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RESUMEN .
El papayo (Carica papaya L.) es un cultivo de gran importancia eco-
némica en los paises tropicales y subtropicales del mundo, ya que
su fruta posee gran valor nutritivo y se puede consumir en fres-
co o procesada industrialmente. Sin embargo, en este cultivo las
enfermedades causadas por virus son las mas devastadoras. En
México, son pocos los estudios que se han realizado en C. papaya
orientados a la caracterizacién genética de los virus. El objetivo
del presente trabajo fue Identificar los virus asociados al cultivo de
papayo (Carica papaya L.) ‘Maradol’ en el estado de Colima con
base en técnicas moleculares. Se empled la técnica de RT-PCR
para la identificacion de virus con genomas de ARN, y de PCR para
virus con genomas de ADN en muestras de plantas con sintomas
caracteristicos de enfermedades virales. Los andlisis moleculares
evidenciaron que en el 100% de las plantas estaba presente el PR-
SV-P mientras que los virus PapMV y Geminivirus estuvieron au-
sentes. También se encontrd la presencia simultanea de PRSV-P
y de Rhabdovirus en una muestra. En este estudio se determiné
que el virus PRSV-P es el mas abundante en las plantaciones co-
merciales del estado de Colima, por lo que es importante tomar las
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ABSTRACT: Papaya (Carica papaya L.) is a crop with great economic importance in
the tropical and subtropical countries of the world, since the fruit has great nutritive value
and can be consumed fresh or processed. However, diseases caused by viruses are the
most devastating for this crop. In Mexico, few studies aimed on genetic characterization
of in papaya’s viruses have been conducted. The objective of this work was to identify
viruses associated with papaya var. “Maradol” in the state of Colima based on molecular
techniques. The RT-PCR technique was used to identify viruses with RNA genome and PCR
for those with a DNA genome, and by analyzing plant samples with characteristic viral
symptoms. Molecular analyses showed that PRSV-P was present in 100% of the plants,
while confirming the absence of PapMV and Geminivirus viruses were absent. PRSV-P and
Rhabdovirus were detected simultaneously in one sample. This study shows that PRSV-P
virus is the most abundant in commercial papaya plantations of the state of Colima, and
this knowledge is relevant to establish management measurements.
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INTRODUCCION:
El papayo (Carica papaya L.) es un cultivo de gran importancia eco-
némica en los paises tropicales y subtropicales del mundo, ya que
su fruta posee gran valor nutritivo y se puede consumir en fresco o
procesada industrialmente (Pefa, 2008).

Anualmente se pierde entre el 10% y 14.1% de la produccién de los
cultivos debido a enfermedades (Strange et al., 2005). En el caso
de papayo, las patologias causadas por virus son las de mayor
importancia econémica (Gonsalves, 1998). En México se reportan
pérdidas de hasta el 85% para los estados de Colima, Veracruz y
Guerrero (Silva-Rosales et al., 2000) ocasionadas Unicamente por
el virus de la mancha anular del papayo (VMAP) [por sus siglas
en inglés; PRSV-P (Papaya ringspotpotyvirus-P, Potyvirus, Potyvi-
ridae)).

A pesar que existen diversas técnicas para la deteccion de los virus
como la observacién directa de sintomas, la inoculacién en plan-
tas indicadoras, la microscopia 6ptica y electrénica, asi como los
procedimientos seroldgicos con ELISA, el uso de técnicas mole-
culares como la PCR y sus variantes (e.g. RT-PCR) (Ruiz-Castro y
Silva-Rosales, 1997; Maoka et al., 2005) ofrecen un alto grado de
sensibilidad y confiabilidad en los resultados, lo que permite llevar
a cabo detecciones tempranas del virus para idear un manejo inte-
grado de la enfermedad de forma adecuada y oportuna. El objetivo
del presente trabajo consistidé en identificar los virus asociados al
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cultivo de papayo (Carica papaya L.) ‘Maradol’ en el estado de Co-
lima mediante técnicas moleculares.

METODOLOGIA: . . ... ... ... ...
Se tomaron muestras de un predio comercial de cada municipio
de Armeria, Colima, Ixtlahuacan y Tecoman en el cual se seleccio-
naron plantas de papayo ‘Maradol’ con sintomas caracteristicos
de presencia de virus (e.g. mosaicos, deformacién de hojas, co-
rrugado, necrosis), colectandose aproximadamente 50 g de tejido
vegetal. Las muestras fueron etiquetadas y almacenadas a -80 °C
hasta ser procesadas. El ARN total fue extraido de cada muestra
empleando el protocolo y reactivo TRIzol® y 100 mg de tejido fino,
obtenido por molienda en mortero en presencia de N2 liquido. La
pastilla resultante de ARN se disolvié con 20 pL de agua ultrapura
tratada con dietilpirocarbonato, y se almacend en ultracongelador
a -20°C hasta su uso. ADN total se extrajo mediante el protocolo
propuesto por Doyle y Doyle (1987) con algunas modificaciones,
el cual se basa en el uso del detergente CTAB y tratamiento con
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico. EI ADN se precipité con 0.6
volumenes de isopropanol enfriado a -20°C y 0.1 volumenes de
acetato de sodio 3M pH 5.2. La pastilla resultante se disolvié en 20
pL de agua ultrapura.

Posteriormente se empled latécnicade RT-PCR paralaidentificacion
de los virus con genomas de ARN usando los siguientes iniciadores
(Potyvirus: CP: 5GACCATGGTCCTAGAATGAAGCTGTGGATGS3'TS:
STTTTTTTTCTCTCATTCTAAGAGGCTCS3’; Rhabdovirus: RhabF:
5GGATMTGGGGBCATCCS3’, RhabR: 5GTCCABCCYTTTTGYC3’
y Potexvirus: PapMVf: 5TTCCTCACACCACCTCCCGACCACA-
GTAAG3’, PapMVr: 5CAAATAGTGCTAAACAACGGGCTGGGT-
CAAGS’). Para lo cual se usé oligonucleétido especie o género-es-
pecifico en antisentido a 2 pM, 2 pL (2 ug) del ARN total de cada
muestra, 1 pL de dNTPs 10 mM y 8 puL de H20 ultrapura tratada
con dietilpirocarbonato.

Posteriormente, por tubo se agregaron 4 pyL del amortiguador para
la sintesis de la primera cadena (5X), 2 yLde DTT0.1 M y 1 uL (40
U) de inhibidor recombinante de RNAasa y se mezclo, se centrifu-
go y se incubd a 37°C durante 2 min. Enseguida, se agregd 1 pL
(200 U) de la transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen, EE.UU.) y se
mezclé con una micropipeta, incubandose luego a 37°C durante 50
min. Finalmente la enzima se inactivo a 70°C durante 15 min.

La amplificacion mediante PCR se realiz6 empleando los oligonu-
cleétidos previamente descritos. Las condiciones de reactantes
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fueron: 1X del amortiguador de PCR, 1.5-2.0 mM de MgCl,, 100-150
UM de dNTPs, 0.5-1.0 uM de cada oligonucleétido, 1.0-1.5 U de Taq
ADN polimerasa y 2 pL del producto de la RT o 100 ng de ADN total
(para la deteccién de Geminivirus). El volumen final se ajusté a 25 pL
con agua ultrapura. Los productos de las reacciones de PCR se ana-
lizaron por electroforesis en geles de agarosa.

RESULTADOS Y :

Los sintomas foliares registrados con mayor frecuencia fueron ne-
crosis (Figura 1A), amarillamiento (Figura 1B), mosaicos y moteados
(Figura 1C) y filiformidad (Figura 1D). Algunas muestras asintomaticas,
presentes en los predios muestreados, donde existian plantas alta-
mente afectadas con sintomas virales, también fueron incluidas en
este estudio.

De acuerdo a los ensayos por RT-PCR, de las especies y géneros
virales incluidos en esta investigacion, solo se detecté a PRSV-P en
todas las muestras analizadas de los cuatro municipios del estado de
Colima.

FIGURA 1.

Sintomas registrados en hojas de pa-
payo ‘Maradol’ colectadas en el estado
de Colima.




FIGURA 2.

Geles de agarosa con resultados de
deteccion molecular de virus en hojas
de papayo ‘Maradol’ en el estado de
Colima. pb: par de bases, PS: planta
sana, PE: planta enferma, C+: control
positivo, M: marcador de peso molecu-
lar de 1 kpb plus (Invitrogen), carrilles
1-17: muestras. En A. PRSV-P, B. Ge-
minivirus'y C. PapMV.

BIOACUMULACION in vitro DE Pb EN Buddleja scordioides L. (ESCOBILLON)

El diagndstico se basé en la presencia del fragmento de aproxima-
damente 1000 pb correspondiente al gen codificante para la pro-
teina de la capside (Figura 2A). Los resultados negativos de los en-
sayos de deteccion para PapMV y Geminivirus se muestran en las
Figuras 2B y 2C, respectivamente. El hecho de que la deteccion de
PapMV haya sido negativo, coincide con lo reportado previamente
(Noa-Carrazana et al., 2006; Noa-Carrazana et al., 2001), donde re-
portan que este Potexvirus no se encontro en el estado de Colima,
pero si en la regién sureste comprendida por Campeche, Quintana
Roo y Yucatan. Solo una muestra dio positivo para Rhabdovirus
en papaya ‘Maradol’ colectada en el estado de Colima (dato no
mostrado).
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CONCLUSIONES ...
Papaya ringspotpotyvirus-P (PRSV-P) esta asociado al cultivo de
papayo (Carica papaya L.) ‘Maradol’ en el estado de Colima. Se
detectd Rhabdovirus en una muestra de papaya ‘Maradol’ colec-
tada en el estado de Colima, dato que demanda la realizacion de
posteriores estudios.
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