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LA MANCHA PURPURA DE LA ZANAHORIA
EN ZACATECAS; UNA NUEVA ENFERMEDAD

Rodolfo Velasquez-Valle !
Luis Roberto Reveles-Torres?

INTRODUCCION

La zanahoria (Daucus carota L.) es una de los cultivos
horticolas emergentes de mayor importancia en el estado
de Zacatecas, México. Las principales areas productoras
se localizan en el centro (Villa de Cos) y sur del estado
(Loreto). El ciclo de cultivo de esta hortaliza inicia en
febrero y la cosecha se generaliza hacia julio. Se utilizan
variedades para consumo en fresco como las
denominadas Conserto, Musico, Nantes y Esperanza que
en general completan su ciclo en 120 a 170 dias. Se han
alcanzado rendimientos de hasta 90 a 100 toneladas por
hectérea. Las plantas de zanahoria en Zacatecas se ven
afectadas por la presencia de algunos patdogenos como la
cenicilla polvorienta (Erysiphe spp.) en el follaje y la
pudricion blanca de la raiz causada por el hongo Sclerotinia

sclerotiorum y la deformacion de raices provocada por

! Investigadores de los programas de Sanidad Forestal y Vegetal, y de
Recursos Genéticos y del Campo Experimental Zacatecas.



nematodos pertenecientes al género Meloidogyne spp. Un
nuevo grupo de sintomas ha sido observado con mayor
frecuencia en parcelas comerciales de zanahoria en Villa
de Cos y Loreto, por lo que el objetivo del presente trabajo
consiste en dar a conocer la sintomatologia, agente causal
y posibles medidas de manejo de esta nueva patologia que

dana las plantas de zanahoria en Zacatecas.

AGENTE CAUSAL

La enfermedad de la hoja de purpura de la zanahoria se
inform6 por primera vez en 2006 en el estado de
Washington y se asocid con Spiroplasma citri. La
enfermedad también se reportd en California en 2008 (Lee
et al., 2006; Mello et al., 2009).

En junio de 2015 se colectaron plantas de zanahoria con
manchas purpuras, en una parcela comercial en la
localidad de Chaparrosa perteneciente al municipio de Villa
de Cos, Zacatecas. Los estudios de biologia molecular
realizados en 2015 revelaron la presencia de un organismo

llamado Spiroplasma citri (Swisher et al., 2016).



Sintomas en citricos, como moteados, hojas pequefias,
frutas de forma anormal, retraso en el crecimiento de los
arbolesy produccion reducida de frutas, fueron observadas
por primera vez en California en 1915, atribuyendolos
errbneamente, a una infeccion de origen viral (Fawcett,
1946), aunque posiblemente fueran causados por la

infeccion por S. citri.

Resultados de la observacion por microscopia electronica
no tridimensional (Igwegbe y Calavan, 1970) revelaron la
estructura del agente patégeno, que presenta la forma de
un micoplasma (no helicoidal). Dos grupos de
investigadores (Saglio et al., 1971, Fudl-Allah y Calavan
1974) informaron el aislamiento in vitro del cultivo del

presunto micoplasma.

En 1972 se publicé el descubrimiento de una nueva forma
de patégeno, la de bacterias méviles sin pared celular con
forma helicoidales, por lo que se establecio el nombre de
Spiroplasma (Davis y Worley 1973), describiéndose una
nueva especie, Spiroplasma citri (Saglio et al., 1973, Fudl-
Allah y Calavan 1974).



Los Spiroplasmas son bacterias helicoidales de 3 a 15 um
de longitud y de 200 a 250 nm de ancho (Figura 1);
filogenéticamente relacionadas a las bacterias Gram
positivas, que viven en el floema de las plantas y son los
Unicos patégenos de la Clase Mollicutes, capaces de
moverse por si mismas; a diferencia de otros Mollicutes, S.
citri ha sido cultivado in vitro. El tamafio del genoma varia
entre 780y 2220 kbp y posee un alto contenido de adenina
— timina (hasta 75%) (Bové et al., 2003; Renaudin, 2006;
Nejat et al., 2011hb).




Figura 1. Células de Spiroplasma citri creciendo en el floema de una
planta de teresita (Cataranthus roseus). Fotografia tomada de
“Spiroplasmas: evolution, adaptation and diversity” (Gasparich, 2002).

Los Spiroplasmas tienen un complejo ciclo de vida que
implica la multiplicacion en un insecto vector y en la planta
huésped, lo cual indica que estos patdgenos tienen la
capacidad de adaptarse a dos anfitriones muy diferentes.

Este fitopatdgeno en tejido vegetal esta restringido al
floema conservando una de las caracteristicas de los
Mollicutes fitopatogénicos. Los spiroplasmas son los
unicos Mollicutes que muestran movilidad por contraccion
fibrilar de componentes del citoesqueleto unidos a la

delgada membrana plasmatica (Bové et al., 2003).

Crecen como filamentos helicoidales maoviles en liquido,
pero como filamentos inmdviles y no helicoidales, o como
cuerpos redondos en cultivos de agar; es decir, que la
helicoidad y la motilidad se pierden en los cultivos sélidos,
y por la adicibn de una variedad de fijadores y otras
soluciones, y no hay organulos responsables de la
motilidad (Charron et al., 1982).



La espiralina es la proteina mas abundante en los
Spiroplasmas, y ésta juega un papel muy importante en la
interaccion de este patdgeno con los tejidos del vector y los
de las plantas hospederas. Se ha demostrado que esta
proteina no es requerida para despertar los mecanismos
de patogenicidad, pero es necesaria para la transmision
eficiente de S. citri por su insecto vector (Duret et al., 2003;
Boutareaud et al., 2004), ya que una vez dentro de este,
con esta proteina el patdégeno se puede adherir a las
células epiteliales de las glandulas salivales, y asi
garantizar transmision de S. citri hacia los tubos cribosos

del floema vegetal (Killiny et al., 2005).

Spiroplasma citri infecta de forma natural a las plantas
pertenecientes a varias familias de dicotiledéneas en el
suroeste de los Estados Unidos, donde se encuentra
comunmente en maleza y plantas de cultivos de Brasicas
de Europa, asi como en citricos. Se transmite de una planta
a otra de forma propagativa persistente (es decir se
propaga dentro del insecto por un periodo largo de tiempo)

por insectos del orden Hemiptera que se alimentan del
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floema de las plantas, siendo Circulifer tenellus (Baker) el
mas importante (Oldfield et al., 1984).

Raramente se encuentra en Scaphytopius nitridus
(DeLong), una de las dos especies de Scaphytopius
capaces de infectarse a partir de plantas en el laboratorio.
Se han aislado Spiroplasmas presuntamente de S. citri a
partir de Ollarianus strictus (Ball), una chicharrita que,
como varios otras de California EU, pueden adquirir S. citri
de plantas bajo condiciones de laboratorio, pero
aparentemente no pueden transmitirla (Bové et al., 1987).
Por otra parte, al menos en California, varias plantas
presentan infecciones mixtas con S. citri y el fitoplasma del
amarillo del aster, el cual es un agente transmitido por C.
tenellus que causa la virescencia floral. En el suroeste de
Estados Unidos, S. citri se ha encontrado durante todo el
afo en plantas perennes y anuales asi como en C. tenellus.
Su aislamiento de C. tenellus y de plantas de nabo
cultivadas en Washington, de C. tenellus en Utah, y de
citricos y otras plantas en Arizona, indica una amplia
distribucion geogréfica en el oeste de los Estados Unidos
(Oldfield et al., 1984).



INCIDENCIA DE SPIROPLASMAS EN CULTIVOS
AGRICOLAS

El Spiroplasma mas estudiado y el que ha sido el primero
en cultivarse in vitro es Spiroplasma citri, el agente causal
de la enfermedad obstinada de los citricos. Junto con los
virus y fitoplasmas, son de los principales patégenos de los
tubos cribosos del floema de las plantas. En la provincia
irani de Fars, los cultivos de S. citri se obtuvieron de
arboles de citricos afectados, de cultivos de ajonjoli y de
cartamo con la sintomatologia tipica, y de la chicharrita
vector Circulifer haematoceps Mulsant & Rey. (Khanchezar
et al., 2014). Sin embargo, los Spiroplasmas también han
sido detectados en otros érdenes de insectos que van
desde avispas (orden Himenoptera), mayates de junio
(orden Coleoptera) hasta moscas de la fruta y mosquitos
(orden Diptera) (Gasparich, 2010).

La presencia del Spiroplasma ha sido reportada en
Estados Unidos de América (estados de Washington en el



2006 y California en el 2008) y Espafa (Lee et al., 2006;
Mello et al., 2009; Alfaro-Fernandez et al., 2015).

Por otro lado, Zarei et al. (2017) confirmaron que plantas
de sesamo (Sesamum indicum L.) pueden servir de
reservorios de S. citri. Mientras que Mello et al. (2009)
confirmaron que la zanahoria es un hospedero de S. citri.
Se ha sugerido (Mello et al., 2008) que las cepas de este
patdgeno detectadas en zanahoria y rabano (Raphanus
raphanistrum subsp. sativus) son diferentes a las
encontradas en citricos. Aunque la zanahoria no es un
hospedero preferido de C. tenellus, es probable que las
chicharritas inoculantes se alimenten de las plantas de

zanahoria durante la migracién estacional.

Sin embargo, es necesario mencionar que las infecciones
en plantas de zanahoria por S. citri pueden ocurrir al mismo
tiempo que las de otros patdgenos; en el estado de
Washington, se han detectado co-infecciones de S. citri y
los fitoplasmas que provocan el amarillamiento del aster y

de la proliferacion del trébol (Lee et al., 2006).



SINTOMATOLOGIA

Los sintomas observados en plantas de zanahoria en
Zacatecas incluyen amarillamiento intenso de una o varias
hojas que eventualmente toman una coloracion rojiza o
purpura (Figuras 2 y 3); estos sintomas pueden ocurrir en
plantas aisladas o en pequefios grupos al azar dentro de

las parcelas comerciales.

Figura 2. Planta de zanahoria mostrando hojas amarillas, sintoma
foliar inicial de la enfermedad conocida como hoja purpura de la
zanahoria.
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Figura 3. Planta de zanahoria mostrando hojas rojas o purpuras,
sintoma foliar avanzado de la enfermedad conocida como hoja

purpura de la zanahoria.
Al extraer del suelo las plantas con follaje rojo o morado se

puede observar la proliferacion excesiva de raices
secundarias sobre el bulbo dandole una apariencia
“barbuda” (Figura 4). Otro sintoma de esta infeccion
observado en Zacatecas en la parte subterranea de las
plantas de zanahoria es la formacion de mdultiples raices
fiborosas (Figura 5). La sintomatologia observada en
Zacatecas corresponde en su mayor parte con la
mencionada por Cebrian et al. (2010) en plantas de
zanahoria en Espafia infectadas con S. citri.
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Figura 4. Bulbos de plantas de zanahoria mostrando una excesiva
produccion de raices secundarias en plantas con sintomas foliares de
hoja purpura.

Figura 5. Formacién de raices mdultiples asociada con la infeccién por
S. citri.
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PREVALENCIA ENTRE Spiroplasma citri Y MLOs

Spiroplasma citri se puede cultivar a partir de plantas de
bigaro de Madagascar también conocida como violeta
blanca o vinca de Madagascar (Catharanthus roseus L.)
infectadas de forma natural en campo. Sin embargo,
siempre que se infectan de esta forma, las plantas del
bigaro muestran sintomas tipicos de un organismo similar
a micoplasma (MLO) tales como virescencia de flores.
Estas plantas estan indudablemente coinfectadas tanto
con S. citri como con un MLO, como el caso de un
fitoplasma, siendo este Ultimo responsable de los

sintomas.

Para verificar esta hipétesis Saillard et al. (1984) llevaron a
cabo los siguientes experimentos. Los bigaros se
infectaron tanto con S. citri, como con uno de tres
diferentes MLO por medio de injertos. Los tres MLO fueron
los que provocan filodia, enanismo de la flor y virescencia.
Los bigaros infectados individualmente con S. citri
mostraron marchitamiento letal seis semanas después de

la inoculacion. Las plantas inoculadas primero con S. citri y
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cuatro semanas mas tarde con un MLO, desarrollaron
marchitez doce semanas después de la inoculacién con S.
citri. Las plantas inoculadas primero con MLO y después
con S. citri no desarrollaron el marchitamiento. La
presencia de S. citri en estas plantas se demostré mediante
prueba de ELISA y por cultivo del espiroplasma. Se
obtuvieron resultados similares cuando se inocul6 al mismo
tiempo S. citriy el MLO.

Los resultados indican que en infecciones mixtas de S. citri
y otro MLO, los sintomas que prevalecen son los causados
por el MLO y no por S. citri; fendbmeno que resulta
importante al momento de encontrarse con un cultivo dado,
con una sintomatologia implicita de espiroplasmas, ya que
evidencia la presencia Unica de estos Ultimos, y por ende,

establecer los mecanismos de manejo de la enfermedad.

VECTOR

Las primeras investigaciones sobre los vectores
responsables de transmitir S. citri, recayeron sobre
chicharritas, asi que entre muchas colectadas e

identificadas en Marruecos, Turquia, Siria y Francia, solo
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la especie C. haematoceps fue encontrada infectada con
Spiroplasma citri (Fos et al., 1986).

Después de estos descubrimientos, se inicio la crianza de
esta chicharrita y se demostré que era capaz de adquirir S.
citri a partir de bigaros infectados, de multiplicar los
patdégenos en su cuerpo y de transmitirlos a plantas sanas.
Esta chicharrita también puede infectarse después de la
inyeccion de S. citri. en el hemocele del insecto. Las
chicharritas asi inoculadas pueden transmitir el
espiroplasma de forma muy eficaz a plantas sanas. Este
trabajo efectuado por Fos et al. (1986) y es el primer
informe de la transmision de S. citri por C. haematoceps
tanto después de la adquisicion en una planta enferma y

después de la inoculacién por inyeccion directa.

Trabajos de esta indole dieron lugar a la postre a la
aplicaciéon de diversas practicas experimentales para
utilizar a C. haematoceps como un modelo biologico para

tales fines.
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La chicharrita del betabel Circulifer tenellus Baker (Figura
6) como vector responsable de la diseminacién de este
patdgeno, posee un aparato bucal tipo chupador que, al
alimentarse directamente de los vasos del floema,
adquiere al espiroplasma. La ruta circulatoria de S. citri a
través de su vector esta bien establecida (Figura 7): los
espiroplasmas atraviesan la pared intestinal del insecto, se
mueven hacia la hemolinfa donde se multiplican, circulan e
invaden la mayor parte de los o6rganos del insecto
incluyendo las glandulas salivales y se liberan
principalmente en los conductos de estas glandulas que
conduce al canal salivar del estilete (Breton et al., 2010,
Dubrana, 2016).

16



Figura 6. Adulto de C. tenellus, vector de S. citri en el cultivo de
zanahoria en Zacatecas, México.

Luego se introducen en el floema vegetal junto con las
secreciones salivales durante la alimentacion (Kwon et al.,
1999). En la planta huésped, S. citri se multiplica en los
elementos del tamiz del floema y desencadena sintomas

SEeveros.
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a) Adquisicién por alimentacion

Hemolinfa

- S

T (S Bvea
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d) infeccion sistémica de la planta b) Invasion sistémica del insecto

Periodo de latencia ~10d

Figura 7. Mecanismo de transmision de fitoplasmas por Circulifer
tenellus Baker. a) Adquisicidn por alimentacion, b) Invasion sistémica
del insecto, c) inoculacion por alimentacion, d) infeccién sistémica de
la planta.

Como se ha mencionado anteriormente, en el bigaro de
Madagascar, S. citriinduce caida de hojas, marchitamiento
y retraso del crecimiento (Calavan y Bové, 1989). Los
mecanismos moleculares subyacentes a la interaccion
entre S. citri y su planta huésped siguen siendo en gran

parte desconocidos. No obstante, se ha demostrado una
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perfecta correlacion entre la capacidad de S. citri para
utilizar la fructosa y su capacidad para inducir sintomas en

la planta huésped (Gaurivaud et al., 2000).

ENSAYOS DE TRANSMISION

En trabajos realizados por Mello et al. (2009), fueron
capturados adultos de C. tenellus los cuales recibieron un
periodo de acceso de adquisicion de 24 horas con una
dieta que contenia S. citri derivado de la parte vegetativa
de un cultivo de zanahoria infectado. Después de 30 dias,
los insectos se transfirieron a plantulas de zanahoria sanas
(cinco por planta). Los controles negativos fueron plantas
de zanahoria y del bigaro de Madagascar expuestas a
insectos alimentados solo con dieta y los controles
positivos fueron plantas de bigaro expuestas a insectos
alimentados con dieta suplementada con espiroplasma.
Las hojas purpuras de zanahoria y pequefias hojas de
bigaro cloroticas fueron evidentes entre los diez y 45 dias
después de la exposicion. Los espiroplasmas se re aislaron
sb6lo a partir de plantas sintomaticas, y la reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR) confirmé su identidad como
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S. citri. No se presentaron sintomas y no se obtuvieron
amplificaciones de PCR especificas de espiroplasma en
cultivos de espiroplasma a partir de plantas expuestas a
insectos alimentados solo con dieta. El aislamiento de S.
citri derivado de zanahoria se transmiti6 a las plantas
expuestas de zanahoria y de bigaro de Madagascar
(Catharanthus roseus) con porcentajes de infeccion del 15
y 50% respectivamente. Los insectos expuestos a los
aislamientos de S. citri procedentes de zanahoria o citricos
transmitieron el patdgeno tanto a su huésped de origen
como al otro huésped de la planta (zanahoria o citricos), no
mostrando especificidad. Aunque la zanahoria no es un
hospedero preferido de C. tenellus, es probable que estas
chicharritas vectores se alimenten de la zanahoria durante

la migracion estacional.

EPIDEMIOLOGIA

Mas del 36% de los especimenes de C. tenellus
capturados en Zacatecas resulto estar infectado con S. citri
(Swisher et al., 2016). Es importante recordar que esta
chicharrita es capaz de pasar el invierno en areas de

20



Zacatecas y Aguascalientes (Velasquez-Valle et al., 2017)
por lo que es posible su presencia desde el inicio del ciclo

de cultivo de la zanahoria en Zacatecas.

Spiroplasma citri ha sido encontrada en areas semiaridas
y desiertos; bajo la temperatura de esos lugares las plantas
herbaceas infectadas con la bacteria mueren en pocos
meses (Calavan y Bové, 1989).

El rango de especies infectadas por S. citri involucra un
namero importante de especies del género Citrus como
naranjo, mandarina y limén persa, entre otros a nivel
mundial (Nejat et al. 2011b); el primer informe de éste
patdgeno infectando plantas de zanahoria ocurri6 en
Espafia en 2010 (Cebrian et al., 2010); en Israel se
confirmé su presencia en plantas de zanahoria aunque
alrededor del 20% de las plantas infectadas con S. citri
estaban co-infectadas por un fitoplasma (Gera et al., 2011);
posteriormente, en 2015 la infeccion por S. citri de plantas
de apio (Apium graveolens L.) que expresaban sintomas
como enanismo y hojas de color amarillo y rojo fue

reportada en Espafa (Alfaro-Fernandez et al., 2015).
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También en el sudeste asiatico se ha logrado aislarlo del
bigaro de Madagascar que mostraba sintomas como un
rapido declinamiento en el nimero y tamano de las flores;
absicion prematura de yemas y flores, clorosis de puntas y
margenes de hojas, clorosis general, enanismo y muerte
(Nejat et al., 2011a).

MANEJO DE LA ENFERMEDAD

La produccion de zanahoria en el estado norteamericano
de Wisconsin es afectada por un fitoplasma transmitido por
una chicharrita (Macrosteles quadrilineatus Forbes); la
columna vertebral del manejo de la enfermedad es el
control mediante insecticidas de la chicharrita empleando
insecticidas piretroides desde junio hasta agosto (Rogers
et al.,, 2011); sin embargo un programa de aspersiones
como ese debe ser validado “ANTES” de utilizarse en
Zacatecas; actualmente la programacion de aspersiones
de insecticidas contra esa chicharrita se fundamente en el

conocimiento de la resistencia del cultivar de zanahoria
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empleado junto con el porcentaje de chicharritas infectivas

capturadas (Rogers et al., 2011).

Existen cultivares de zanahoria que han mostrado
diferentes niveles de resistencia a la infeccion por
fitoplasmas en Wisconsin, EUA (Rogers et al., 2011) por lo
gque es probable que en un plazo razonable puedan

identificarse cultivares de zanahoria tolerantes a S. citri.

Otras préacticas destinadas a reducir las poblaciones de C.
tenellus en chile (Velasquez et al.,, 2011) pueden ser

efectivas también en el cultivo de zanahoria:

e Evite la maleza dentro y alrededor de la parcela de
zanahoria.

e Utilice una banda plastica de color amarillo cubierta
de pegamento para insectos a fin de atraer y retener
los adultos de C. tenellus y asi impedir que alcancen
las plantas de zanahoria.

¢ Esimportante eliminar las plantas enfermas (plantas

con el follaje amarillo o rojo) conforme vayan
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apareciendo en la parcela; estas plantas deben ser

guemadas o enterradas fuera de la parcela.
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