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RESUNEN

El virus de la mancha anular del papayo (VMAP) es 1la
enfermedad mis severa gque infecta al papayo en México. Se han
probado varios métodos de control, entre ellos la Proteccién
Cruzada, la cual ocurre cuando una planta se inocula con una
variante atenuada de un virus y posteriormente por una variante
agresiva del mismo sin que los sintomas de la Gltima aparezcan.
En México se ha trabajado con aislamientos del VMAP procedentes
de Veracruz, encontrindese el aislamiento Mex 17 el cual produjo
sintomas benignos en papayo, catalogindose como una variante
atenuada, por lo cual se trabajé en pruebas de proteccién cruzada
con este aislamiento.

El estudio se llevé a cabo en el invernadero de virus del
Colegio de Postgraduados. Semillas de papayo ¢v. Cera se
gembraron en bolsas de polietileno negre. Las plantulas de
papayo se inocularon cuando presentaban de 3 a 4 hojas
trilobuladas con las cepas Mex 17 (atenuada) y Mex 1 (agresiva)
mediante la técnica de frotis. El inoculo ze extrajo de plantas
de calabaza Cuecurbita pepo Grey Zucchini infectadas por separado
con las dos variantes, macerando el tejido en buffer de fosfatos
de potasio 0.02 M y pH 7 en proporcién 1/10 (p/v). Los
tratamientos gue se formaron fueron a)lnoculacién con mex 17, b)
inoculacién con Mex 1, c) inoculacién con Mex 17 y a los 25 dias
retada con Mex 1, d)inoculaciétn con Mex 1 a los 25 dias
posteriores a la primera inoculacién y e) inoculacidn con agua
como testigo. La infeccidn se comprobd por la técnica ELISA 22
dias degspués de la inoculacién incluyendo en el experimento solo
aquellas plantas positivas en ELISA, por lo cual se manejaron 9
repeticiones por tratamiento., Para evaluar los tratamientos se
midié la altura de planta, didmetro del tallo, &rea foliar, peso
seco del follaje, peso seco y volumen de raiz, nlmero de hojas,
tasa de fotosintesis aparente, tasa de respiracién, tasa de
transpiracién, conductancia estomatica, eficiencla en el uso del
agua y se cuantificé el contenido de clorofilas. Asi mismo se
determiné un indice de severidad, mediante una escala arbitraria
con valores desde 1 a 5. Los pardmetros se analizaron mediante
un disefio completamente al azar y se compararon las medias
mediante las pruebas de Tukey y Duncan con el 0.05 de
probabilidad.



Se encontrd que Mex 17 bajo las condicliones en que se
desarrolld el experimento no protegié a las plantas de papayo o
la proteccidén fué incompleta puesto que se observaron sintomas
severos después de los 40 a 50 dias. El tratamiento protegido
redujd significativamente los par&metros de altura de planta en
21%, diadmetro del tallo 27%, nfimero de hojas 24%, &4rea foliar
64%, peso seco del follaje 58%, peso seco de raiz 60%, voltGmen de
raiz 55%, asi como el contenido de clorofila total 44%,
presentando un comportamiento similar a los tratamientos
inoculados con la variante agresiva Mex 1.

No se observé un efecto sobre la tasa de fotosintesis entre
los tratamientos, pero en la tasa de respiracién se observé un
incremento en los tratamientos inoculados con el virus Mex 1 as{
come en el tratamiento protegido, en comparacién a las plantas
sanas, Y la misma tendencia presentd la tasa de transpiracién.



INTRODUCCION

El papayo es un cultivo tropical de gran importancia a nivel
nacional, se produce en mis de 18 estados de la RepGblica
Mexicana, pero la mayor parte de la produccién se ve afectada
fuertemente por enfermedades de origen viroso, entre estas, el
virus de la mancha anular del papayo (VMAP) es la mas severa y ha
cambiado la naturaleza perenne o semiperenne del cultivo y lo ha
hecho anual (Té&liz et _al., 19%9la; Yeh et _al., 1988).

El virus de la mancha anular del papayo es un potyvirus con
particulas filamentosas, flexibles, de aproximadamente 800 nm de
longitud x 12 nm de di&metro, se transmite mecdnicamente y por
muchas especies de Afidos vectores de forma no persistente
(Purcifull et al., 1984). Debido a la severidad de esta
enfermedad se han probado varios métodos para su control (Galindo
et a)., 1978; Becerra, 1988; 1991; Nieto, 1990). La proteccitn
cruzada es otra opcién para controlar la enfermedad (Yeh et _al.,
1588).

La proteccidn cruzada es un proceso en el cual las plantas
infectadas sistémicamente con una variante atenuada de un virus
son protegidos de los efectos severos de una segunda variante del
mismo virus. La proteccitn cruzada se ha utilizado con éxito en
Hawaii para controlar el VMAP, La variante atenuada HA 5-1 gque
se utilizé, se obtuvs por mutagénesis con &cido nitroso, ya que
no se encontrd una variante benigna en forma natural (Yeh y
Gonsalves, 1984; Yeh et al., 1988). En Veracruz, se utilizoé
este método protegiendo las plantas con la variante HA 5-1 (Téliz
et al,, 1987}, sin embargo, leos resultados obtenidos no fueron
totalmente convincentes respecto a una total proteccién, aun
cuando las plantas protegidas superaron al testigo en todas las
variables evaluadas y esto se atribuys a gue la variante del
virus presente en Veracruz es diferente de la que prevalece en
Hawaii, en virtud de que aislamientos de Veracruz no forman
lesiones locales en Chenopodium gquinca y en ch. amaranticolor
mientras que aislamientos de Hawaii si las producen (Téliz et
al., 1987).



Se realizaron colectas de hojas con diferentes tipos de
sintomas del VMAP en el estado de Veracruz con el préposito de
encontrar una variante atenuada de origen mexicano para
utilizarse en pruebas de proteccifn cruzada, estas muestras
colectadas se inocularon en papayo y en Cucumis metuliferus
hospedantes sistémicos del virus, sobresaliendo uno de estos
aislamientos ya que ocasiondé sintomas atenuados, a este
aislamiento se le 1lamd Mex 17 (Té&liz, 1994). C&rdenas (1992},
en estudios posteriores, confirm® el comportamiento benigno de
eate aislamiento, sefialando que las inclusiones que induce Mex
17 y la expresién de sintomas leves lo colocan como una variante
atenuada, diferente de los otros aislamientos de Veracruz.



OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar el efecto de Proteccién Cruzada de
la cepa atenuada Mex 17 contra cepas agresivas
del VMAP en papayo.

PARTICULARES

1.~ Determinar el nivel de proteccidn que
induce la cepa atenuada Mex 17 en papayo.

2.~ Identificar diferencias en el tipo de
inclusiones gue forman las cepas agresiva Mex 1
y atenuada Mex 17 del VMAP,

3.- Correlacionar las 4inclusiones
celulares producidas por las dos cepas del VMAP
con la proteccién cruzada.

HIPOTESIS DE TRABAJO

La cepa atenuada Mex 17 al infectar plantas
de papayo y tal vez ocupar los sitios de
infeccién de las células, protegerid a las plantas
de una segunda infeccién con una cepa agresiva,




REVISION DE LITERATURA

Caracteristicas Boténicas

Origen y distribucién geogréfica.

El papayo tiene su origen en América Central, nunca se le ha
encontrado en estado silvestre, pero existen otras especies
estrechamente relacionadas tales como Carica candamarscencis, C.
monoica y €. cauliflora. Fue llevado a Filipinas por los
espafioles, posteriormente llegé a otras regiones del sudeste
Asiitico y Africa. Actualmente se encuentra en todos los paises
tropicales y subtropicales (Cobley, 1976; Williams y Rajaratham,
1979; Samson, 1991).

Clasificacién taxonémica.

Reino H Vegetal
Tronco : Cormophyta
Divisién: Autophyta
Subdivisién: Angiosperma
Clase : Dicotyledoneae
Subclase: Archichamydae
orden : Violales
Sub-orden: Carinicieae
Familia : Caricaceae
Género : carica
Especie ! papaya

El género Carica comprende 22 especies, siendo la mis
importante econdmicamente Carica papaya L., debido a que produce
frutos comestibles. ComGnmente el papayo recibe varios nombres
tales como: “pawpaw", "mamao", “lechosa" y "fruta bomba'" (Cobley,
1976; Rovira y Alvarez, 1986; Samson, 1991).

Morfologia.

El papayo es un Arbol pequefio de madera suave, normalmente
sin ramificacién, de crecimiento ré&pido, con hojas en racimos



terminales y vasos de latex por todos los tejidos. E1 tallo es
delgado, erecto, algo flexible, de 2 a 10 m de altura, hueco
entre los nudos excepto en plantas jévenes; consiste
principalmente en parénquima lefioso y presenta unas cicatrices
triangulares de gran tamafio, causadas por la caida de hojas e
inflorescencias.

" Las hojas presentan peciolos largos y huecos, la lémina es
grande, palmeada, con l8bulos profundos, dentados, de color verde
oscuro en el haz y verde claro en el envés, las nervaduras son
hundidas y de coler blanco amarillento. Se encuentran
arregladas en un espiral de 2/5.

La raiz es napiforme, crece casi vertical en terrenos
profundos; se considera extensa y densa o superficial,
dependiendo del tipo del suelo en el cual se desarrolle (Samson,
1991).

Las inflorescencias son .axilares, colgantes y bracteales.
Las flores pueden ser unisexuales ¢ hermafroditas, pero sus tipos
Yy otras caracteristicas han determinado la separacién de varias
clases de plantas, las cuales pueden reducirse a tres
principales:

1. Femeninas, flores solamente pistiladas.

2. Hermafroditas, llamadas monoicas o andromonoicas con
flores estaminadas y pistiladas en la misma
inflorescencia.

3. Masculinas o andrbicas, flores solo estaminadas.

Los sexos en las plantas pueden variar dependiendo de la
estacién o de la edad del &rbol. cuando se corta un &rbol
masculinoe viejo puede dar lugar a un cambio completo de mexo,
aparecliendo brotes con flores femeninas y posteriormente frutos
(Rovira y Alvarez, 1986).

El fruto es una baya grande, carnosa y hueca. Los frutos
formados a partir de flores femeninas son de oblongos a casi
esféricos, pero si se forman a partir de flores hermafroditas
presentan forma de pera, cilindrica o estriada. La céscara es
delgada, verde cuande joven, tendiendo a amarilla cuando madura.
La pulpa es de amarilla a anaranjada, en algunos cultivares es
rojiza y posee un agradable sabor. Alrededor de la cavidad se
depositan las semillas, las cuales son negras encerradas en un
arilo transparente, subdcido y mucilaginoso (Samson, 1991).



Jmportancia del cultivo

El papayo es un frutal tropical importante a nivel nacional,
su consumo se realiza tanto como fruta fresca como por sus
propiedades medicinales e industriales. Este frutal se produce
en mis de 18 estados de la RepGblica Mexicana, destindndose
aproximadamente 24 000 ha a su cultivo, con una produccién
estimada de 880 000 ton; los estados productores de papayo mis
importantes son: Guerrero, Veracruz, Oaxaca, Michoacdn, Yucatén,
Jalisco, Nayarit y San Luis Potosi (COABASTO, 1990).

otro aspecto destacable del cultivo es que se cultiva en
mayor proporcidén en condiciones de temporal y en suelos
marginales, por lo gue el agricultor obtiene de su cultive
ingresos favorables en condiciones limitadas (Téliz, 1990).

Dentro de la problemdtica total del cultivo, existen muchos
factores limitantes de la produccién tales como plagas ¥
enfermedades, entre estas ultimas destacan las de naturaleza
viral, puesto que repercuten en mermas severas en la produccién y
por su misma naturaleza no existe un método de control eficiente.

La enfermedad de la mancha anular del papayo (Papaya
ringspot virus) es la enfermedad viral mis severa y destructiva,
se encuentra ampliamente distribuida en paises tropicales donde
se cultiva el papayo (Story y Halliwell, 1969; Ishii, 1972; Femi
Lana, 1980; Wan and Conover, 1983; Yeh and Gonsalves, 1984;
Purcifull et al., 1984).

En México es la enfermedad m&s importante, adquiris
importancia a partir de 1974 en la zona Costera del Golfo de
México y apareci6 con anterioridad a ese afio en las 4reas
productoras de la Costa del Pacifico (INIA, 1983), diseminéndose
a las demis zonas productoras del pais (Galindo et al., 1978;
Ochoa, 1992; Téliz et _al., 1991a).

Caracteristicas de la enfrmedad

La enfermedad es causada por el Virus de la Mancha Anular
del Papayo, VMAP (Papaya ringspot virus, PRV), el cual es miembro
del grupo de los potyvirus. Este virus es una particula
filamentosa flexible de alrededor de 780 nm de longitud x 12 nm
de diametro, constituido por una cadena de ARN, se transmite en



forma mecdnica y por muchas especies de 4fidos de manera no
persistente. Se reporta que el PRV-P se transmite por 21
especies de 11 géneros de &fidos (Purcifull et_al., 1984); entre
los principales vectores transmisores se encuentran: Aphis
gossypii G, A. nerii F, A. citricola, A. maidis, A. cracivora,
Myzus persicae, Macrosiphum solanifolii, Toxoptera auraptii y T.
citricidus (Story y Halliwell, 1969; LSpez, 1972; Solano, 1875;
Femi Lana, 1980},

El rango de hospedantes incluye especies de las familias
Caricaceae, chenopodiaceae y Cucurbitaceae (Purcifull et al.,
1984), aungue se encontrd una variante gque infectd a Melothria
guadalupensis la cual presenté lesiones locales (Lépez, 1972).

El virus es indistinguible serolégicamente del virus del
mosaico de la sandia, este recientemente fue reclasificado como
virus de la mancha anular del papayo variante sandfia (VMAP-S)
(Purcifull _et all., 1984). oOtra variante de este virus es el
VMAP tipo T encontrada en la isla de Guadalupe, la cual no
infecta al papayo (Quiot-Douine et al., 1986).

El virus induce tipicamente dos tipos de inclusiones virales
en sus hospedantes: inclusiones citoplasmicas cilindricas e
inclusiones amorfas. Las inclusiones cilindricas son estriadas y
forman agregados de estructura fibrosa claramente visibles en el
microscopio de luz, las inclusiones amorfas son cuerpos densos
(Purcifull et_al., 1%584).

Sintomas de la enfermedad.

Los sintomas que ocasionha en papayo son muy variados. En
hojas se observa aclaramiento de nervaduras, moteados, mosaicos y
en estados mis severos deformacidn y agujeteado. En tallo y
peciolos se observan manchas alargadas de aspecto aceitoso o
himedo. En frutos pequefios se presentan manchas anulares de
color verde que al acercarse a la madurez se tornan grisdceas o
de color beige. las plantas afectadas manifiestan poco desarrolle
y el niGmero de frutos producidos es muy bajo y de tamafio
reducido, ademds son mis susceptibles a condiciones ambientales
desfavorables, tales como frio o sequia.

Este virus ha ocasionado la disminucién en el ciclo de
cultivo normal del papayo (semiperenne), haciéndolo anual y
cuando la infeccién ocurre en plantas chicas, la produccién es
muy baja o nula y es comlGn que el productor abandone el cultivo
(T&éliz, 1990).



Métodos de control.

Las estrategias de control utilizadas hasta el momento
incluyen varias précticas culturales entre las gque se encuentran:
el manejo de fechas de siembra y densidades de plantacién (Garza,
1978; Nieto, 1990), el uso de barreras biolégicas, aceites
minerales y trampas amarillas para interferir en la actividad del
vector (Galindo et al., 1978; Becerra, 1988, 1991; Mosgueda
et al., 1990). Asf como el uso de material resistente, Conover
(1976) y Conover et _al., (1986) mediante un programa de
mejoramiento en papayo eobtuvieron el cultivar "Cariflora"
altamente tolerante al VMAP. En Veracruz, México se probd este
material, resultando tan susceptible como el material criollo que
se cultiva en la regién, 1o cual sugiere la posible existencia de
otras razas del VMAP diferentes a las de Florida, Las Antillas y
Taiwan, lugares donde este material es tolerdnte (Becerra et
al., 1989).

Estos métodos de control por si solos no han tenido un
efecto claro sobre el control de la enfermedad, pero en conjunto
han logrado retrasar la aparicién de la infeccién, logrando
incrementar los niveles de produccién (Becerra, 1991).

La proteccién cruzada es otra alternativa de control para
esta enfermedad. Esta ocurre cuando una planta es inoculada
por una varjante atenuada de un virus y posteriormente por una
variante agresiva del mismo, sin que los sintomas de la Gltima
aparezcan. Cada virus de este par es capaz de proteger una
planta contra los efectos del otro, es decir, la variante A
protege contra la variante B y visceversa. Al virus gue se
inbécula primero se le llama protector y al segundo retador.
Ademés este fenémeno es una caracteristica de virus
estrechamente relacionados (Ponz and Bruening, 1986).

El uso de la protecci6én cruzada en el cultivo del papayo
constituye un método muy atractive, puesto que las medidas de
control utilizadas hasta el momento han sido inefectivas o solo
de beneficics marginales (Yeh y Gonsalves, 1984).

Este método estd siendo utilizado con gran éxito en Hawaii a
nivel comercial (Yeh et al., 1988), para implementarlo se buscd
en forma natural variantes atenuadas a través de colectas de
campo; dado que no se encontré en forma natural ninguna variante
lo bastante atenuada, se formaron mutantes atenuadas. Savia
cruda de calabaza infectada con PRV-P, se tratdé con 4&cido
nitrose (pH 6.0) a 20/30°C y se inoculé a Chenopodium quinoa. De
las lesiones locales desarrolladas se selecciocnaron 2 mutantes,
las cuales al inocularse en plantGlas de papaya, permanecieron



con pocos sintomas o presentaron un moteado difuso, sin reducir
el tamafio de la planta, estas mutantes se designaron como PRV HA
5-1 y PRV HA 6-1.

Al probarse en proteccién cruzada, se encontré que la
efectividad de la misma fue afectada por el tiempo de 1la
inoculacién reto. Si la inoculacién reto se realizd en menos de
18 dias después de la inoculacién protectiva (HA 5-1 y HA 6-1),
no se presentd la proteccidn 6 fue incompleta (retrasoc de
sintomas severos). Si el intervalo de tiempo de la inoculacién
reto se incrementdé a 26 dias o mAs, se obtuvé proteccién
completa. Asi mismo se observé que inoculando sobre las hojas
jévenes no expandidas, no se obtuvé proteccién, mientras que
cuando se inoculaba en hojas totalmente expandidas estas
permanecian con sintomas suaves o asintomiticas durante 3 meses
(Yeh y Gonsalves, 1984).

Se encontré gue la mutante PRV HA 5-1 proporciond proteccién
cruzada completa contra variantes severas de PRV HA tanto en
invernadero como en campo {Yeh y Gonsalves, 1984; Yeh et al.,
1988) .

En campo, en condiciones de alta temperatura, las plantas de
papayo inoculadas con la mutante HA 5~1 crecieron bien y no
mostraron sintomas conspicuos, sin embargo, cuando la temperatura
bajo alrededor de 20°C y bajo condiciones de nublados y 1lluvia,
aparecieron manchas cloréticas en hojas y pequefias manchas
anulares en los frutos. Cuando la temperatura subi6é a 25°C o mias
las hojas nuevas no presentaron las manchas cloréticas y las
manchas en frutos fueron poco aparentes cuando estos maduraron
(¥eh, 1990).

La variante atenuada se formé en Hawaii donde se tiene un
alto grado de proteccidn contra variantes severas (90-100%) (Yeh
y Gonsalves, 1984). Sin embargo se observé una menor proteccidn
(50 - 70 %) cuando se utilizé6 para proteger contra variantes
geveras de Taiwan (Wang et al., 1987). En Thailandia, también se
encontré una proteccién incompleta cuando se utilizd la variante
PRV HA 5-1 contra variantes severas del pais (Yeh, 1990).

En México Téliz et al. (1987) en el estado de Veracruz
trabajaron con la variante atenuada PRV HA 5-1 en papayo tipo
cera, inoculando pléntulas de un mes de edad. Se encontr6 gque
las plantas protegidas superaron al testigo en todas las
variables evaluadas aunque soclo se encontré significancia
estadistica en los parémetros de produccién por planta , diametro
de tallo, solidos solGbles y pesc por fruto. Adn cuando se
observaron sintomas claros de la enfermedad en las plantas
protegidas, el indice de severidad fue menor en relacién al
testigo, El indice de severidad, la produccién y la calidad de



los frutos sugirieron un éxito parcial de la proteccién cruzada,
esto se atribuys, a gue la fluctuacién térmica del estado de
Veracruz pudo disminuir la capacidad de multiplicacidn y
translocacién de la variante atenuada erosionando su capacidad
competitiva contra la fuerte y constante presién de in6culo de 1a
variante veracruzana. Lo gue sugirid la bfisqueda de una
variante atenuada procedente de un aislamiento mexicano, sin
embargo, este trabajo se obstaculizdé por l1la ausencia de un
hospedante que reaccione con sintomas de lesiocnes locales, ya que
a diferencia de los aislamientos de otros paises, los de México
no producen lesiones locales en Chenopodium quinoa.

Se observa entonces gque la mutante del PRV HA 5-1 es
eficiente para proteger plantas de papayo en Hawaii, no asi en
México, Taiwan y Thailandia en donde se presentd una proteccibn
cruzada incompleta o se produjé el rompimiento de la misma (Téliz
et al., 1987; Wang et _al., 1987; Yeh, 1990).

Proteccidn cruzada

La primera descripcién de la Proteceiédn Cruzada fue
realizada por Mckinney (1929) quien propuso el término de
"Proteccién Cruzada"; observd que una variante del virus mosaico
del tabaco (TMV) que inducia un mosaico verde, prevenia contra
otra variante del TMV gue inducia un mosaico amarillo. Thung
(1931) repitis el experimento realizado por Mckinney, no leogrando
aislar el segundo virus de la planta doblemente inoculada, por lo
cual sugirié que no se multiplicé. Salaman (1933) encontré gque
plantas de tabaco infectadas con una variante atenuada del virus
X de la papa (PVX) fueron inmunes a variantes mds severas del
virus X, pero no al virus Y de la papa (PVY) o al mosaico del
tabaco (TMV). Kunkel (citade por Price, 1964) encontré una
forma de cuantificar la proteccién cruzada, en base al nGmero de
lesiones locales producidas por el virus, usé como virus retador
la variante Aucuba del TMV, la cual produce lesiones locales en
Nicotiana sylvestris y observé que la proteccién fué confinada a
las células invadidas por el primer virus.

Probables mecanismos de la Proteccidn Cruzada.

son numerosos los trabajos realizados en Proteccién Cruzada
{(Price, 1964; Mattews, 1970), en la mayoria de ellos se ha
tratado de dilucidar el mecanismo por el cual funciona. Se han
postulado varias hipdtesis para explicar como el virus protectivo
puede restringir la replicacién o dispersién del virus retador.
Algunas de las hipdtesis propuestas por Matthews (1970) y por
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Ponz 'y Brueﬁing (1986) 'son:

a) La’ variante protectiva consume o se apropia de algln
material derivado del hospedero el cual es esencial para la
variante retadora.

b) La variante protectiva produce una sustancia que
interfiere con la replicacién de la variante retadora, (con su
replicasa). Matthews (1970), menciona una variacién a esta
hip6tesis; menciona que la planta infectada por un virus puede
preducir una sustancia protectiva semejante a los anticuerpos en
animales, sin embargo, aungque grandes mol&culas pueden circular
en las plantas esto no se compara con el sistema complejo de
orginos Y células involucradas en la preoduceién de anticuerpes en
animales por 1o que esta teoria no tiene mucho peso.

c) La replicasa del virus retador no es tan selectiva, de
tal forma que se copia mis frecuentemente el dcido nucleico del
virus protectivo que el dcido nficleico del virus retador. Una
variacién a este supuesto fué hecha por Gibbs (1969), gquien
sugiere que la replicasa del virus protectivo ligada al ARN del
virus retador forma un complejo no productivo,

d) Otra hipétesis plantea, que el ARN de la variante
retadora no puede iniciar eficientemente la infeccién ya que
vuelve a encapsidarse en la cubierta excedente del virus
protector o a causa de que el virion retador no puede descubrirse
en presencia de la cubierta proteica de la otra variante y por lo
tanto no puede iniciar la infeccién. Esta hip6tesis esta apoyada
por De Zoeten y Fulton (1975) asi como por Sherwood y Fulton
{1982) y Dodds gt al., (1985). Sin embargo, 2Zaitlin (1976),
encontré evidencias contrarias a esta teoria al observar que
mutantes de capside del virus mosaico del tabace (TMV) que no se
ensamblan con el ARN protegen al tabaco en contra de la variante
com@n.

e) Palukaitlis y zZaitlin (1984) plantean que las moléculas
de ARN(+) del virus protector, se enlazan a las moléculas de

ARN(-) del virus retador y asi evitan 1la transcripicién del
ARN (+) del virus retador. Huss et_al., (1989) en un trabajo

realizado con variantes del virus de la hoja de abanico de la vid
{GFLV) y del mosaico de arabis (ArMV) sobre proteccién cruzada
concordaron con esta hipdtesis.

f) Una dltima hipbétesis menciona que el virus protectivo
establece un mecanismo especifico para dispersarse a través de la
planta, de tal forma gue cuando el virus retador inicia su
infeccién, todos los sitlos de infeccién se encuentran ocupados
por lo cual no puede establecerse y si lo hace, su dispersién es
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lenta y solo en los sitlos que no fueron ocupados por la primera
variante, Esta hip6tesis concuerda con los resultados de Dodds
(1982) y Dodds et al., (1985) quienes demostraron gque una
variante del virus mosaico del pepino (CMV) retadora fué& capaz de
incrementarse en plantas de tomate que fueron protegidas con
otras variantes de CMV, pero solo en las hojas gue no fueron
inoculadas.

El concenso general indica gue para estar inmune una célula
debe ser completamente ocupada por el virus protectivo. Sin
embargo, Shalla y Peterson (citados por Cadena, 1987) encontraron
que existid proteccidédn en una planta de tabaco donde sélo el 20%
de las células se encontraban infectadas por una variante
atenuada del TMV, por lo cual concluyeron que el resto de las
células estuvieron protegidas por una sustancia liberada por las
células infectadas.

Dada la variabilidad observada en el fenémeno de proteccién
cruzada y gque este se ha presentado ademds en virus de ADN
(CaMVv) y en viroides "potato Spindle Tuber Viroid (Singh et_al.,
1990), implica gue no todos los procesos utilizan el mismo
mecanismo, por lo cual mis de una de las hipbtesis discutidas
pueden explicarlo.

Aplicacién de la proteccidn cruzada.

La primera aplicacién en la agricultura a nivel comercial
de la proteccién cruzada, se realizé con la mutante atenuada del
TMV M II-16, la cual no produce sintomas en tomate. Esta mutante
protegisd el cultivo de tomate contra variantes severas de TMV
tanto en invernadero como en campo con gran &xito, por lo cual
fué utilizada en una alta proporcién por varios paises, logrando
mejorar significativamente sus niveles de produccién (Rast, 1972;
Fletcher, 1978).

La enfermedad Tristeza de los Citricos es otro ejemplo claro
del uso de la proteccién cruzada. Esta enfermedad es causada por
el virus tristeza de los citricos (VIC). El heche de no tener
material resistente a este virus y de no contar con métodos
efectivos de proteccién sugirieron la utilizacién de la
proteccién cruzada. En Brasil fué implementado un programa de
proteccién cruzada al probar la eficacia de 6 variantes atenuadas
de las cuales tres protegieron al naranjo dulce, dos al limén
Galege y una a la toronja Rubi Red. En 1980, existian ocho
millones de plantas de citricos protegidas contra el VIC por
variantes atenuadas. Este método se ha utilizado también en
Florida, Australia, India, Israel, Japén, Sudamérica y Sudafrica
para controlar esta enfermedad (Costa y Muller, 1980; Cadena,
1987; Gonsalves y Garnsey, 1989; Van Vuuren et al., 1993).

12



Otras enfermedades en donde se ha evaluado la proteccién
. cruzada son: el Virus del Encorchamiento del Maracuya, Virus del
Brote Hinchado del cacao, Virus del Mosaico del Durazno
(Fletcher, 1978; Fulton, 1986), en Vid para el virus de la Hoja
de Abanico (GFLV y ArMV) (Huss et_al., 1988). En cultivos
anuales como chile se ha utilizado la proteceién cruzada para el
Virus Mosaico del Chile (PepMV)} en condiciones de invernadero con
buen éxito (Tanzi_et al., 1588); en tomate contra el Virus
Mosaico del Pepino (CMV) utilizande una variante asintomitica la
cual porta un ARN satélite obteniendose una proteccién del 95%
en condiciones de campo (Gallitelli et al., 1991; Montasser
et al., 1991); en cucurbitaceas (calabaza, melén y pepino) para
el Virus Mosaico Amarillo de la Calabaza (2YMV) utilizando una
variante atenuada la cual produce un moteado foliar ligero pero
sin sintomas en frutos y produce un alto grado de proteccién en
invernadero y campo (Wang et al.,1991; Lecog at al., 1991).

Limitaciones en el uso de la Proteccién cCruzada.

Se menciona gque la proteccién cruzada no es un buen método
de control debido a gque se presentan algunos inconvenientes,
Fulton (1986) comenta los siguientes:

- El virus protector puede perder efectividad, resultando en
algunos casos, una proteccién cruzada incompleta, esto, debido a
que las variantes obtenidas bajo ciertas condiciones no tienen el
comportamiento esperado en el campo.

- La variante protectiva puede dispersarse a otros
hospederos, en los que su efecto atenuado puede ser severo.
Esta factor debe ser considerado principalmente cuando se usan
patdgenos con amplio nlmero de hospedantes.

- Puede presentarse una reaccién sinergistica con un segundo
virus no emparentado. Russell (citado por Fulton, 1986) encontré
que las hojas de remolacha infectadas con virus son més
susceptibles que hojas normales a ciertas enfermedades fungosas.
Otro caso que se comenta es con respecto al virus Y de la papa
(PVY), el cual en combinacién con una variante asintématica de
PVX ocasiona una enfermedad mis severa.

~ E1 virus protectivo puede mutar a formas mds severas y
causar una enfermedad destructiva.

~ Otro aspecto es la dificultad y el costo para inccular el
cultive a ser protegido, sin embargo esto puede ser salvado
(Ragt, 1972; Costa y Muller, 1980; Yeh et al., 1988; Leceg Yy
Lemaire, 1991).
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MATERTALES Y METODOS

Se utilizé la especie Carica papaya cv. Cera y dos
aislamientos del VMAP procedentes de Veracruz: la cepa atenuada
Mex 17 y una mezcla de cepas agresivas colectadas en huertos de
papayo, a la cual se le llamé Mex 1. El experimento se realizé
en el invernadero de virus del Colegio de Postgraduados el cual
se encuentra en la Universidad Autonoma de Chapingo y en una
cémara bioclimadtica con temperaturas durante el dia de 33% y
189C durante la noche, con un fotopericdo de 12 horas, ubicada en
chapingo, en el centro de Boténica.

Las semillas de papayo cv. Cera se obtuvieron del Canpo
Agricola Experimental cCotaxtla perteneciente al Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias
(INIFAP). Se remojaron en agua corriente y posteriormente se
frotaron para eliminar la sarcotesta, después se secaron a
temperatura ambiente. Las semillas se trataron con Captan 50 PH
durante 5 minutos y se sembraron en bolsas de polietileno
negro con una capacidad de 1 kg de sustrate, a 1 cm de
profundidad, sembrandose tres semillas por maceta. Se utilizd
como sustrato tierra de mohte + agrolita estéril en relacién
3:1, la semilla se inoculd con la endomicorriza V-A Glomus sp.
Zac 19, usando 10 g por maceta, la cual fué proporcicnada por el
Dr. Ronald Ferrera-Cerrato del Laboratorio de Microbiologia del
Colegio de Postgraduados. BEsta inoculacién se realizé para
vigorizar el desarrolle de las plantas (Sanchez et al., 1983).

Las plantas se regaron cada tercer dia y se fertilizaron
cada dos semanas con una solucién nutritiva compuesta por N:P:K
(2503250:250 g diluidos en 20 1 de agua)} utilizande como fuente
Urea, Super fosfato de calcio simple y Sulfato de amonio. Se
realizaron las aplicaciones necesarias de insecticidas
{(Malathion, Folimat y Talstar), para el control de plagas (arafia
roja Tetranychus spp. y Trips Frankiniella occidentalis
principalmente) .

La cepa atenuada Mex 17 fué& inoculada en 72 plantas de
papayo y con Mex 1 (cepa agresiva) se inocularon 36 plantas.
Las plantulas fueron inoculadas cuando tenian 3 a 4 hojas
trilobuladas. El inéculo se extrajo de plantas de calabaza
{Cucurbita pepo var. Grey zucchini} infectadas por separado con
ambasg cepas del VMAP. El tejido se maceré en solucién
amortiguadora de fosfatos de potasio 0.02 M y pH 7 en proporcién
1:2 (p/v), inoculadndose mediante frotado de savia en todas las
hojas expandidas, previamente espolvoreadas con carborundum 600
mallas (técnica de frotis). Las plantas testigo se inocularon
con agua. :
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La siembra del papayo se realizé en el invernadero de virus

y ahi permanecieron las plantas hasta que se realizé la segunda

inoculacién (inoculacién retadora), después de esta inoculacidn

- las plantas se transfirieron a la cé&mara bioclimdtica hasta el
final del experimento.

Para verificar la presencia del VMAP en las plantas
inoculadas, estas se evaluaron entre los 20 a 25 dias posteriores
a la inoculacién mediante la técnica serol6gica ELISA (Enzyme
Linked Inmunosorbent Assay); siguiendo el método descrito por
Téliz y Mora (1986).

De las plantas de papayo inoculadas con el VMAF atenuado y
agresivo se tomarch 2 cm de tejido foliar de hojas nuevas conmo
muestra para probar en ELISA. Cada muestra se distribuyé en
los pozos de la placa ELISA considerando una repeticién para
cada una Yy se incluyeron extractos de savia de plantas de papayo
sanas como testigo negativo, extractos de plantas de papayo
infectadas previamente de forma mecinica en invernadero con
sintomas aparentes, como testigo positivo asi como muestras con
solucién buffer como blancos para calibrar el espectrofotSmetro.

Los pozos positivos se detectaron por apreciasién visual
(cambios de color en los pozos) Yy por lecturas en el
espectrofotémetro a 450 nm de intensidad.

Tratamientos

Las plantas inoculadas con Mex 17 se dividieron en dos lotes
de 9 plantas cada uno, de acuerdo a los resultados positivos en
ELISA, uno se mantuvo solo con la cepa atenuada Mex 17 y las del
segundo lote se retaron con la cepa agresiva Mex 1 (doble
inoculacién), asi mismo se inoculdé un lote de 9 plantas con la
cepa agresiva Mex 1 en este segundo tiempo de inoculacién.
Formandose los sigulentes tratamientos:

Tratamientos

la. Inoculacién 2a. inoculacién
25 DDPI*

Papaya cv. cera 1) Mex 1
2 ) Mex 17
3 ) Mex 17~ ——— Mex 1
4 —-—— Mex 1
5

)-
) Testigo (Plantas sanas)

* 25 DDPI.~- 25 dias después de la primera inoculacién
Parametros de evaluacién.
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Parametros de evaluacién

Para determinar el nivel de prioteccién de la cepa Mex 17
contra la cepa agresiva del VMAP, se analizaron las siguientes
variables:

a) Altura de planta.- Se tomé desde el suelo hasta la base
da la hoja m&s alta. ’

b) Diamé&tro del tallo.- La lectura se tomé a partir de los 5
cm de la base del tallo, utilizando un vernier.

c) Nfimero de hojas. Se conté el nGmero de hojas gque
presentaba la planta al momento de la lectura.

d) Tipo y severidad de sintomas.- El tipo de sintomas se
.registré mediante observaciones y la severidad se determiné
mediante la siguiente escala:

NIVEL DESCRIPCION

1 Planta sana

2 Aclaramiento de nervaduras y/o manchas
aceitosas en tallo.

3 Mosaico intervenal; Aclaramiento fuerte
de nervaduras; deformacién en 1 6 2
hojas.

4 Mosaico intervenal severo; deformacién

y/o reduccién en mas de 2 hojas.

S Reduccién y/o deformacién de hojas
nuevas; mosaico severo en la mayecria
de las hojas y poco vigor de la planta.

Asi mismo se determinaron indices de severidad para cada
tratamiento mediante la siguiente expresidn:

Is = EXjNg /=Xy .

Is = (XJN] + xzéxz Foeee H XpNp) f Xg b Xp F oeee + Xpo
Donde:

Is = Indice de severidad.

N; = Nivel de dafio i.

Xj = Namero de plantas con el nivel i de dafio.
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e) Inclusiones celulares.~ Para la observacién de
inclusiones se utilizé la especie Cucurbita pepo var. Grey
Zucchini, hospedante sistémico del virus y Carica papaya L. y se
realizé mediante el mé&todo descrito por CA&rdenas (1986). Las
plantas de calabaza se inocularon en etapa cotiledonaria con las
dos cepas del VMAP (Méx 17 y Méx 1) mediante la técnica de
frotis.

Se realizaron desprendimientos de epidermis del envés de las
hojas de calabaza con pinzas de punta fina, se tifieron con el
colorante azul de bromofenol y con rodamina verde de metilo
durante 15 minutos, enjuagi&ndose con agua corriente y agua
destilada respectivamente, se montaron entre porta y cubreobjetos
con unas gotas de glicerina, se observaron al microscopio de luz
con el objetivo de inmersién (100x). Se examinaron muestras cada
tercer dia para observar el desarrollo de las inclusiones y se
registré la frecuencia de aparicién dentro de las células. Se
trataron de detectar las posibles diferencias entre las
inclusiones formadas por las cepas utilizadas. En papayo dado
que no se desprende ficilmente la epidermis, se tomaron porciones
de hoja Yy se froté con una lija de agua, tifiendose y montandose
de la forma antes descrita, las observaciones se realizaron
después de la segunda inoculacién (inoculacién retadora).

f) Tasa de fotosintesis aparente (Fs), tasa de respiracién
(Rs), tasa de transpiracién (Ts), conductancia estomitica (CE).-
Estas variables se midieron utilizando un sistema de fotosintesis
port&til "IRGA" analizador de rayos al infrarojo, modelo LI-6200
{LI-CCR, Inc). Las plantas se sacaron de la camara bioclimatica
2 hrs antes de realizar las mediciones con el propésito de que
estas se aclimataran al medio exterior y esto no afectara sobre
los datos a obtener. Se midid sobre una superfcie x de 12 cm de
las hoias d? papayo. La fotosintesis se cuantificé en consumo de
co, m~ ~* bajo condicioaes e luz de sol. La respiracién se
cuantificé en ug €O, m~ ¢ s~ producido en condicigfes de
obscuridad. La transpiracién se cuantificé en mg Hy0 m~ s"1

Posteriormente se estimaron los promedios por planta
mediante las siguientes expresiones (Gonzalez, 1994):

Fs/planta ug CO, s71= Fs (ug co, m~2 s71) x area Foliar (m?).

2

Rs/planta ug CO, s™'= Rs (ug CO, m~2 s”') x Area Foliar (m?).

Ts/planta mg H20‘5'1= Ts. (mg Hy0 m~2 s71) x Area Foliar (m2).
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q) Bticlencia en el uso del _agua (EUA). Se determiné
mediante 1a siguiente expresién: .

EUA = Fs/Ts ug CO, /mg HyO.

’ .k‘h) Area foliar. Se cuantificé el &area foliar total para
cada repeticién, utilizando un integrad f de 4rea foliar modelo
LI 3100 (LI-COR, Inc) registrédndose en cm

i) contenido de clorofila.- Para extraer las clorofilas se
realizé el método propuesto por Sestak et _al., (1971):

i) Se tomaron muestras de cada tratamiento consistentes de
tejido foliar, muestreando las hojas de plantas con sintomas
caracteristicos.

ii) Para cada tratamiento se pesaron 4 g de la muestra
previamente cortada en trozos pequefios.

iii) Se colocaron en un vaso de precipitados con acetona al
80% como extrayente, dejandose reposar por un pericdo de 24 a 48
horas a baja temperatura (4°C) y en condiciones de obscuridad.

iv) Después de este tiempo se transfirié a un mortero vy se
trituré cada muestra lavando con acetona al 80 %, esto se realizé
en condiciones de obscuridad. Se filtré afiadiendo carbonato de
sodio anhidro y se aford a 50 ml con acetona al 80%

v} Se tomaron alfcuotas de 2 ml para tomar lecturas en el
espectrofotémetro a tres diferentes longitudes de onda: 663, 652
y 645 nm.

Para obtener la concentracién de clorofilas se utilizé la
siguiente férmula:

Clorofila,
Clorofilab
clorofila total, .y,

12.7 A - 2.59 A (mg/ml)
22.9 Ag43 - 4.68 Agzg {mg/ml)
20.2 A645 + 8.2 RAggy (mg/ml)

nnt

Donde:
A = Absorbancia y los subindices indican la longitud de
onda.
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Después 'se transformé de mg/ml a mg/g de hoja nmediante la
siguiente £4rmula (Saucedo, 1989) :

’ c x v ‘1 ~: i

Concentracién mglg = - X
e hoja 1000
Donde: B
C = Concentracién en mg/ml
V = VolGmen aforade (ml) - 50 ml
P = Peso de muestra (g) - 4 g
1 000 = Factor de conversién

. j) Peso seco del follaje.- Al finalizar el experimento las
plantas se colocaron en bolsas de p g , etiquetadas y se secaroh
en estufa a una temperatura de 60“C durante 3 dias, una vez
secas se tomd el peso de la parte aérea (hojas y tallo).

k) Peso seco y volumen radical.- Para obtener el volumen
radical, se utiliz6 una probeta graduada de 100 ml, la cual se
llen6 con agua, se sumergié la raiz y se registrd el volumen
desplazado de agua. Posteriormente se pusieron a secar las ralces
registrando su pesc seco.

Las mediciones de altura, difmetro del tallo, nfimero de
hojas y tipo y severidad de sintomas se hicieron cada 15 dias a
partir de que se observaron los primeros sintomas en las plantas
hasta finalizar el experimentc. Las tasas de fotosintesis
aparente, respiracidén, transpiracién, conductancia estomitica y
eficiencia en el uso del agua se tomaron dos veces antes de
terminar el experimento. El indice de &rea foliar, peso seco de
la parte aérea, peso seco y volumen radical asi como
cuantificacidén de clorofilas, se realizaron al final del
experimento.

El andlisis estad{stico se llevéd a cabo mediante un disefio
completamente al azar adecuado para trabajos en invernadero
considerande 9 repeticiones (1 planta = 1 repeticién) por
tratamiento. Se realizé la prueba de medias Tukey con una a de
0.05 de prokabilidad para las variables de altura de planta,
di&metro del tallo, ntamero de hojas, area foliar, contenido de
clorofilas, peso seco de follaje y peso seco y volumen radical.
Para las variables tasa de fotosintesis, tasa de respiracién,
tasa de transpiracién, conductancia estomdtica y eficiencia en el
uso del agua se utilizd la prueba de Duncan con uha probabilidad
de 0.05 %.
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RESULTADOS Y DISCUSION
ELISA

Las inoculaciones realizadas con la cepa Mex 1 (agresiva) y
Mex 17 (atenuada), presentaron diferentes porcentajes de
infeccién. Se probaron por serologia ELISA 60 plantas
inoculadas con la cepa Mex 17 y de ellas solo 20 resultaron
positivas; con la cepa Mex 1 se probaron 30, siendo positivas
26 plantas.

Los porcentajes de transmisiédn mec&nica fueron para Mex 17
(atenuada) de 33.33% Yy para Mex 1 (agresiva) de 86.66%,
observandose un alto porcentaje de transmisién mec&nica en esta
Gltima variante, sobre plantas de papayo que fuercn inoculadas
bajo las mismas condiciones,

Para realizar el experimento se usaron solo aquellas plantas
inoculadas con Mex 17 que resultaron positivas en ELISA, por lo
cual se usaron solo 9 repetjciones por tratamiento.

Altura de planta

Las diferencias en altura de planta fueron altamente
significativas entre los tratamientos.

Los tratamientos inoculados con la cepa severa Mex 1 y el

tratamiento protegido, estadisticamente fueron iguales, Sin
embargo el tratamiento protegido presenté la menor altura de
planta con respecto a los demés. El tratamiento con mayor

altura de planta fué el testige (plantas sanas) (40.43 cm)
siguiéndole el inoculado con Mex 17 {37.19 cm), los tratamientos
inoculados con la cepa agresiva presentaron una reducecién del
14.49 % con respecto al testigo y el tratamiente protegido redujé
su crecimiento en un 21.37 % (Cuadro 1). Esta reduccién, mucho
m&s marcada del tratamiento protegido en comparaciédn a los
tratamientos que tenian solo a la cepa agresiva, pudo dekerse al
efecto de la doble inoculacién, puesto gue debid presentarse un
dafio fisiolégico mayor en la planta.
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Cuadro 1. Altura de planta (cm) en plantas de papayo
inoculadas con los aislamientos del VMAP Mex 17, Mex 1, Mex
17-Mex 1 del VMAP y un tratamiento Testigo (plantas sanas) para
medir la posible proteccién cruzada. Montecillo, Mé&xico. 1994.

DIAS DESPUES DE LA INOCULACION RETO

TRATAMIENTO 3 +18 - 36 56 78
Mex 1 17.49 a ‘20;93 a '27.89 a° 32.57 b 34.04 bc
Mex 17 16.12 a 19.50 a' 27.19°a 34.86 ab 37.19 ab

Mex 17-Mex 1 15.80 a 18.39 a 26.17 a 29.71 b 31.79 c
~Mex 1 18.90 a 21.01 a 26.82 a 33.%1 b 34.57 bc

Testigo 16.94 a 20.84 a 28.77 a 38.10 a 40.43 a

Promedios con Ia  misma letra en las columnas son
estadisticamente iguales. Tukey alfa = 0.05.

Diamétro de tallo

En cuanto a este parametro, durante el transcurso del tiempo
del experimento, siempre existieron diferencias entre 1los
tratamientos (Cuadro 2). El tratamiento testigo (plantas sanas)
fue siempre superior a los demis tratamientos y al final presenté
el mayor grosor de tallo (8.90 mm); el tratamiento con la cepa
atenuada Mex 17 aungue fue mayor gue los severos y el protegido
estadisticamente fue igual a estos filtimos.

Las plantas gque fueron protegidas con la cepa atenuada y
retadas con la cepa agresiva no desarrollaron un engrosamiento
mayor en el tallo que las plantas inoculadas con la cepa agresiva
Mex 1 (6.47 y 6.40 respectivamente) y estadisticamente fueron
similares (Cuadro 2),

El didmetro del tallo es un factor del rendimiento que
influye notablemente sobre la produccidén del papayo {Mederos, et
1, 1985); la infeceién por el VMAP tiende a disminuir este
pardmetro en plantas infectadas y por lo tanto 1los niveles de
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produccidn son menores.. En el tratamiente con la cepa atenuada
(Mex 17) gue no presenta sintomas o son muy ligeros también se
observé reduccién en el tallo, por 1o cual es posible pensar en
que también se reduciran sus rendimientos compardndolo con una
planta sana, y para el tratamiento protegido esta reduccién es
mucho mayor.

Cuadro 2. Di&metro de tallo- (mm), en: plantas de papayo
inoculadas con los aislamlentos Mex:17, Mex 1, Mex 17-Mex 1 del
VMAP y un tratamiento testigo: (plantas'.sanas) para medir la
posible proteccién cruzada. Montecillo), México. 1994 -

DIAS DESPUES DE LA INOCULACION RETO

TRATAMIENTO 3 18 36 56 78
Mex 1 3.16 ab 4,32 a 5.39 b 6.44 b 6.40 b
Mex 17 2.92 b 4.02a 5.6lab 7.01 b 7.24 b

Mex 17-Mex 1 3.00 b 3.99 a 5.63ab 6.59 b 6.47 b
~Mex 1  3.73 a 4.62a 5.34 b 6,71 b 6.71 b
Testigo 3.43 ab 4.74 a 6.49 a 8.48 a’ 8.90 a

Promedios con la misma letra en las columnas son
estadisticamente iguales. Tukey alfa = 0.05.

NGmero de hojas

Las diferencias en cuanto a nimero de hojas entre los
tratamiento fueron significativas. El tratamiento testigo fue
similar al atenuado y al severo en el segundo tiempo de
inoculacién, aunqgue presenté el mayor nimero de hojas (6 Hojas)
al final del experimento (Cuadro 3).

Se observé que en las plantas infectadas con virus (atenuado
o severo) hubd una tendencia a perder mis hojas que en una planta
sana, por lo cual se evidencia que el virus esta afectando las
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funciones fislolbgicas y biol6gicas de la planta y por tanto su
expresidn morfolégica. En el tratamiento protegido se observé
el menor ndmero de hojas (4.56), comportandose igual que el
- tratamiento con la cepa agresiva (4.56) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Nimero de hojas en plantas de papayo inoculadas con
los aislamientos Mex 17, Mex 1, Mex 17-Mex 1 del VMAP y un
tratamiento Testigo (plantas sanas) para medir la posible
proteccién cruzada. Montecillo, México. 1994

DIAS DESPUES DE LA INOCULACION RETO

TRATAMIENTO 3 18 36 56 78
Mex 1 7.56 a 7.56 a  9.67 a 6.33 ab 4.56 b
Mex 17 7.56 a 7.67 a 10.0 a 6.56 ab 5.0 ab

Mex 17-Mex 1 7.11 a 6.67 ab 9.33 ab 6.44 ab 4.56 b
-Mex 1 9.11 a 5.33 b 7.56 b 5.44 b 5.00 ab

Testigo 7.67 a 7.22 ab 9.00 ab 7.44 a 6.00 a

Promedios con la misma letra en las columnas son
estadisticamente iguales. Tukey alfa = 0.05.

Severidad de sintomas

En el tratamiento inoculado con la cepa severa Mex 1, los
sintomas se hicieron evidentes a los 18 dias después de la
inoculacisén y durante todo el experimento se presentaron sintomas
severos. En el tratamiento protegido (Mex 17-Mexl), los sintomas
se observaron después de 40 - 50 dias de la inoculacién
protectiva (Cuadro 4).

En el tratamiento inoculado con la variante severa al tiempo
de la inoculacién reto, los primeros sintomas se presentaron
después de los 18 dias pero estos fueron de poca severidad,
presenténdose sintomas muy severos después de los 50 dias
(Fig. 1).
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El indice de severidad calculado en el tratamiento protegido
fue menor con respecto a los tratamientos con la variante severa
en un promedio de 0.63. con los indices de severidad obtenidos
para cada tratamiento se observé que en el tratamiento protegido

* (Mex 17 - Mex 1), la proteccién no se presentd o fué incompleta,
puesto gue aungue las plantas tuvieron un indice de severidad
menor al de los tratamientos con la cepa severa Mex 1, estuvo muy
por encima del tratamiento con la cepa atenuada Mex 17, el cual
mostrd sintomas ligeros solo al final del experimento (Fig. 1).

Cuadro 4. Indice de Severidad (@) observado en plantas de
papayo inoculadas con los aislamientos Mex 17, Mex 1, Mex
17-Mex 1 y un grupo testigo (plantas sanas}) en condiciones de
Invernadero. Montecillo, México. 1994.

DIAS DESPUES TRATAMIENTO
DE IA
INOCULACION MEX 1  MEX 17 MEX17-MEX1 -MEX1 TESTIGO
RETADORA
3 2.11 1.11 1.0 1.0
18 3.44 1.11 1.88 1.0
36 3.33 . 2.1l 11.88 1.0
56 3.44 2.0 ©omi11 3.1 1.0
78 4.22 2.0 3.67 "~ 4.38 1.0

(@) Escala de severidad.

1) Planta sana.

2) Aclaramiento de nervaduras y/o manchas aceitosas.

3) Mosaico, deformaci6n en 1 6 2 hojas.

4) Mosaice severo, deformacién y/o reduccién en mis de 2
hojas.

5) Mosaico muy severo, deformacién de hojas nuevas y poco
vigor de planta.
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| = Mex 17 T Mex 1 * Mex17-Mext *-Mex 1 * Testigo

INDICE DE SEVERIDAD

3 18 36 56 78
DIAS DESPUES DE LA INOCULACION RETADORA
FIGURA 1.- Indice de severidad observado

en papayo inoculado con los aislamientos
del VMAP Mex 17 (atenuado), Mex 1 (agre-
sivo), Mex 17-Mex 1 (protegido) y un grupo
testigo (plantas sanas). Montecillo, Méx.
1994.
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Las plantas se mantuvieron en el invernadero desde la
germinaciédn hasta que se realizé la sequnda inoculacién,
trasladindose posteriormente a una c&mara bioclim&tica. Las
condiciones prevalecientes en este invernaderoc influyeron
notablemente sobre la expresidén de los sintomas, ya gue, cuando
la temperatura aumentaba los sintomas se expresaban més répido y
mis severos que bajo condiciones mas frias, bajo las cuales los
sintomas se atenuaban. Al pasar las plantas a la cémara
bioclimitica se controld esta variable puesto gue la c&mara
mantuvé una temperatura de 33°C durante el dia y 18°C durante la
neche. .

Inclusiones celuiiares

Después de 12 dias de haber infectado calabaza, se
encontraron inclusiones celulares fibrosas en material inoculado
con VMAP Mex 1. En plantas jinoculadas con VMAP Mex 17 no se
encontraron inclusiones en el mismo periodo de evaluacién. A
los 14 dias después de la infeccién el nlGmero de inclusiones
encontradas en material con Mex 1 fue mayor y ademés se
observaron inclusiones fibrosas vacuoladas, en Mex 17 aparecieron
inclusiones fibresas. A los 18 dias después de la inoculacién
eran mis abundantes las inclusiones, tanto las inducidas por la
cepa Mex 1 como por la Mex 17, observandose mayor abundancia en
las inducidas por el material agresivo (Mex 1). A partir de esta
fecha se observaron inclusiones irregulares en material con Mex
1, las cuales fueron m&s abundantes en dias posteriores (Cuadro
5. Fig 2)}.

En las plantas de calabaza inoculadas con Mex 17 no
aparecieron inclusiones irregulares para ninguna fecha de
muestreo y esto resultados coinciden con Cardenas (1992) quien
reporta gue esta cepa no induce inclusiones irregulares.

En plantas de papayo infectadas y con sintomas no se
observaron inclusiones celulares, para ninguna de las dos cepas y
en ninguna fecha de muestreo, aun cuando se procedid
correctamente en la tincién del material y en el raspado de las
hojas para tener una mayor superficie de observacién, por lo
cual, aunque se conocia gue una cepa inducfia un tipo de
inclusiones diferenciable a la otra, no se pudo constatar por
medio de las inclusiones celulares si se presenté el fenémeno de
proteccibn cruzada.
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CUADRO 5.~ Desarrollo. de Inclusiones cCelulares del VMAP Mex 17
(atenuado)} y Mex 1 (agresivo) inoculados en Cucurbjita pepo Grey
Zucchini. Montecillo, Mé&xico. 1994.

Dias después = - : MEX.17 MEX 1
de la . BRI
Inoculacién Tipo: ' NGmero Tipe Ntmero

12 R IF 3
14 S IF 12
i - IFV. 8
16 IR far Cidn
F ot 2
18 CLOIR 24 36 -
S : B ey &
20 IR .
247 . . TR 22 IF . 33
SR , II 11
IF . . Inclusién Fibrosa
IFV... . Inclusi6én Fibrosa vacuolada

II - ' . Inclusién Irregular
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Fig. 2 Dindmica de inclusiones celulares del VMAP Mex 17 (atenuado) y Méx 1 (agresiva) en plantas
da calabaza Cucurbita pepo Grey Zucchini, Montecilio, México.

28



Tasa de fotosintesis aparente

En la primera evaluacién realizada, 66 dias después de la
inoculacién retadora, no se presentaron diferencias entre los
tratamientos sobre la fotosintesis, sin embargo, se observé que
en plantas sanas y con la variante atenuada Mex 17 la actividad
fotosintética fué mayor en comparacién a los otros tratamientos
(Cuadro 6). Aunque no se encontraron diferencias entre los
tratamientos por efecto del VMAP, en otro estudio se ha
reportado una disminucién del 57 % en la fotosintesis de hojas de
papayo cv. Kapoho infectadas con PRV comparéindolas con hojas
sanas (Marler, et al, 1993). En una segunda evaluacién (77
dias despué&s de la inoculacién retadora) se presentaron
diferencias entre los tratamientos; el tratamiento inoculado
con Mex 1 presenté la mayor actividad fotosintética (2.57
unidades), aunque el tratamiento inoculado con Mex 1 al momento
de la inoculacién retadora presentd la menor tasa fotosintética
(0.64 unidades), las plantas sanas (testigo) y las inoculadas con
la variante atenuada Mex 17 presentaron también un nivel alto de
actividad fotosintética siendo distintas estadisticamente al
tratamiento protegido (Mex 17-Mex 1) vy al tratamiento con Mex 1
(Cuadro 7).

En el estudio realizado por Marler et al.,(1993) encontraron
que la capacidad fotosintética en plantas de papayo infectadas
con VMAP depende de -los sintomas gue se presenten; al medir el
flujo de CO, en areas asintomdticas en hojas de plantas
infectadas con el virus no encontraron diferencias con respecto a
hojas sanas, concluyeron gue la fotosintesis total del dosel de
plantas infectadas con el virus va a depender del porcentaje de
hojas con sintomas y la severidad de estos. En otro estudio
realizado por Téliz et al., (1991b) reportaron también
diferencias en la fotosintesis de hojas con distintos tipos de
sintomas (mosaico, amarillamiento, mano de chango) con respecto a
hojas sanas.

En este trabajo aungue se tuvieron plantas con sintomas de
mosaico severo no se encontraron diferencias en fotosintesis, sin
enbargo, aun cuando no se encontraron diferencias en fotosintesis
nmedida en una superficie de hoja de papayo, el virus si afect6 el
4rea foliar de las plantas, por lo cual, la tasa de fotosintesis
total estimada de la planta disminuyd observédndose diferencias
significativas entre 1los tratamientos (Fig. 3 y 4). El
tratamiento protegido presentdé la menor tasa de fotosintesis
total en la planta disminuyendo esta en un 66.91 % con respecto
al testigo (sano), y el tratamiento con la cepa Mex 1 disminuyd
su tasa fotosintética en un 63.15 %, siendo estadisticamente
iguales ambos tratamientos (Cuadro 8).
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Cuadro 6.-. Tasa de fotosintesis aparente (Fs), tasa de
respiracién (Rs), tasa de transpiracién {(Ts), conductancia
estomitica (C.E.) y eficiencia en el uso del agua (EUA) en una
hoja de plantas de Carica papaya inoculadas con los alslamientos
Mex 17, °Mex 1, Mex 17-Mexl del VMAP y un grupo testigo (plantas
sanas) en condiciones de Invernadero a los 62 dias después
della  inoculacién retadora. Montecillo, México. 1994.

: TR}\-TAMiENfI..‘b ’ Fs Rs Ts C.E. EUA
e S mie e wy
" Mex. 1. 4126 a 2,132 a 12.470 a 2.363 a 0.332 b
CMex 17 4.577 a - 2.272 a 6,940 bc 0.733 bc - 0,695 ab

Mex 17-Mexl 4.013 a  1.806 a  B.154 b 1.133 b  0.523 ab

-Mex1 4.177 a  2.256 a 7.516 b  0.842 bc 0.553 ab

Testigo 4.293 a 1.517 a 4.914 c 0.489 c 0.892 a

Promedios con la misma letra en las columnas son
estadisticamente iguales. Duncan alfa = 0.05.

cuadro 7.- Tasa de fotosintesis aparente (Fs), tasa de
respiracién (Rs), tasa de transpiracién (Ts), conductancia
estomdtica (C.E.) y eficiencia en el uso del agua (EUA) en una
hoja de plantas de Carica papaya inoculadas con los aislamientos
Mex 17, Mex 1, Mex 17-Mex 1 del VMAP Yy un grupo testigo
(plantas sanas), en condiciones de Invernadero a los 77 dias
después de la inoculacién retadora. Montecillo, México. 1994.

TRATAMIENTO Fs Rs Ts c.E. EUA

S i M

Mex 1 2.57 a 2.003 a  4.957 a  0.222 a 0.523 hc
Mex 17 1.768 ab 1.123 b  2.288 b  0.108 b 0.774 ab
Mex 17-Mexl  1.500 bc 1.514 ab 2.568 b 0,112 b 0.6L3abc
“Mex1  0.644 ¢ 1.219 ab 1.465 b  0.06 b 0.424 c
Testigo 1.714 ab.0.998. b 1.910 b . 0.091 b 0.877 a

Promedios con Ta  wisma . 1letfa _en  las columnas son
estadisticamente iguales. ' bDuncan alfa = 0.05.

30



" Marler et al., (1993) trabajaron sobre el efecto del VMAP
en fotosintesis en papayo y encontraron que esta decrecid en un
57 % en hojas infectadas con respecto a hojas sanas Yy adem&s se
observé que ‘la capacidad fotosintética depende directamente de
"los .sintomas que se presenten, ellos encontraron que la medicién
del flujo de CO, en dreas asintomiticas en hojas de plantas
infectadas con Pﬁb no fueron diferentes a las plantas sanas y por
tanto la fotosintesis de todo el follaje de plantas infectadas
con. PRV. depende del porcentaje de hojas con sintomas y la
severidad de estos.

Tasa de respiracién

Para }la primera evaluaci6n realizada no se encontraron
diferencias estadisticas entre los tratamientos, aun cuando hubé
una tendencia a incrementar la tasa de respiracién en los
tratamientos inoculados con el VMAP agresivo y/o atenuado en
comparacién a plantas sanas (testigo) (Cuadro 6). En la segunda
evaluacién se observaron diferencias entre los tratamientos,
encontrindose la mayor actividad respiratoria en el tratamiento
inoculado con Mex 1, mientras que los tratamientos con Mex 17 y
~Mex 1 disminuyeron su actividad respiratoria (la cual fué mayor
en la primera evaluacidn), el tratamiento protegide mantuveo su
respiracién en niveles normales durante la primera evaluacién,
sin embargo para la segunda evaluacién se noté un incremento de
esta con respecto a las plantas sanas (Cuadros 6 y 7).

Las plantas enfermas por la infeccién del VMAP tendieron a
incrementar su tasa de respiracién respecto a las plantas sanas,
pero después, esta disminuyé manteniéndose en niveles normales,
lo cual es una caracteristica gque puede ocurrir cuando un
patdgeno afecta la respiracién {Agrios, 1985).

El tratamiento inoculado con Mex 1, el cual presentd una
tasa de respiracién alta en la primera evaluacién, para la
segunda evaluacién no disminuyé su tasa de respiracién como se
observdé en los otros tratamientos y esto pudo deberse al mayor
dafio fisiolégico que indujé el virus en las plantas.

Marler et _al., (1993) encontraron también que la respiracidn
en las hojas de papayo se incrementd por la infeceién del VMAP
hasta 1.6 veces mas gue en plantas sanas. En este estudio se
incrementd la respiracién 1.4 veces mds gue en plantas sanas.
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Cuadro 8.- Tasa de fotosintesis aparente, tasa de respiracién y
tasa de transpiracién estimada por planta en Carica papaya
inoculadas con 1los aislamientos Mex 17, Mex 1, Mex 17 — Mex 1
del VMAP y un grupo testigo (plantas sanas) en condiciones de
Invernadero a los 62 DDI retadora. Montecillo, México. 1994.

TRATAMIENTO FOTOSINTE 1s RESPIRACE N TRANSPIRACION
ug CO,s ug CO,s mg H,0 s
Mex 1 0.0661 ¢ 0,0342 b 0.1998 a
Mex 17 0.124 b 0.0616 a 0.1881 a
Mex 17-Mex 1 0.0593 c 0.0267:b 0.1206 b
=Mex 1 0.0671 c © 0.0362 b 6.1207 b
Testigo 0.1794 a 0.0634 b ,0.2054 a

Promedios con la misma letra en las columnas son
estadisticamente iguales. Duncan alfa = 0.05.

Cuadro 9.- Tasa de fotosintesis aparente, tasa de respiracién y
tasa de transpiracién estimada por planta en Carica papaya
inoculadas con 1los aislamientos Mex 17, Mex 1, Mex 17 - Mex 1
del VMAP y un grupo testige (plantas sanas) en condiciones de
Invernadero a los 77 DDI retadora. Montecillo, México. 1994.

TRATAMIENTO FOTOSINT§ Is RESPIRACE N TRANSPIRAS ON
ug CO58 ug COys mg HyO s
Mex 1 0,0412 abc 0,032]1 ab 0.0794 a
Mex 17 0.0479 ab 0.0304 ab 0.062 ab
Mex 17-Mex 1 0.0222 bc 0.0224 b 0.038 b
-Mex 1 0.0103 c 0.0196 b 0.0236 ¢
Testigo . 0.0715 a 0.0417 a 0.0798 a

Promedios con la misma letra en Tas columnas son
estadisticamente iguales. Duncan alfa = 0.05.

32



0.2
W rFoTOSINTESIS

1 mesriracion

-~MEX 1 TEST.(sanas)

MEX 17 MEX 17-MEX 1
TRATAMIENTOS
Hex 17-Mex 1 y un

del VHAP Mex 17, Hex 1,
aparents y tass de

3. Efecta de los aislamientos

rig.

grupo testigo (Plantas sanas) sobro 1a tasa do fotosfntesis
respiracitn en plantas de papayo, a los 62 dias despubs de la inoculacién retadora.
0.08

ErotosinTeESIs
) ResPIRACION

CO2 seg

-MEX 1 TEST. (sanas)

MEX 17 MEX 17-MEX 1
TRATAMIENTOS

dol VMAP Mex 17, Mex 1, Mox 17-Mex 1 y un
aparents y taea de

4. Electo de los aislamientos

Fig.
grupo testigo (Plantas sobre 1a tasa de fotosfntomis
respiracisn en plantas da papayo, a los 77 dfas después de la inoculaci6n retadora.

33



Al considerar la respiracién total estimada de la planta se
observé gue los tratamientos inoculados con el virus tienen una
menor respiracidén que las plantas ‘sanas (Cuadro 8 y 9), sin
embargo, en estos tratamientos (-Mex 1 y Mex 17-Mex 1) la
fotosintesis total de la planta es mds baja y tienen una menor
&rea foliar, por lo cual son menos eficientes en producir
fotosintatos que una planta sana (Fig 4).

Tasa de transpiracién

En la primera evaluacién (62 DDI retadora), se presentaron
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos.
Las plantas infectadas con.el VMAP Mex 1 aumentaron su
transpiracién hasta 2.5 veces m&s que plantas sanas y el
tratamiento protegido incremento su transpiracién 1.6 veces mis
que el testigo, las plantas infectadas con Mex 17 tuvieron un
incremento de 1.4 (Cuadro 6).

En la segunda evaluacién {77 DDI retadora) se observé
nuevamente el incremento en transpiracién de las plantas
inoculadas con el VMAP. Con la cepa Mex 1 se mantuvé el
incremento 2.5 veces mé&s que las plantas sanas y en el
tratamiento protegido fué 1.3 veces mayor (Cuadro 7).

conductancia estomitica

La conductancia estomdtica registra la facilidad con 1la
cual se mueve el CO, dentro de la hoja en el proceso de
fotosintesis y la facilidad con la cual el vapor de agua se mueve
a través de los estomas en el procesc de transpiracién.

Entre los tratamientos se presentarcn diferencias en este
parédmetro, a los 62 dias posteriores a la inoculaciédn retadora en
el tratamiento Mex 1 se dié la mayor conductancia estomitica y el
menor valor correspondié al tratamiento testigo (Cuadro 6), a los
77 dias después de la inoculacién retadora se observé la misma
relacién pues el valor mayor correspondid al tratamiento Mex 1 y
el menor al tratamiento testigo, el tratamiento protegide
presenté también un valor alto de conductancia estomdtica
(Cuadro 7).
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Se observé una relacién directa entre la transpiracién y 1la
conductancia estomidtica pues a una transpiracién alta
correspondié una mayor conductancia estomdtica, de tal forma gue
fué mayor el flujo de agua hacia el exterjor de la hoja gque el
£flujo de CO, hacia el interior de la hoja, puesto dque los valores
de fotosin%esis no se relacionan tan estrechamente con los
valores de conductancia estomatica (Cuadro 6 y 7).

Eficiencia en el uso del agua

Los tratamientos fueron diferentes estadisticamente con
respecto a este par4metro en el primer muestreo realizado. El
tratamiento testigo presenté la mayor eficiencia en el uso del
agua a los 62 DDI retadora. Los tratamientos inoculados con el
VMAP Mex 1 tanto solo como en combinacién con Mex 17 (protegido)
presentaron una reduccidédn en este factor, esto es, fueron menos
eficientes en el aprovechamiento del agua (Cuadro 6).

Considerando que en estos tratamientos (Mex 1; Mex 17-Mex 1
y =~Mex 1), el sistema radical fué mas pequefio y gue la
transpiracién se incrementd notablemente, esto puede explicar
estas deficiencias, puesto gue se redujé la superficie de
absorcién de agua en comparaciédn a las plantas sanas y se tenia
un mayor pérdida del agua por la transpiracién.

En el tratamiento con Mex 17 solamente, también se afectd la
eficiencia en el uso del agua de las plantas, siendo menor que
las plantas sanas, pero .mayor dque en los tratamientos con el
virus agresivo (Cuadro 6).

Para el segundo muestreo realizado (77 DDI retadora),
nuevamente se presentaron diferencias entre los tratamientos,
observandose en el tratamiento protegido y en los tratamientos
inoculados con mex 1 los mas bajos valores para esta variable,
Mex 17 fué mas eficiente que los tratamientos anteriores en el
aprovechamiento del agua, pero menos eficiente que 1las plantas
sanas (Cuadro 7).
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Area foliar

Se presentaron diferencias altamente significativas entre
los tratamientos con respecto al &rea foliar. Las plantas sanas
presentaron la mayor area foliar observdndose una reduccién de
61.66 % para el tratamiento inoculado con la variante agresiva
Mex 1. Las plantas crecieron menos aunado a la deformacién y
reduccidén que se presentd en el follaje. La variante atenuada a
pesar de no mostrar sintomas severos indujé un menor crecimiento
de hojas. El tratamiento protegido tuvo la menor &rea foliar,
observando un comportamiento similar a los tratamientos
inoculados con la variante agresiva (Cuadro 10).

Se observa entonces gque las plantas de papayo infectadas con
el VMAP tienden a perder mads hojas y a desarrollarse en menor
proporcién, aunado a esto se presentdé una reduccién en su
fotosintesis e incrementé en la respiracién, lo cual ocasiona una
reduccién en el crecimiento y tal vez también en el rendimiento.

Cuadro 10. - Peso seco (g) de la parte aérea y raisz, vglumen
de raiz en mm desplazados de agua y &Srea foliar (em ) en
plantas de cCarica papaya inoculadas con los aislamientos Mex 17
(atenuado), Mex 1 (agresivo), Mex 17-Mex 1 del VMAP y un
grupo testigo (plantas sanas). Montecillo, México. 1994.

TRATAMIENTO AREA FOLIAR PESO SECO VOLUMEN
) PARTE AEREA  RAIZ
cm g g mm

Mex 1 T 160.25° 0.35 b 3.89 b
Mex 17 271,00 0.52 b 5.06 b
Mex 17-Mex 1 147.95 G, 21,44 \b 0.34 b 3.89 b
-Mex 1 160.56 ¢ 1357 b 0.41 b 3.71 b
Testigo 417.96 ~'a 3.45 a 0.86 a 8.72 a

Promedios con la misma letra en las columnas son
estadisticamente iguales. Tukey alfa = 0.0S5.
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Contenido de clorofilas

La cuantificacién de clorofilas reportd una disminucién
significativa de estas por efecto del virus agresivo VMAP Mex 1
{Cuadro 11). .

El contenido de clorofila total en plantas infectadas con
VMAP Mex 1 se redujdé en 53.08% con respecto a plantas
sanas. En el tratamiento protegido se presenté una reduccién de
clorofilas del 44.56% y el virus atenuado Mex 17 las redujd en
un 24.03%.

Alin cuando se observé una reduccién en el contenido de
clorofilas en las plantas infectadas con VMAP Mex 1 6 Mex 17,
esto no se reflejo en una menor actividad fotosintética,
considerando que el medidor de fotosintesis (IRGA) mide
fotosintesis por unidad de supertficie.

Ccuadro 11. - Contenido de clorofila total, clorofila A y
clorofila B en mg/g de hoja, en plantas de <Carica
papaya inoculadas con los aislamientos Mex 17, Mex 1, Mex 17~Mex
1 del VMAP y un grupo testigo (plantas sanas). Montecillo,
México. 1994.

TRATAMIENTO CLOROFILA (mg/g de hoja)
TOTAL A B R A/B

Mex 1 0.738 b 0,448 b 0.394 b 1.137
Mex 17 1.195 ab 0.631 ab 0.557 ab 1.133
Mex 17-Mex ; 0.872 b 0.486 b 0.380 b 1.279
~Mex 1 1.012 ab 0.551 b 0.455 b 1.211
Testigo 1.573 a 0.809 a 0.738 a 1.096

Promedios con la misma Ietra en las columnas son
estadisticamente iguales. Tukey alfa = 0.0S.
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La relacién obtenila entra clcxefila a/b en general para los
cinco tratamientos fué muy baja, consideraido que la proporcién
entre estas es generalmente de 1,5 a ‘3.5 (Sestak, et al, 1971).
vargas: (1984):.reporté gie la sintesis de clorofila a es mayor en
relacién a‘'la'b en plantas de maiz normales. Pn este trabajo con

' papayo.se observé gque la proporcidn de sintesis de clorofila a es
similar a la b'y esto fué homogéneo en todos los tratamientos
evaluados.

Cuando se trabaja en condiciones de invernaderc la cantidad
de clorofila tiende a disminuir por efecto de la menor
irradiacioén que se tiene dentro del invernadero (Sestak et al.,
1971), dado que el trabajo se realizé en condicicnes de
invernadero y en camara bioclimitica esto puede ser una de las
causas de la baja relacidn observada aunque no se descarta la
posibilidad de que haya ocurrido una degradacidn de leos pigmentos
fotosintéticos durante el método de extraccidn realizado.

Peso seco del follaje

La variante agresiva del VMAP provocé un pobre desarrollo de
las plantas, ya que redujé en un 54.5% su produccién de materia
seca comparéndolo con plantas sanas (Cuadro 10).

Las diferencias entre los tratamientos fueron altamente
significativas. El tratamiento testigo presentd el mayor peso
seco (1.72 g). La variante atenuada disminuyé este parimetro en
28.69% con respecto al testigo.

El tratamiento protegido se comporté de manera similar a 1la
variante agresiva, presentando el menor peso seco (1.44 g)
equivalente a un decremento del 58.26%

Peso seco y volumen radical

La raiz se ve afectada a causa del virus. Mientras en
plantas sanas se presentdé un buen desarrollo de la raiz, en
plantas infectadas con la cepa agresiva Mex 1 el voltimen se
redujdé en 57.45 ¥ y el peso en 59.30 ¥. La variante atenuada
redujé el volGmen de raiz en 41.97 % y el peso en un 39.53 % con
respecto al testigo. En el tratamiento protegido también se
presentaron reducciones en la raiz semejantes al tratamiento
inoculado con la cepa agresiva (Cuadro 10).

Las plantas enfermas tienen un menor desarrolle radicular y
por tanto una menor capacidad de absorcién de agua y nutrientes,
lo cual es un factor mas que contribuyd al poco desarrollo gue
presentaron.
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ESTA TESIS KO OEBE
SALIR DE 1A BIBLIOTECA

El proceso de proteccisn cruzada no se presentd en las
plantas que se inocularon primero con la variante .atenuada Mex 17
y posteriormente con Mex 1, aungue el Indice de severidad
alcanzado fué menor en 0.63 unidades al tratamiento inoculado con
Mex 1 en la Gltima evaluacién, se presentaron sintomas severos
después de los 40~50 dias aumentando la severidad al finalizar el
experimento (Fig. 1).

Las plantas que se protegieron (Mex 17 - Mex 1) presentaron
un pobre desarrollo expresando los m&s bajos valores en altura de
planta (31.79 cm), diadmetro de tallo (6.47 mm), nimero de hojas
(4.56), &rea foliar (147.95 cm ),peso seco de follaje y raiz
(1.44 y 0.34 g) y volGmen de raiz (3.89 g) y estadisticamente
fueron similares a los tratamientos inoculados con la variante
severa Mex 1. En el parametro eficiencia en el uso del agua
presentd un valor mayor gue el tratamiento Mex 1 pero menor a
Mex 17 o a las plantas sanas, aungue estadisticamente no se
observaron diferencias entre el tratamiento protegido, Mex 1 y
Mex 17 pero si fueron diferentes al testigo (Cuadros 1,2,3 y 10).

con respecto a los pardmetros fisioldgicos, en tasa de
fotosintesis aparente por hoja no se registraron diferencias
entre los tratamientos, pero al estimar la tasa de fotosintesis
por planta el tratamiento protegido expresé bajos valores (0.0593
y 0.00222 para la la. y 2a. evaluacién) siendo estadisticamente
diferente a los tratamientos Mex 17 y Testigo (plantas sanas),
pero igual al tratamiento Mex 1 (Fig. 3 y 4). En cuanto al
contenido de clorofila total el tratamiento protegido expresé
también el menor valor (0.872 mg/g) siendo estadisticamente igual
a Mex 1. La tasa de respiracidén y la tasa de transpiracién
tendieron a incrementarse en las plantas a causa del virus
expresando los valores mds altos los tratamientos inoculados con
Mex 1, Mex 17-Mex 1 y Mex 17 (Cuadros 6 y 7).

Tanzi et _al., (1988) trabajaron con una variante atenuada
del Virus Mosaico del Chile (PepMV) y tampoco encontraron
proteccién en las plantas de chile y lo atribuyeron a una
difusién no constante en la planta por la variante atenuada M-1,
de tal forma gque cuando se inoculé la variante agresiva los
sitios de infeccidén en las células no estaban totalmente
ocupados.

La concentracién de la variante atenuada en pruebas de
proteccién cruzada es importante, pues se busca tener la mayor
concentracién del virus antes de inocular la variante agresiva.
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Yeh y Gonsalves {!9%4} eiccntrarton ¢ la efectividad de la
proteccién cruzada se afactara por 21 t'amyo en gue s2 hacia la
inoculacién reto. Si inoculuben la varia.te agresiva antes de
los 26 dias, la protec:=idn era incoupleta o no se presentaba, y
cuando se hacia despué:s de los 26 dias sa obtenia una proteccidn
completa. Por lo cual pars este trabajo se¢ considerd la premisa
de que el VMAP alcanza su mayor concentracién a los 25 dias de
acuerdo a lo reportado por estos autores. Sin embargo los
resultados obtenidos en este trabajo fueron diferentes puesto que
la proteccién, sl se presentd, fue incompleta.

Esto puede deberse a que VMAP Mex 17 tal vez necesita méds
tiempo para alcanzar una concentracién adecuada y por tanto
ocupar todos los sitios de infeccifén de las células de la planta,
no permitiende el establecimiento de la cepa agresiva; o puede
ser que su velocidad de translocacién sea baja tal como lo
reporté Tanzi et_al., (1988) en chile.

Otro aspecto relevante en este trabajé fueron las
condiciones ambientales en gue se desarrolldé las cuales
influyeron en el comportamiento de las plantas, ya gque el papayo
es un cultivo de zonas tropicales que requiere temperaturas
cilidas para un 6ptimo desarrollo. Al cambiar el cultivo a una
zona templada el crecimiento de las plantas fué muy lento no
alcanzando un desarrollo &ptimo (atn cuando se trabajo en
invernadero y en cimara bioclimitica), lo cual sugiere que el
virus pudo haber tenido similarmente un comportamiento diferente
al que tendria en condiciones optimas del cultivo; por lo cual
tal vez la respuesta en campo sea diferente a lo que se obtuvo en
egte trabajo. Por lo cual es conveniente continuar con las
pruebas de proteccién cruzada con Mex 17 en campo, bajo
condiciones de crecimiento natural del papayo.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos se desprenden las

sigulentes conclusiones, las cuales son preliminares puesto que
este trabajo serd continuado con pruebas de campo.

1.

3.

El VMAP Mex 17 no fué eficiente para proteger a plantas de
papayo, ya que aparecieron sintomas severos después de los
40-50 dias bajé las condiciones en las que se desarrolld el
experimento.

Las plantas del tratamiento protegido (Mex 17-Mex 1}
presentaron un comportamiento similar a las inoculadas con
mex 1 (agresiva) reduciendo significativamente altura de
planta (21%), didmetro del tallo (27%), nGmero de hojas
(24%), drea foliar (64%), peso seco de follaje y raiz (58 y
60%), volGmen de raiz (55%) Yy contenido de clorofila total
(44%), con respecto a plantas sanas.

VMAP Mex 1 afecté significativamente el desarrollo de las
plantas expresando reducciones en altura de planta {15.81%),
didmetro de tallo (28%), 4&rea foliar (62%), peso seco de
parte aérea y rafz (50 y 59%), volumen radical (55%) y
contenido de clorofila total (53%) en comparacién a plantas
sanas

4. En Cucurbita pepe Grey Zucchini el tipo de inclusiones que

indujeron VMAP Mex 1 y Mex 17 fueron diferentes, Mex 1
indujé inclusiones celulares fibrosas e inclusiones

irregulares y Mex 17 indujé solo inclusiones celulares
fibrosas.

5. No fué posible confirmar la proteccidn cruzada por medio de

las inclusiones celulares puesto gue estas ho se encontraron
en papayo.

41



BITBLIOSRAF A

Agrios, G.N, 1988. Fitcpatoloyia. Edit. Limusa. Méxice, D.F.
756 p.

Becerra, L. E.N. 1988. Ensayos de barreras de jamaica (Hibiscus
sahdariffa L.) y preferencia al color de papayo (Carica
papaya L.) por 4afidos vectores del virus de la mancha
anular del papavo. XV Congreso Nacional de
Fitopatologia. Xalapa, Ver. pp 100,

Becerra, L. E.N., Mosqueda V.R., y De los Santos, R. F. 1989.
Evaluacién de la papaya "Cariflora" por su tolerancia al
virus mancha anular del papayo en Veracruz, México. XVI
congreso Nacional de Fitopatologia, Montecillo, México.
pp. 132.

Becerra, L. E.N. 1991. Evaluacién de varias practicas
culturales para reducir la incidencia del virus de la
mancha ahular del papayo. XVIII Congreso Nacional de
Fitopatologlia. Puebla de los Angeles. pp. 166,

Cadena, H.M.A. 1987, Proteccién inducida por virus
fitopatégenos contra enfermedades virosas. En: Temas en
virologia II. Ed. Alvizo Villasana H.F., Lozoya Saldafa
H. Sociedad Mexicana de Fitopatologia, chapingo,
México. pp. 64-77.

C4irdenas, S.E. 1986. Diagnostico de virus mediante inclusiones
virales. Folleto. Colegio de Postgraduados,
Montecillo, México. 69 p.

CArdenas, S.E. 1992. Caracterizacién de aislamientos del virus
de la mancha anular del papayo, patogenesis y
epidemiologia de la enfermedad de la mancha anular del
papayo en Carica papaya L. Tesis de Doctor en ciencias.
Colegio de Postgraduados, Montecillos, México.

COABASTO. 1990, Sistema Producto Papayc para el Distrito Federal.
Servicio Nacional de Informacién de Mercados. Banco
Nacional del Pequeiic Comercio.

42



Cobley, L.S. 1376 nfinﬁfodccﬁion to the 3Botauy of tropical
S crops.. S8econd ed. Longman. - London. pp. 181-18S5.

CQndVer; R.A. -program for development of papayas
i tolerant:to:the Distortion Ringspot Virus. Proc. Fla.
Hort: :So 89:7229-231.

Cdnovér,vR.A.,'ﬂitz, R.E., and Malo, S.E. 1986. "cCariflora" a
v Papaya: Ringspot Virus tolerant papaya for South
:'Florida and the Caribbean. HortScience. 21(4): 1072.

Costa, Aﬁs. and Muller, G.W. 1980. Tristeza Control by Cross
’ .Protection: U.S - Brazil cooperative success. Plant
Disease. 64(6): 538-541.

De Zoeten, G. A., and Fulton, R, W. 1975. Understanding
generates possibilities. Phytopathology. 65: 221-222.

Dodds, J.A. 1982. Cross-protection and interference between
electrophoretically distinct strains of cucumber mosaic
virus in tomato. Virology 118:235-240.

Dodds, J.A., Lee, S5.Q., and Tiffany, M. 1985. Cross protection
between strains of cucumber mosaic virus: Effect of
host and type of inoculum on accumulation of virions and
double=-stranded RNA of the challenge strain. Virolegy.
144: 301-309.

Femi Lana, A, 1980, Transmission and properties of viruses
isolated from Carica papaya in Nigeria. Journal of
Horticultural Science. 55(2): 191-197.

Fletcher, J,.T. 1978. The use of avirulent virus strains to
protect plants against the effects of virulent strains.
Annals of Applied Biology. 59(1): 110-114.

Fulton, R.W. 1986. Practices and precautions in the use of
cross protection for plant virus disease control. Ann.
Rev. Phytopathol. 24:67-81.

Galindo, A.J., E. Olivas, y R. Rodriguez. 1978. Experimento para
controlar el virus de la mancha anular del papayo. VIII
Congreso Nacional de Fitopatologia. Oaxtepec, Morelos.
44-45 p.

43



_Gallitelli, D., Vovlas, £., "artelli, 3., Montasser,M.S.
... Tousignant, M.L., and. Kaper, J.M. 1991,
Satellite-Medi:ited Protection of Tomato Against Cucumber
Mosaic Virus: IX. Field Test Under Natural Epidemic
-Conditions in Southera Italy. Plant Disease., 75:

93-95. )

Gar;a) L.J.G. '1978. Estudios sobre virosis de Papaya Carica
papaya L. en el estade de Colima. VIII Congreso Nacional
de Fitopatoleogla.  oOaxtepec, Morelos. 43-44 p.

Gibbs, A. 1969. Plant virus classification. Adv. Virus Res.
14:263-328.

Gonzalez, V. 1984. Comunicacién personal. Centro de Génetica.
Colegio de postgraduados. Montecillo, México.

Gonsalves, D. and Garnsey, S.M. 1989. Cross-Protection
Techniques for control of plant virus diseases in the
tropics. Plant Disease. 73(7): 592-596.

Huss, B,, Walter, B., and Fuchs, M. 1989. cross—-protection
. between arabis mosaic virus and grapevine fanleaf virus
isolates in chenopodium quinoa. Annals of Applied

Biology. 114(1): 45-60.

INIA. 1983, Logros y aportaciones de la investigacién agricola
en el cultivo de frutales tropicales y subtropicales.
INIA. SARH. México. 8-10 p.

Ishii, M. 1972. Observations on the spread of papaya ringspot
virus in Hawaii. Pliant Disease Reporter. 56(4):
331-333.

Lecoqg, H., Lemaire, J.M., and Wipf-Scheibel, C. 1991. Control
of 2Zucchini Yellow Mosaic Virus in Sguash by Cross
Protection. Plant Disease 75(2):208-211.

Lépez, P.O. 1972. Identificacién de las virosis de la lechosa
(Carica papaya L.) en venezuela. Revista de la Facultad
de agronomia. VI(4): 5-36.

44



Marler, Thomas E.,'Mickelbaft, Michael V. and Quitugua, Rolangd.
: 1993.,Papaya Ringspot Virus influences net gas exchange
-‘of papaya leaves. Hortscience 28(4):322-324

Matthews, R.E F. 1970, Plant virology. Academic Press INC. New
. York. 778 p.

Mckihney;‘H.ﬁ. 1929. Mosaic diseases in the Canary Islands, West
+ -Africa and Gibraltar. J. Agric. Res, 39:557-558,

Mederos, O.E., Orquin L.J., y Hern&ndez, L.A. 1985. Estudio

- preliminar de la influencia del di&metro del tallo sobre
la produccién de flores y frutos en la planta de fruta
bomba (Carica papaya L.) var. Maradol Roja. Centro
Agricola. 12(3):89-96,

Montasser, M.S., Tousignant, M.E., and Kaper, J.M. 1991.
Satellite~Mediated Protection of Tomato Against Cucumber
Mosaic¢ Virus: I, Greenhouse Experiments and Simulated
Epidemic conditions in the Field. Plant disease. 75:
86-92.

Mosqueda, V,R., Becerra, L, E,N., y De los Santos, R.F. 1990.
Aplicacién de aceites en papayo para retrasar la
epidemia del virus de la mancha anular del papayo. XVII
Congreso Nacional de Fitopatoleogia. Culiacan, Sinaleca.
pp. 93

Nleto, A.D. 1990, Epidemiologia del virus de la mancha anular del
papayo bajo diferentes fechas de siembra, densidades de
plantacién y localidades en Veracruz. Tesis de M.C.
Colegio de Postgraduados., México. 68 p.

Ochoa, A.S. 1992. Algunos estudios de la Mancha Anular del
Papayo en el Valle de Apatzingan, Mich. 'Tesis
Profesional, Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo, México. 61 p.

Palukaitlis, P., Zaitlin, M. 1984. A model to explain the
“cross-protection” phenomenon show by plant viruses and
viroids. In: Plant Microbe Interactions. Molecular and
Genetic Perspectives. Eds. T. Kosuge, and E.N. Nester.
New York: Macmillan.

45



Ponz, F., and Bruenilg. J.‘VIQBG; ‘Mechaiisms. of resistance to
plant . virus Anh. Rev. Phytopathol.: 24:3554-81.

Price, ‘W..C./1964% strains,: mutation,  acquired inmunity, and
& iiinterference,iIn:. Plant virology. Ed, M,K. Corbett y
Jiisisler;  Unive sity of Florida Press. p. 93-117.

dwardson,. J., Hiebert, E. and Gonsalves, D.
apaya ringspot virus. Descriptions of plant
:virusesiNo. 292 (revisién del No. 84): Commonw. Mycol.
Inst./Assoc. Appl. Biol. Key Surrey, England.

Quioh-Douine, . Purcifull, D.E., Hiebert, E., and de Mejia,
+M.V.GL 1986, Serological relat1onships and in vitro
"translation of an antigenically distinct strain of
papaya ringspot virus. Phytopathology. 76(3): 346=351.

Rast, A.Th.B. 1972. M II-16, an artificial symptomless mutant
of tobacco mosaic virus for seedling inoculation of
tomato crops. Neth. J. Pl. Path. 78: 110-112.

Rovira, L.A., y Alvarez, C.R. 1986. El lechosero. Ed. América.
. Caracas Venezuela. pp. 21-34.

Salaman, R.N. 1933. Protective inoculation against a plant virus.
Nature. 131: 468.

Samson, J.A. 1991. Fruticultura Tropical. Ed. Limusa, México.
pp- 305=320.

Sa&nchez-Espindola, M.E., Gonz&lez Ch, M.C., Ferrera-Cerrato, R y
Téliz-ortiz, D. 1993. Induccién del vigor en plantdlas
de carica papaya L. bajo el efecto de la micorriza
vesiculo-arbuscular Glomus sp. come factor de
desarrollo. En: Avances de Investigacién, Seccién de
microbiologia de suelos. Eds. Jesfis Pérez Moreno y
Ronald Ferrera Cerrato. CEDAF. Colegio de Postgraduados.
Montecillo, Méx. pp. 123-133.

Saucedo, V.C. 1989. Manual de practicas del laboratorio de
fisiologia de postcosecha. Folleto. Colegio de
Postgraduados. Montecillo, Méx. pp. 31-33.

46



Sestak, Z.,-Catsky, ., and. Jarvis, PB.G. 1971. Plant
photosynthetic ‘' production.: Manual of mnethods. Dr. W.
- Junk_N.V.,‘Publishg:s[:Thg_ﬂague. pp. 572-698.

sherwodd/fJ.L.;,ana:FﬁIton; R.LW{ 1982. The specific involvement
s ef o coatlprotein:in ‘tobaceo mosaic virus cross
protection. Virology. 119: 150-158.

singh, R.P., Boucher, A., and Somerville, T.H. 1990.
Cross-Protection with strains of Potato Spindle Tuber
Viroid in the Potato plant and other solanaceous hosts.
Phytopathology. 80(3): 246-250.

solano, A.I. 1975. Plagas y enfermedades del papayo. FIRA,
México. p. 27-35.

Story, G.E. and Halliwell, R.S. 1969. Identification of
distortion ringspot virus disesases of papaya in the
Dominican Republic. Plant bDisease Reporter. 53(9):
757-760.

Tanzi, M, Betti, L., and Canova, A. 1988, Protection of pepper
crops under glass against PepMV artificial infection
with the mild mutant M=-1: analysis of its influence on
growth and yield. Advances in Horticultural Science.
2(1): 19-22,

T&liz, O. D. 1990. Apuntes del curso: Enfermedades de Frutales.
Centro de Fitopatologia. Colegio de Postgraduados.
(Mimeografiado) .

T&liz, O0. D. 1994, Comunicacién personal. Centro de
Fitopatologla, Colegio de Postgraduadog. Monteeille,
México.

Té1iz, ©. D. y Mora, G. 1986. Inmunosorbencia con enzimas
conjugadas. Revista Mexicana de Fitopatologla.
4:133-141.

. 'méliz, D., Mora, G., Gonsalves, D., Avila, C. y Duran, F. 1987.
Intento de control del virus de la mancha anular del
papaye en Veracruz mediante proteccién cruzada. XIV
Congreso Nacional de Fitopatologia. Morelia Michoacan.
pp. 118.

47



611 D., Hora;. R.G:. Go‘sa‘ves,,'., Garcia, E.,
reliz, 'athei;, Li . i Av 1591a." "Ga mancha anular del

A.A. 1991b,
“fisiologia del
tologia. Puebla de

meliz,.

van Vuuren,' R.P., and da Graca, J.V. 1993.
Evaluation’oficitrus . Tristeza Virus Isolates for Cross
Protection of Grapefruit in South Africa. Plant Disease
77(1):24-28." ’

Vargas 0.M.A. 1984 . Estudio anatémico, bioquimico y ontogenice

. de-la‘hoja del mutante "Hoja arrugada” en Maiz (Zea mays

‘Loy.o Tesis Maestro en ciencias. Colegio de
Postgraduados. Montecillo, Méx.

Wan, S.H., and Conover, R.A. 1983. Incidence and distribution
" of papaya viruses in Southern Florida. Plant Disease.
67(4):353-356.

Wwang, H.L., Yeh, S.D., chiu, R.J., Gonsalves, D. 1987.
Effectiveness of cross-protection by mild mutants of
papaya ringspot virus for control of ringspot disease of
papaya in Taiwan. Plant Disease. 71(6):491=497.

Wang, H.L., Gonsalves, D., Provvidenti, R., and Lecog, H.L. 1991.
Effectiveness of cross protection by a mild strain of
Zucchini Yellow Mosaic Virus in Cucumber, Melon and
Squash. Plant Disease. 75(2): 203-207.

‘williams, C.N., and Rajaratham, J.H. 1979. -Tree dnd field crops
of the Wettes Regions of the tropics. Intermediate
Tropical Agricultural Series. Longman,. London. p.
106-110.

48



Yeh, S.D. ‘and’ Gonsalves 1984. Evaluation of ‘induced mutants
of ‘papay
Protection

*, Acta Horticulturae. July

ross; Protection' more understanding is
Phytopatholog -65-,382-383.

49



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Objetivos
	Revisión de Literatura
	Materiales y Métodos
	Resultados y Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía



