reduccion de la lamina foliar; en las especies
C. melo, C. sativus y Cucurbita pepo clorosis sistémica, en Ch. murale, Ch. amaranticolor y Ch. quinoa no se
evidenciaron sintomas. Las plantas de C. papaya, C. melo, C. sativus y Cucurbita pepo infectadas, fueron
analizadas por la técnica serol6gica de NCM-ELISA y RT-PCR comprobandose que el virus que se encuentra
infectando las plantaciones de las zonas evaluadas en el norte del Perd, es el virus de la mancha anillada del
papayo (PRSV).

Palabras clave: mosaico, distorsion, inoculacion mecanica, plantas infectadas.

Abstract

The objective of present study was symptomatic and molecular characterization of the virus that infects Carica
papaya L. in areas of northern Peru. To do this, of different fields were collected leaves of C. papaya with
mosaic symptoms, chlorosis and distortion the leaf. Sap of these leaves was inoculated mechanically onto
virus-free plants of C. papaya, Chenopodium murale, Ch. amaranticolor, Ch. quinoa, Cucumis melo, C.
sativus and Cucurbita pepo; which they were kept at room temperature for 45 days, after which young leaves
in of C. papaya, mosaic, distortion and reduction of the leaf blade was observed; in the species C. melo, C.
sativus and Cucurbita pepo systemic chlorosis. Ch. murale, Ch. amaranticolor and Ch. quinoa they no
showed symptoms evident. The plants infected were analyzed by serological techniqgue NCM-ELISA and RT-
PCR proving that the virus that is infecting the plantations assessed in the north of Peru, it is the papaya
ringspot virus (RSVP).

Keywords: mosaic, distortion, mechanical inoculation, plants infected.

1. Introduccion (Rieger, 2006). Su corto periodo

Carica papaya L. “papaya” (Caricaceae)
es uno de los cultivos cuyos frutos son
apetecibles por su alto valor nutritivo, sus
propiedades digestivas y medicinales

* Autor para correspondencia
E-mail: ccedano@unitru.edu.pe (C. Cedano).

vegetativo, alto rendimiento y produccion
continua, son factores que han determinado
ventajas sobre otros frutales, involucrando
en los Gltimos diez afios a méas del 35% de
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los agricultores especialmente de la
Amazonia peruana (11AP, 2010).

De acuerdo con la estadistica agraria en el
afio 1979 la superficie nacional sembrada
con papayo ha experimentado un brusco
descenso debido a una enfermedad viral
conocida como la mancha anillada del
papayo o "Papaya ringspot” (PRSV), por
la cual, el area cultivada y los rendimientos
han disminuido elevandose en forma
correspondiente el precio. En el 2003, la
enfermedad se present6 en Huénuco y San
Martin, ocasionando la desaparicién de
aproximadamente de 6000 ha (Marin et al.,
2010). En Ucayali el 90% de la superficie
total sembrada, esta afectada por PRSV
(INIA, 2010).

La presencia de la mancha anillada del
papayo o "Papaya ringspot” (PRSV), es el
principal impedimento para la produccion
comercial del papayo en el Per( limitando
a una sola cosecha las plantaciones
infectadas y la ausencia de frutos, si la
infeccion ocurre en la etapa inicial del
cultivo (MINAG, 1982).

Los sintomas del virus de la mancha
anillada del papayo en las hojas son
aclareo de nervaduras, mosaico, clorosis,
distorsion y reduccién de la lamina foliar;
en tallos y peciolos manchas hdmedas
translucidas de aspecto aceitoso y anillos
en los frutos. Estos sintomas, que aparecen
usualmente luego de dos semanas de
iniciada la infeccién, varian en intensidad
dependiendo del tipo de variante del virus,
temperatura del ambiente, vigor, estado de
desarrollo y nivel nutricional de la planta
(Brunt et al., 1990; CMI/AAB, 1994;
Purcifull et al., 1984).

En varios paises se han desarrollado
estrategias para el manejo de esta
enfermedad mediante ingenieria genética,
asi como técnicas de deteccion rapida
mediante el uso de PCR (Gonsalves, 1998;
Tenorio et al., 2007; Marys et al., 2000).
Ante la severidad del problema, urge el
desarrollo de un paquete tecnoldgico que
permita la siembra y produccion comercial
de papaya en zonas endémicas de esta
enfermedad. Por lo expuesto, en la
presente investigacion se plante6 como

objetivo la caracterizacion sintomatologica
y molecular del virus que infecta a Carica
papaya L., en zonas del norte del Perd.

2. Materiales y métodos

Coleccién de material vegetal infectada
por virus

De campos comerciales de papayo
ubicados en Paijan, Chepén (La Libertad);
Patapo, Monsefl, Tucume (Lambayeque);
Tambogrande, San Lorenzo, Chulucanas
(Piura) y Corrales (Tumbes) sé colectaron
hojas jovenes del tercio superior con
sintomas virales como mosaico, aclareo de
nervaduras, distorsion y reduccion de la
lamina foliar. Las muestras se depositaron
en bolsas de polipropileno (10 cm x 15
cm), debidamente identificadas y se
trasladaron al Laboratorio de Fitopatologia
de la Universidad Nacional de Trujillo.

Inoculacién mecanica del virus

Savia de las hojas infectadas se inocul6
mecanicamente en plantas libres de virus
de Carica papaya de las variedades
“Criolla” 'y “Solo” tipo Hawaina;
Chenopodium murale, Ch. amaranticolor,
Ch. quinoa, Cucumis melo “melon”, C.
sativus “pepinillo” y Cucurbita pepo
“zapallito italiano”. Se utilizaron 15
plantas por lugar de coleccion méas 5
plantas testigo. Se prepard el indculo
colocando las hojas de papaya con
sintomas en un mortero esterilizado y frio,
luego se agrego solucion tampdn fosfato de
potasio 0,01 M con pH 7, en proporcion de
5 mL/g de muestra y se tritur6 hasta su
total homogenizacion. Posteriormente, se
espolvorearon con carburundum 4 6 5
hojas de cada plantula y se frotd
suavemente sobre la superficie foliar con
un hisopo de algodén embebido con la
savia infectada. Las plantas inoculadas, se
identificaron y colocaron en un ambiente
protegido con malla anti&fidos, registrando
diariamente la temperatura y regandolas
con solucion nutritiva de Hoagland cada 3
dias. Las plantas inoculadas se evaluaron
durante 45 dias; tiempo durante el cual se
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describié progresivamente la evolucion y
tipo de sintomas desarrollado en cada
planta. Las plantas testigo se inocularon
solo con tampon fosfato de potasio.

Deteccion serol6gica del virus

La determinacién seroldgica del virus se
realizd mediante la prueba de ELISA
empleando membrana de nitrocelulosa
(NCM-ELISA). Para ello, 45 dias después
de la inoculacion de las plantas jovenes de
C. papaya, se extrajo 3 hojas (hoja apical,
media y basal) y se colocaron en una bolsa
tipo zip-loc con 5 mL de Buffer Tris Salino
(TBS) conteniendo 0,2% de sulfito de
sodio, se homogenizo y se dejé reposar, en
posicion vertical, durante 30 minutos a
temperatura ambiente (24 °C). Se colocé
20 pL de este preparado sobre la
membrana de nitrocelulosa y se dejo secar
a temperatura ambiente durante 20 min,
posteriormente, se procedié a sumergir la
membrana de nitrocelulosa en la solucién
de blogueo por 1 hora a temperatura
ambiente y con un movimiento suave (50
rpm). Luego se lavé la membrana con TBS
y se afiadi6 el primer anticuerpo PAB
(anticuerpo policlonal) en TBS + 2% de
leche. Se incub6 toda la noche a
temperatura ambiente con movimiento de
50 rpm. Transcurrido este tiempo, se lavd
la membrana de nitrocelulosa con TTBS
para afadir el segundo anticuerpo GAR
(anticuerpo para 1gG), se incub6 por 1 hora
en las mismas condiciones descritas
anteriormente.  Finalmente, para el
revelado se verti6 50 mL de solucion
sustrato NBT/BCIP (colorante Nitro Blue
tetrazolium + 5 Bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate) en una placa  Petri,
sumergiendo la membrana hasta observar
indicios de cambio de color en los
casilleros control.

Deteccion molecular por RT-PCR

Para la extraccion de ARN viral de PRSV,
se utiliz6 0,2 g de hojas de Carica papaya
y Cucumis sativus infectadas con los
aislamientos. Este material fue molido en

un mortero con ayuda de nitrogeno liquido
y mezclado con 0,5 mL del reactivo
Concert Plant RNA (Invitrogen). La
mezcla fue centrifugada por 2 min a 9000
rpm, para luego transferir el sobrenadante
a un tubo de micro centrifuga limpio. Se
afiadié 0,1 mL de NaCl 5M y 0,3 mL de
cloroformo, se mezcl6 y se volvio a
centrifugar por 10 min en las mismas
condiciones. La fase acuosa se transfirio a
un nuevo tubo y se agregd un volumen
igual de isopropyl y se incubd a
temperatura ambiente por 10 min.
Posteriormente, se realiz6 una Ultima
centrifugacién a 9000 rpm por 1 min, para
después anadir 30 pL de agua libre de
nucleasas (NFW). El  pellet fue
resuspendido en etanol al 75% vy
centrifugado a 9000 rpm por 1 min (4 °C).
Las muestras fueron mantenidas a —70 °C
hasta su posterior analisis.

Los primers utilizados fueron MB12
(5’GATCCGCCCGACAAACACACAAG
TGCGATG 3°) (Bateson et al., 1994) y
REP4 (5° GCTTCCGGAGCATCGATTG
GAGGC 3’), con un producto esperado de
1 250 pares de bases aproximadamente.
Para realizar la transcriptasa reversa (RT)
se utilizaron 5 L de acidos nucleicos de
cada aislamiento de PRSV en estudio. El
protocolo consisti6 de dos etapas:
desnaturalizaciéon y alineacion. En la
primera etapa se utilizaron 5 uL. de ARN
totales, 3 uL de NFW y 2 pL de primer
negativo MB12 para PRSV. La mezcla fue
llevada a 95 °C por 5 min y luego a 4 °C
por el mismo tiempo, utilizando el
termociclador modelo PTC-200. En la
segunda etapa, se mezclé 8,25 uL de
NFW, 5 pL de buffer RT, 0,75 uL de DDT
(didesoxitimidina) 0,1 M, 0,25 uL de
dNTPs (dinucleétidos) 10mM, 0,25 uL de
inhibidor de RNAsas 40 U/uL, 0,5 uL de
la enzima M-MLV (enzima transcriptasa
reversa) 200 U/uL por cada aislamiento.
La mezcla fue llevada a 40 °C por 60 min,
95 °C por 5 min y 4 °C como temperatura
final. De este producto se utilizo, para el
PCR, un volumen de reaccién de 13,37 uL
de NFW, 2,5 uL de buffer de Taq
(Thermus aquaticus) polimerasa 10X, 3,0
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pL MgCl; 25 mM, 0,63 uL de dNTPs 10
mM, 0,5 pL de primer negativo MB12, 0,5
pL de primer positivo REP 4, 0,5 pL de la
enzima Taq Mata y se afiadi6 2 puL de
ADNCc de cada muestra.

Para visualizar el ADN resultante se usoé la
técnica de electroforesis utilizando un
tanque horizontal, gel de agarosa al 1,0 %
y 0,1% de azul de bromofenol mas 0,1 %
de xilencianol, con una corriente eléctrica
de 90 voltios por 1 hora, proporcionada por
una fuente de poder Bio-Rad® y se
visualizé6 en un trans-iluminador ultra-
violeta UVP®. En cada pocillo se coloco
15 pL de marcador molecular, control
positivo y control negativo (sin ADN), mas
2 uL de tampon de carga.

Figura 1. Aclareo de nervaduras, 35 dias
después de la inoculacion.

Figura 2. Manchas cloréticas, 25 dias después
de la inoculacién.

3. Resultados y discusion

Todos los campos evaluados se encuentran
infectados con el virus de la mancha
anillada del papayo (PRSV) con valores
que varian entre 7 y 100% de incidencia
respecto al nimero total de plantas eva-
luadas. Se observo clorosis en la mayoria
de las hojas, distorsién de las hojas
apicales, mosaico asevero, deformacion de
hojas, reduccion de lamina foliar y en
algunos casos anillos clordticos en los
frutos. Estos resultados, refuerzan la
susceptibilidad del cultivo coincidiendo
con lo informado por Marin et al. (2010).
Las plantas de Carica papaya L. inocula-
das mecénicamente desarrollaron sintomas
de aclareo de nervaduras (Fig. 1), manchas
cloréticas (Fig. 2), deformacion (Fig. 3),
mosaico severo y reduccién de lamina
foliar (Fig. 4) y hoja filiforme (Fig. 5).

Figura 3. Deformacion de hoja ,35 dias
después de la inoculacion.

Figura 4. Mosaico severo y reduccion de
lamina foliar, 45 dias después de la
inoculacion.
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Figura 5. Hoja filiforme, 45 dias después de la
inoculacion.

Estos resultados son similares a los
obtenidos por Kelaniyangoda y Madhu-
bashini (2008), Fribourg (1984), Vegas et
al. (1985), Gonzéalez et al. (2003) y Marin  Figura 6. (a) Cucumis melo L. y (b) Cucumis
et al. (2010) para Papaya ringspot virus.  sativus L.; mostrando clorosis sistémica, 15
Ninguno de los aislamientos virales produ-  dias.

jo sintomas en las especies Chenopodium

murale, Chenopodium amaranticolor y |+~ @& @ @ 0000
Chenopodium quinoa (Chenopodiaceae) 900000 L4

especies citadas en la literatura mundial |© ~@® & ©©® ¢

como indicadoras de lesiones locales para 00+00000 ® -
este virus (Shuka et al., 1994) y resultaron | @ © o — ™
negativos en la prueba de NCM-ELISA. | | e
Sin embargo, las Cucurbitaceas: Cucumis | ®_. oo

melo “melon”, C. sativus “pepinillo” y

Cucurbita Fepo. zapallito italiano”, pre- plantas indicadoras, para el virus de la mancha
sentaron  clorosis sistemica (Fig. 6) Y anillada del papayo (PRSV).
dieron resultado positivo a la prueba de  Dénde: Savia de hojas de: A: Cucumis melo “melon”, B:

NCM-ELISA (Fig. 7). Todas las muestras Cucumis sativus “pepinillo”, C: Cucurbita pepo “zapallito
. . italiano”, D: Chenopodium quinoa, E: Chenopodium
de Carica papaya “papaya” y Cucumis  ;narantcolor, F: Chenopodium murale, Control +:

sativus “pepinillo” inoculadas y que  Positivo (Savia infectada con Papaya ringspot virus),
reprodujeron los sintomas de PRSV, Control -: Negativo (Savia libre de virus).

resultaron positivas a este virus con la

técnica de RT-PCR (Fig. 8).

Figura 7. Prueba de NCM-ELISA de las

Virus presente  mmm Virus ausente

Figura 8. Prueba RT-PCR para el virus de la mancha anillada del papayo (PRSV).

Dénde: Savia de hojas de Carica papaya infectadas con material procedente de los sectores: A: El Algodonal (Paijan); B: La
Vifia (Chepén) en La Libertad; C: El Progreso (Patapo); D: Alican (Monseft); E: Tranca Sasape (Tucume) en Lambayeque;
F: San Pedrillo (Tambogrande); G: San Lorenzo(Tambogrande); H: Huépalas (Chulucanas) en Piura; I: Urcos (Corrales) en
Tumbes. Savia de hojas de Cucumis sativum infectadas con material procedente de los sectores: J: El Algodonal (Paijan); K:
La Vifa (Chepén) en La Libertad; L: El Progreso (Patapo); M: Alican (Monsefd); N: Tranca Sasape (Tucume) en
Lambayeque; O: San Pedrillo (Tambogrande); P: San Lorenzo(Tambogrande); Q: Hudpalas (Chulucanas) en Piura; R:
Urcos (Corrales) en Tumbes. 1: Control Positivo (Savia infectada con PRSV); 0: Control Negativo (Savia libre de virus).
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La técnica serolégica de NCM-ELISA
(Fig. 7) y molecular de RT-PCR (Fig. 8)
permitieron determinar que el virus que
afecta las plantaciones de papaya en el
norte del Perd, es el virus de la mancha
anillada (PRSV). Las mismas técnicas
fueron utilizadas por Tenorio et al. (2007);
Marin et al. (2010) para demostrar la
presencia del virus PRSV en los departa-
mentos de Junin, Hu&nuco y San Martin.
Asimismo, Sanchez de Luque y Martinez-
Lopez (1998); Chiriboga (2000); Noa-
Carranza et al. (2007); Cabrera et al
(2009); usaron RT-PCR para diagnosticar
la presencia del PRSV en Colombia,
Honduras, México y Cuba, respectiva-
mente.

4. Conclusiones

Los sintomas caracteristicos que produjo el
virus de la mancha anillada del papayo
(PRSV) en C. papaya L. fueron manchas
cloréticas, mosaico severo, aclareo de
nervaduras, deformacion, reduccion de
lamina foliar y hojas filiformes, estrias y
manchas aceitosas en tallos y peciolos.

La técnica molecular de RT-PCR permitio
determinar que el virus que afecta las
plantaciones de papaya en el norte del
Per(, es el virus de la mancha anillada del
papayo (PRSV).

El rango de hospederos de los aislamientos
virales obtenidos en esta investigacion
estuvo restringido a las especies Carica
papaya “papaya” Cucumis melo “melon”,
Cucumis sativus “pepinillo” y Cucurbita
pepo “zapallito italiano”.
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