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RESUMEN

Antecedentes/Objetivo. Clorosis foliar, entrenudos cortos, y peciolos curveados con
estrias color purpura se observan en plantaciones de papaya (Carica papaya) en las
regiones Norte y Atlantica en Costa Rica desde el 2014. La identificacion de un presunto
virus de plantas asociado con estos sintomas fue el objetivo de esta investigacion.

Desarrollo experimental. El tejido vegetal fue evaluado mediante ELISA (cuatro virus de
plantas y el género potyvirus), microscopia electronica de transmision (MET), RT-PCR
(con iniciadores universales para virus de plantas), secuenciacion y analisis filogenéticos.

Resultados. Todas las pruecbas de ELISA resultaron negativas. Mediante MET, se
observaron solo en las plantas sintomaticas, particulas virales con forma de bala, éstas
dentro de membranas en los nticleos y el citoplasma. Amplicones de 900 pb se obtuvieron
consistentemente en las muestras sintomaticas usando iniciadores degenerados para
rhabdovirus de plantas. Las secuencias nucleotidicas mostraron similitudes entre 95.6 y
96.8 % con un alphanucleorhabdovirus Rhabdoviridae)
tentativo que infecta papaya.

(Alphanucleorhabdovirus,

Conclusion. Este es el primer reporte de un alphanucleorhabdovirus tentativo asociado con
plantas sintomaticas de papaya mostrando la enfermedad del “peciolo rayado”, como se le
conoce localmente en Costa Rica, pero los postulados de Koch deben ser cumplidos y el
vector identificado.

Palabras clave: Rhabdovirus de plantas, Enfermedad del “peciolo rayado”, Necrosis apical
de la papaya
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INTRODUCCION

La produccion de papaya (Carica papaya) en Costa Rica representa una actividad
social y econdmica de alto valor, con un crecimiento promedio anual de 5 % entre 2018 y
2022 (Acuia, 2023). Las principales areas de produccion se encuentran en las regiones
Atlantica, del Pacifico Central y en la zona al norte del pais. Casi el 75 % de la produccion
de papaya es vendida localmente, y el remanente es exportado. Durante el 2022, las
exportaciones se realizaron a un total de 10 destinos, donde el mercado norteamericano
(Canada y EE. UU.) representaron el 94 % de los embarques, mientras que el 4 % del total
exportado por Costa Rica fue al mercado europeo (Acuia, 2023).

Mundialmente, este cultivo es afectado por varias enfermedades virales (Quito-Avila
et al., 2023) y fitoplasmas (Fiore et al., 2018), causando pérdidas significativas.
Adicionalmente, en algunos paises de la region del Caribe, un organismo semejante a las
rickettsias causa la enfermedad del cogollo racemoso (“papaya bunchy top”, PBT) (Davis
et al., 1998). Los productores (principalmente en los paises en desarrollo) no mantienen
registros de los rendimientos y pérdidas de sus cultivos, ni de su asociaciéon con
enfermedades o sintomas especificos de las plantas. Es bastante comtn que los productores
coexistan con los sintomas de enfermedades hasta que el problema es ubicuo y ponen en
riesgo la sobrevivencia de las plantas. Desde 2014, los productores de papaya en Costa
Rica han reportado un nuevo desorden, localmente llamado ‘peciolo rayado’. Esta
condicion afecta diferentes variedades comerciales, incluyendo Maradol, Pococi, y
Tainung, asi como hibridos silvestres. La sintomatologia se caracteriza por peciolos
curveados con distintivas estrias color purpura, acompafiada de clorosis foliar y
arrugamiento de la lamina. Al progresar la infeccidn, los entrenudos se acortan y se
produce una inhibicién significativa del cuajado de frutos, generando un riesgo potencial a
la produccién local. Estos sintomas se observaron en plantaciones comerciales de papaya
en las regiones Norte y Atlantica de Costa Rica. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo
fue determinar si un virus esta asociado a la enfermedad con sintomas de peciolo rayado
de la papaya en Costa Rica.

DESARROLLO EXPERIMENTAL

Muestras foliares de 70 plantas maduras de papaya (8-10 meses) mostrando al menos
dos de los sintomas asociados a la enfermedad del “peciolo rayado”, incluyendo el peciolo
curveado, meristemo apical con niumero reducido de hojas, cese del cuajado de frutos, y
estrias de color purpura en el peciolo, fueron recolectadas (finales del 2014) en Muelle de
San Carlos (provincia de Alajuela), Guacimo y Guapiles (provincia de Limon) en Costa
Rica. Las plantaciones de papaya seleccionadas estaban libres de deficiencias de minerales
y los suelos no mostraban signos de encharcamiento o exceso de agua. Las muestras
recolectadas fueron analizadas serolégicamente mediante pruebas de ELISA para detector
las especies virales Potyvirus papayanuli (papaya ringspot virus, PRSV), Potexvirus
papayae (papaya mosaic virus, PapMV), Orthotospovirus tomatomaculae (tomato spotted
wilt virus, TSWV), Cucumovirus CMV (cucumber mosaic virus, CMV) y con anticuerpos
género especifico para potyvirus. Los anticuerpos especificos y los controles positivos para
cada virus fueron adquiridos de Agdia Inc. (Elkhart, IN). Las pruebas se realizaron de
acuerdo a los protocolos y recomendaciones de Agdia Inc.

Debido a los resultados negativos obtenidos en las pruebas de ELISA, evaluaciones
mediante microscopia electronica de transmision (MET) se realizd para visualizar
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potenciales fitopatégenos. Un subgrupo de ocho muestras foliares de plantas de papaya
sintomaticas (Muelle n=4, Guacimo n=2 y Guapiles »=2), y una planta sana recolectada de
un jardin en el Valle Central, todas ellas negativas para los virus evaluadas mediante
ELISA, fueron recolectadas (Enero, 2015) y procesadas para MET, de acuerdo a Montero-
Astaa et al. (2017). Secciones de lamina y peciolo fueron fijados toda la noche usando
solucion de Karnovsky amortiguada con cacodilato de sodio 0.05 M a 15 °C, y luego de
cuatro lavados con amortiguador fueron post-fijadas con tetradxido de osmio (1 %) a
temperatura ambiente. Las muestras fueron deshidratadas y luego embebidas usando una
serie de etanol / 6xido de propileno, seguido por mezclas de 6xido de propileno con resina
epoxica de Spurr de dureza media, y embebido en resina pura, finalmente fue polimerizada
con calor. Las secciones ultradelgadas con doble tincion (acetato de uranilo acuoso y citrato
de plomo de Sato) fueron observadas usando un microscopio electronico Hitachi H-7100
(Tokyo, Japon) a 100kV. Diez fotografias fueron seleccionadas para medir el diametro y
largo de 100 particulas virales, usando el programa informatico ImageJ (Abramoff et al.,
2004) para obtener el promedio de las mediciones.

El ARN total fue extraido de las ocho plantas sintomaticas evaluadas por MET, y
dos plantas sanas, usando el RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Alemania). La retro-
transcripcion fue realizada empleando el kit para sintesis de primera cadena de ADNc
(Maxima H Minus, Thermo Scientific, Lituania) empleando los hexameros aleatorios como
iniciadores, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para determinar si las particulas
virales con forma de bala, encontradas en hojas sintomaticas de papaya mediante TEM,
corresponden tentativamente a nucleorhabdovirus o dichorhabdovirus, el ADNc fue
evaluado para ambos géneros de virus de plantas mediante PCR punto final usando un par
de iniciadores degenerados para rhabdovirus de plantas (Rhab-R / Rhab-F) desarrollados
por Lamprecht ef al. (2009) para amplificar el gen L que codifica la ARN polimerasa ARN
dependiente (RdRp) viral, y para los dichorhavirus OFV y CiLV-N (LdF / LdR), disefiados
por Ramos-Gonzalez et al. (2016) para amplificar una region conservada del gen L (Cuadro
1). Posterior a esto, un segundo grupo de 24 muestras foliares de papaya fueron
recolectadas (Junio, 2015) y también evaluadas usando el par de iniciadores Rhab-R /
Rhab-F.

Doce amplicones obtenidos con el par de iniciadores Rhab-R / Rhab-F (Lamprecht
et al., 2009) fueron purificados y secuenciados directamente en ambas direcciones
(Macrogen, Korea) con el mismo par de iniciadores empleados en la PCR. La secuencia
ensamblada correspondiente a cada amplicon fue obtenida usando BioEdit v7.7.1 (Hall
1999), y la busqueda de similitud de secuencias fue realizada utilizando el algoritmo
BLASTn en el GenBank (Centro Nacional para la Informacion de Biotecnologia, EE. UU.).
Cuatro de las secuencias obtenidas para un alphanucleorhabdovirus tentativo fueron
depositadas en GenBank (PX637683, PX637684, PX637685 y PX637686).

Durante 2015-2016, adicionalmente 193 muestras foliares (126 de plantas
sintomaticas) fueron recolectadas de plantaciones en Muelle, Guacimo y Guapiles, y
analizadas siguiendo el protocolo RT-PCR para detectar rhabdovirus de plantas descrito
previamente.

Para determinar la relacion filogenética del virus con forma de bala observado, se
realizéd un andlisis filogenético con cuatro de las secuencias obtenidas en este estudio
(PX637683 a PX637686), incluyendo para su comparacion a 31 diferentes rhabdovirus de
plantas (un total de 34 secuencias debido a especies repetidas) y el virus Farmington
(CT114) como grupo externo; todas obtenidas del GenBank
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). El conjunto de datos final contd con un total de
1 099 posiciones. Las 39 secuencias se alinearon mediante el algoritmo ClustalW en
BioEdit y luego se analizaron utilizando el método de Maxima Verosimilitud (modelo
General Time Reversible y variacion de tasas entre sitios mediante una distribucion gamma
con sitios invariables y 1 000 permutaciones) en MEGA 12 (Kumar et al., 2024).

Cuadro 1. Iniciadores y perfiles del termociclado empleados para detectar virus ARN en las plantas de Carica papaya
analizadas en este estudio.

Nombre  del Secuencia del oligonucleétido Par de iniciadores (tamaiio del producto de
iniciador (referencia) la PCR), perfil térmico (referencia)
Rhabdovirus de plantas
Rhab-R 5’GTCCABCCYTTTTGYC3’ Rhab-R/ Rhab-F (900 pb, Lamprecht et al.,
Rhab-F 5’GGATMTGGGGBCATCC3’ 2009)
Rhab-R / Rhab-F (Lamprecht et al., 2009) 94 °C por 2 min; 36 ciclos de (94 °C - 30's; 37

°C -30s; 72 °C—90 s); extension final: 72 °C
por 7 min (este estudio)

Dichorhavirus orchidaceae (Orchid fleck virus) y
Dichorhavirus leprosis (Citrus leprosis virus N)

LdF
LdR

5’CCYGTGAGAGAATTCYTGGATG3’ LdR/ LdF (390-400 pb)
5’CCAGATTGGTGTARCCRAACAG3’ 95 °C por 5 min, 35 ciclos de (95 °C por 30 s,
LdF / LdR (Ramos - Gonzalez et al., 2016) 55 °C por 30 s), extension final: 72 °C por 30

s. (Ramos - Gonzalez et al., 2016)

En plantaciones comerciales de papaya en las regiones norte y atlantica de Costa
Rica, se observaron con frecuencia (50-70 % incidencia) plantas de papaya con cese
evidente del cuajado de frutos (Figuras 1A y 1B), peciolos curvados (Figuras 1B y 1E),
estrias de color purpura en los peciolos (Figura 1D); también se observd clorosis y
arrugamiento de la lamina foliar, entrenudos y pedunculos de frutos mas cortos.
Dependiendo de la etapa de crecimiento de la planta, se observaron claramente sintomas
adicionales, como una menor cantidad de flores y frutos por planta; sin embargo, éstos no
se asociaron con el aborto de frutos. Las pérdidas en la produccion de frutos se estiman
entre un 40 y 50 %, debido al cese irreversible del cuajado en las plantas enfermas y su
eventual muerte regresiva (dieback). Al medir el dangulo de insercion de los pedunculos de
flores y frutos desde el apice del tronco, las plantas infectadas presentaron un angulo de
insercion menor. Las plantas enfermas tenian pocas hojas en la copa (Figuras 1A y 1B), y
algunas de éstas mostraban necrosis marginal en la ldmina. Debido a la pérdida de follaje
y la necrosis de las hojas apicales nuevas, las plantas parecen un lapiz con la punta hacia
arriba en el campo, semejante al sintoma de la etapa final de plantas con la enfermedad del
cogollo racimoso (PBT). Sin embargo, el latex estuvo presente en diferentes tejidos,
incluyendo los frutos, contrario al sintoma tipico del PBT (Davis et al., 1996).

Las diferentes pruebas de ELISA realizadas (PRSV, PapMV, CMV, TSWV, y el
grupo de los potyvirus) en las plantas sintomdticas indicaron resultados negativos para las
70 muestras de papaya analizadas (Cuadro 2). Unicamente los controles positivos,
utilizados para cada virus evaluado, mostraron un cambio de color en la solucion del
sustrato luego del tiempo de incubacion, siguiendo los protocolos de Agdia Inc. (datos no
mostrados).
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Cuadro 2. Resumen de las pruebas realizadas y resultados obtenidos de las muestras foliares de plantas
de Carica papaya, sintomaticas y asintomaticas, recolectadas en Costa Rica para determinar

si alguin virus esta asociado a la enfermedad del “peciolo rayado”.

Region ELISA MET RT-PCR
(positivo/ n (positivo/ n (positivo/ n
evaluados) evaluados) evaluados)

S A S A Sz A

Norte 0/35 0/4 4/4 - 60/61 0/28

Atlantica, Guapiles 0/18 0/3 2/2 - 48/50 1/18

Atlantica, Guacimo 0/17 0/3 2/2 -- 42/47 0/21

Valle Central -- - - 0/1 - 0/2

Total 0/70 0/10 8/8 0/1 150/158 1/69

S 0 A=Muestras de plantas sintomaticas (S) o asintomaticas (A); ELISA: evaluaciones realizadas para:
Potyvirus papayanuli, Potexvirus papayae, Orthotospovirus tomatomaculae, Cucumovirus CMV, y
grupo de Potyvirus; MET: presencia de particulas en forma de bala en el nicleo celular; RT-PCR:
amplicon de 900 pb obtenido; * muestras evaluadas incluyo las 32 (8 y 24) de plantas sintomaticas
recolectadas para las pruebas de validacion usando los iniciadores Rhab-R /Rhab-F; --: No evaluado.

Figura 1. Alteraciones morfologicas observadas en plantas de Carica papaya con la enfermedad de “peciolo rayado” en Costa Rica.
A) Una planta sintomaética (flecha) con los peciolos curvos hacia abajo, reduccion del nimero de hojas en el meristemo
apical, y cese del cuajado de frutos. Adyacente (levemente atras a la derecha) dos plantas sanas mostrando abundante
desarrollo de frutos y la tipica arquitectura foliar; B) Vista detallada de la seccion apical de una planta sintomatica que
muestra reduccion foliar en el meristemo, curvatura de peciolos, y escaso cuajado de frutos, al fondo (izquierda) una planta
sana con produccion normal de frutos; C) Vista detallada de la seccion superior de una planta sana; D) Peciolos de una
planta enferma con estrias de color purpura; E) Comparacion entre peciolos de plantas sintomaticas (arriba) y sanas (abajo).

Las particulas virales en las plantas sintomaticas de papaya fueron observadas
mediante el MET. Numerosas particulas con forma de bala fueron vistas dentro de los
nucleos distendidos (Figuras 2A y 2C), “gemando” a través del espacio perinuclear (Figura
2B), y dentro de vesiculas dispersas en el citoplasma celular, pero solamente en los tejidos
de plantas enfermas. El promedio del didmetro y largo de las particulas virales (#»=100) fue
de 70 nm y 260 nm, respectivamente. Ninguna inclusion de tipo viral o particulas de otros

virus fueron detectadas en las muestras.
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En los analisis RT-PCR preliminares a ocho muestras sintomaticas para determinar
la presencia de rhabdovirus de plantas o de dichorhavirus se obtuvo amplicones del tamafio
esperado (900 pb) solo con el par de iniciadores para rhabdovirus de plantas (Rhab-R/Rhab-
F); ninguna amplificacion fue observada en plantas sanas. Subsecuentemente, un grupo
adicional de muestras de 24 plantas sintomaticas consistentemente produjeron el amplicon
de 900 pb correspondiente al rhabdovirus, mientras que ninguna amplificacion fue
detectada en muestras de papaya sana (control negativo). Por tanto, un rhabdovirus de
plantas fue asociado con las plantas sintomaticas: inicialmente en un grupo de ocho
muestras, luego en un grupo de 24 muestras, y finalmente en 95 % (150/158) de las
muestras de papaya sintomaticas recolectadas en este estudio (2015-2016). En contraste,
solamente el 1.4 % (1/69) de las muestras asintomaticas evaluadas fueron positivas (Cuadro
2).

Las secuencias de nucledtidos (Sanger) de 12 de los amplicones con mayor densidad
obtenidos, confirmaron la asociaciéon con un virus de plantas relacionado con los
alphanucleorhabdovirus y disponible en GenBank. Los resultados de BLASTn para estas
secuencias indicaron una similitud del 95.6 y 96.8 % con el papaya alphanucleorhabdovirus
1 (PNRV-1), GenBank Acc. Nos. MN203193 y MN203194, respectivamente. El analisis
filogenético realizado a la raza costarricense relacionada al PNRV-1, mostré que ambos
virus se agruparon en el cluster principal que contiene a todos los nucleorhabdovirus
incluidos, y dentro del clado de los alphanucleorhabdovirus (Figura 3).

Sintomas similares a los reportados en Costa Rica, fueron descritos hace 45 afios, en
plantaciones de papaya en otros paises en la cuenca del Caribe. Lastra y Quintero (1981)
informaron de la necrosis apical de la papaya en Venezuela (estado de Zulia), inicialmente
las plantas presentaban un arrugamiento foliar general, seguido por clorosis de hojas
jovenes, marchitez de las hojas ya desarrolladas, defoliacion, y necrosis, llevando a la
muerte de la planta. Wan y Conover (1981) también describieron la enfermedad del
decaimiento necrosante de la papaya en Florida - EE. UU. (condados: Dade, Monroe y
Sarasota), y detallaron la lista de sintomas asociados, como la re-curvatura o arqueo de los
peciolos hacia abajo, clorosis del follaje nuevo, peciolos mas cortos y rigidos (con algo de
corrugacion) con estrias grises, entrenudos cortos (generando una corona redondeada con
apariencia racemosa), con inflorescencias estaminadas cortas y rigidas, aborto de flores
pistiladas, cese del cuajado de frutos, sin aborto de frutos. Presencia de latex cuando se
cortan los frutos o las plantas. En la fase final de la enfermedad se presenta abscision de las
hojas, necrosis marginal de las hojas nuevas y necrosis descendente del tallo. Ademas de
estos reportes, sintomas de necrosis apical de la papaya se reportaron en Cuba, en las
provincias de La Habana, Holguin y Villa Clara (Mejias ef al., 1987; Hernandez-Pérez et
al., 1988), y México (estados de Oaxaca, Veracruz y Tabasco) (Becerra et al., 1999).
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Figura 2. Nucleo de una célula de parénquima de una planta sintomatica de Carica papaya con la enfermedad de

“peciolo rayado” observada con el microscopio electronico de transmision. A) Particulas con forma de bala
dentro de vesiculas membranosas en el niicleo celular; B) Detalle de las particulas vistas en el espacio
perinuclear; C). Detalle de las particulas virales dentro de las vesiculas membranosas dispersas en el niicleo.
C= citoplasma, M= mitocondria, N=niicleo, Nu=nucleolo, inm= membrana nuclear interna, mv= vesiculas
membranosas llenas de particulas virales, onm= membrana nuclear externa, vp= particulas virales.

A pesar de que los virus PRSV y PapMV son dos fitopatogenos frecuentes que
infectan al cultivo de la papaya en muchos paises, ni ellos u otros virus evaluados por
ELISA fueron detectados en las muestras recolectadas en las areas de produccion de las
regiones en el norte y la zona atlantica de Costa Rica. En este pais, la raza PRSV-W se ha
informado infectando cucurbitaceas (Rivera et al., 1993) y otras plantas hospederas
(Sanchez ef al., 1998), pero no la raza PRSV-P. Asimismo, PapMV no se ha detectado en
el pais. Tanto el CMV, TSWV vy algunos potyvirus se han encontrado en diferentes
hospederos vegetales, pero no en papaya (Garita et al., datos sin publicar).
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Alphanucleorhabdovirus

100,PX637683 Papaya M2.21C
82)1PX637684 Papaya M2.1
100} px637685 Papaya M5.21A
100 | 'PX637686 Papaya M1.1
MN203194.1 Papaya nucleorhabdovirus 1
MN203193.1 Papaya nucleorhabdovirus 1
PX051448.1 Vigna alphanucleorhabdovirus 1

100

NC_077193.1 Artemisia capillaris nucleorhabovirus 1
BKO070479.1 Lolium alphanucleorhabdovirus 1
62 NC 055484.1 Wheat yellow striate alphanucleorhabdovirus
I 100 100; NC 003746.1 Rice yellow stunt alphanucleorhabdovirus
AB516283.1 Rice yellow stunt alphanucleorhabdovirus
99 NC 076448.1 Peach alphanucleorhabdovirus 1
47 FR751552.4 Eggplant mottled dwarf alphanucleorhabdovirus
94 0Q256237.1 Babaco alphanucleorhabdovirus 1
95 NC 016136.1 Potato yellow dwarf alphanucleorhabdovirus
1 AY674964.1 Taro vein chlorosis alphanucleorhabdovirus
410()&0186554.1 Maize Iranian mosaic alphanucleorhabdovirus
36 AY618418.1 Maize mosaic alphanucleorhabdovirus
AY618417.1 Maize fine streak gammanucleorhabdovirus
99 5: — NC 009609.1 Orchid fleck dichorhavirus
100 _|: KF812526.1 C?offee rlngs.pot'dlchorha.wrus
85 KY751405.1 Citrus leprosis dichorhavirus N
ﬂ| JX843415.1 Datura yellow vein betanucleorhabdovirus
KM823531.1 Datura yellow vein betanucleorhabdovirus
100 MT185675.1 Sowthistle yellow vein betanucleorhabdovirus
» GEE MT613317.1 Sonchus yellow net betanucleorhabdovirus
76 MN273311.1 Cardamom vein clearing betanucleorhabdovirus
7 JQ715419.1 Maize yellow striate betacytorhabdovirus
ﬂ‘_E FJ665628.1 Barley yellow striate mosaic betacytorhabdovirus
s AB030277.1 Northern cereal mosaic betacytorhabdovirus
100 [ NC 055504.1 Papaya betacytorhabdovirus E
97 MK202584.1 Bean-associated cytorhabdovirus

99

— 4

0.50

0.396

NC 018381.2 Persimmon alphacytorhabdovirus A

ﬂlj AJB67584.2 Lettuce necrotic yellows alphacytorhabdovirus

NC 011532.1 Lettuce yellow mottle alphacytorhabdovirus

67 _|: AY331386.1 Strawberry crinkle alphacytorhabdovirus
97

HQ380230.1 Alfalfa dwarf alphacytorhabdovirus

———————— KC602379.1 Farmington virus

Figura 3. Arbol filogenético construido con las secuencias parciales (900 nt) de la ARN polimerasa dependiente
del ARN viral (gen L) de un alphanucleorhabdovirus tentativo obtenido de Carica papaya en Costa
Rica (GB Acc. No. PX637683 a PX637686) junto con 31 diferentes rhabdovirus de diferentes plantas
(34 secuencias) y el virus Farmington (GB Acc. No. KC602379) como grupo externo, todas ellas
recuperadas del GenBank. Estas se alinearon con el algoritmo ClustalW utilizando BioEdit v.7.7.1, y
la filogenia se infiri6 mediante el método de Maxima Verosimilitud en Mega 12 (modelo “General de
Tiempo Reversible” (GTR) con una distribucion gamma de tasas de sustitucion con sitios invariantes)
y un “Bootstrap” de 1000 réplicas.

Las particulas con forma de bala observadas en las muestras de papaya de Costa
Rica, y su localizacion dentro del nticleo celular (Figura 2) semejan los rhabdovirus con

forma de bala que infectan plantas (Jackson et al., 2005). Los nucleos hipertroficos

conteniendo particulas en forma de balas fueron semejantes a los informados previamente,
en muestras de papaya sintomatica, de Venezuela (Lastra y Quintero, 1981), Florida - EE.
UU. (Wan y Conover, 1981), Cuba (Megjias et al., 1987) y México (Becerra et al., 1999).
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Los rhabdovirus de plantas (familia Rhabdoviridae) tienen genomas ARN simple
banda de sentido negativo, infectan una amplia variedad de hospederos, tanto especies de
mono- como de dicotiledoneas, y causan importantes enfermedades en los cultivos.
Tradicionalmente, estos rhabdovirus de plantas se clasificaron como cytorhabdovirus y
nucleorhabdovirus, basado en la organizacion del genoma, la filogenia, y el sitio de
replicacion intracelular. El género Nucleorhabdovirus recientemente fue dividido en los
géneros: Alphanucleorhabdovirus, Betanucleorhabdovirus, Gammanucleorhabdovirus, y
Deltanucleorhabdovirus (Simmonds et al., 2024; Walker et al., 2022; Dietzgen et al.,
2020). La tecnologia de secuenciacion masiva de alto rendimiento (High-throughput
sequencing, HTS), también conocida como secuenciacion de nueva generacion (NGS), ha
permitido aumentar el nimero de virus de plantas de estos cuatro nuevos géneros, asi como
el ambito de sus plantas hospedantes (Bejerman et al., 2021; 2025).

Las asociaciones entre enfermedades de papaya y particulas semejantes a las de
rhabdovirus fueron informadas décadas antes de que las herramientas moleculares
estuvieran disponibles. Recientemente, mediante la HTS se ha logrado la caracterizacion
gendémica de rhabdovirus infectando papaya, lo que permitird una ubicacion taxondémica
mas clara y la realizacion de estudios epidemiologicos. En plantaciones comerciales de
papaya en Ecuador, un cytorhabdovirus prevalente fue caracterizado y nombrado papaya
virus E (PpVE) por Medina-Salguero et al. (2019), y luego designado Cytorhabdovirus
papayae (Bejerman and Dietzgen 2019).

Asimismo, el papaya nucleorhabdovirus 1 (PNRV-1) es un alphanucleorhabdovirus
tentativo encontrado mediante analisis con metagendmica de muestras de papaya de
Chiapas, México (GenBank Acc. No. MN203193- MN203195). Este rhabdovirus fue
detectado en infecciones mixtas con otros virus, tanto en plantas con sintomas de PRSV y
asintomaticas (Alcala-Brisefio et al., 2020). Otro presunto nucleorhabdovirus (babaco
nucleorhabdovirus-1, BabRV-1, GenBank Acc. No. 0Q256237) ha sido detectado
recientemente infectando babaco (Vasconcellea x heilbornii) mediante metagendmica en
Ecuador (Reyes-Proafio et al., 2023), pero éste no parece estar relacionado a los
encontrados en México y Costa Rica, la comparacion del PNRV-1 y el BabRV-1 no
muestra una similitud significativa, de acuerdo al algoritmo BLAST. De acuerdo con los
criterios de demarcacion para Alphanucleorhabdovirus establecidos por el Comité
International para la Taxonomia de Virus (ICTV), que considera identidad del genoma
completo (umbral <75 %) y diferencias en el nicho ecoldgico, incluyendo hospederos y
vectores, la alta similitud de nucleotidica (95.6-96.8 %) con el PNRV-1 del segmento
parcial del gen L obtenido, ademas del hospedero que comparten (C. papaya), sugiere que
éstos podrian corresponder al mismo virus. Sin embargo, la obtencion de la secuencia
genoémica completa del segmento L o, idealmente, el genoma completo del aislamiento
costarricense es necesario para confirmar definitivamente su identidad.

El analisis realizado con la raza de Costa Rica mostrd que la raza mexicana (PNRV-
1) y la costarricense estan relacionadas y agrupan en el cluster principal conteniendo los
alphanucleorhabdovirus (Figura 3). Desafortunadamente, las secuencias de los
nucleorhabdovirus tentativos, previamente detectados por MET en papaya en Venezuela,
Florida (EE. UU.), México o Cuba no estan disponibles en el GenBank para poder
compararlos. Sin embargo, los sintomas descritos en esos reportes y la asociacion de
particulas semejantes a rhabdovirus (forma de bala), sugiere que esos informes y el
nucleorhabdovirus acd reportado para Costa Rica podrian corresponder a un antiguo
fitopatogeno de papaya en esta region geografica. La secuenciacion de muestras de los
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diferentes paises donde se reportaron estos sintomas contribuiria a realizar un analisis
apropiado.

Este informe y los realizados previamente en la region, justifican la ejecucion de
estudios adicionales. Es imperativo completar los postulados de Koch para determinar la
relacion de los alphanucleorhabdovirus tentativos detectados en papaya con la
sintomatologia observada. Ademas, el estudio de asociaciones con otros virus que infectan
este cultivo, la identificacion de hospedantes alternas y la deteccion de posibles insectos
vectores, ayudaran a entender los aspectos relacionados con la ecologia y la epidemiologia
de esta enfermedad, permitiendo el disefo de estrategias de manejo adecuadas, en beneficio
de los productores de papaya.

CONCLUSIONES

Los resultados, obtenidos mediante el MET, mostraron que C. papaya afectada por
la enfermedad del “peciolo rayado” presenta particulas semejantes a las de los
nucleorhabdovirus, y de acuerdo con las secuencias nucleotidicas obtenidas, el virus
indicado estd muy relacionado al papaya nucleorhabdovirus 1 (PNRV-1), un presunto
alphanucleorhabdovirus encontrado empleando NGS por Alcala-Brisefio et al. (2020).
Nuestra especulacion, como mencionamos previamente, es que este virus puede estar
relacionado a las detecciones mediante MET en papaya de Venezuela y Florida (EE. UU.)
a principios de la década de 1980, y posteriormente en Cuba y México. Sin embargo, se
necesita secuenciar plantas sintomaticas de papaya de los paises de la cuenca del Caribe,
para obtener la evidencia que soporte esta propuesta.

Hasta donde tenemos conocimiento, éste es el primer informe de un
alphanucleorhabdovirus infectando papaya en Costa Rica. El virus se encontr6 asociado a
una enfermedad viral emergente con efectos negativos para el cultivo; sin embargo, se
requieren estudios adicionales para determinar el papel del virus en la etiologia de la
enfermedad y las especies de vectores asociadas.

Limitaciones. Las restricciones presupuestarias y el desconocimiento de la identidad del
insecto vector (el cual se hipotetiza que es un cicadélido) representaron limitaciones para
completar los postulados de Koch. Ademas, los rhabdovirus de plantas son dificiles de
transmitir mecanicamente, requiriendo técnicas como la inoculacion mediante puncion
vascular, la cual demanda pericia técnica y herramientas especializadas (Redinbaugh et al.,
2001). Asimismo, es necesario: i) evaluar un numero mayor de muestras para los diferentes
virus recientemente asociados con enfermedades de la papaya en Latinoamérica para
obtener un panorama completo del estatus en Costa Rica, ii) buscar plantas hospederas
alternas, e iij) identificar el(los) vector(es). Esta informacion es necesaria para proponer las
recomendaciones de manejo y estrategias para ayudar a los productores de papaya. Por
tanto, aun se requiere de investigaciones adicionales para responder varias preguntas
relacionadas al tema.

Por otro lado, es esencial obtener el genoma completo o secuencias mas largas del
alphanucleorhabdovirus consistentemente detectado en muestras de papaya sintomaticas
de Costa Rica, ya sea mediante tecnologia HTS u otro, para lograr una comparacion
apropiada con el papaya nucleorhabdovirus 1 reportado en México (Alcald-Brisefio ef al.,
2020).
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