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Amarilleos y enrojecimientos en zanahoria:

Una enfermedad a diagnostico

I. FONT, P. ABAD, M. ALBINANA, A. 1. ESPINO, E. L. DaLLy, R. E. Davis y C. JorDA

En el cultivo de la zanahoria (Daucus carota L.) se viene observando, en diferen-
tes regiones de Espaiia, sintomas que cursan como amarilleamientos y enrojecimientos
en hojas, proliferacion de hojas y raicillas, asi como deformacion de raices, reduccion
del tamafio y envejecimiento prematuro de las mismas. En las Islas Canarias se encon-
traba el drea de produccién mas afectada, estando las plantas de zanahoria en campo
infestadas por Cavariella aegopodii Scop. (Homoptera: Aphididae) y Bactericera tri-
gonica Hodk. (Homoptera: Triozidae). Se realizaron inoculaciones mecanicas y ensa-
yos de transmision a través del afido-vector, test ELISA y observaciones al microsco-
pio electrénico, sin poder detectar un agente viral.

La presencia de fitoplasmas en las plantas de zanahoria enfermas procedentes de
campo se detecté mediante la amplificacion de secuencias especificas del ADN de fito-
plasmas. Para ello se aplico la técnica nested-PCR usando parejas de cebadores univer-
sales especificos del ADN ribosémico de fitoplasmas, R16mF2/R1 o P1/P7 seguido de
R16F2n/R2. Aplicando esta técnica también se detectd la presencia de fitoplasma en
psilas de la especie B. trigonica, infectadas de forma natural, y que fueron capturadas
sobre plantas de zanahorias enfermas procedentes de campos de las Islas Canarias; asi
como en plantas de zanahorias cultivadas en invernadero que fueron empleadas en los
ensayos de transmision del fitoplasma a través de la psila-vector y que mostraron sin-
tomas de amarilleamientos y enrojecimientos en las hojas.

El anélisis RFLPs (Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion)
del producto de la nested-PCR indic6é que el fitoplasma presente en las zanahorias
enfermas procedentes de campos de Canarias, asi como en la psila B. trigonica y en
zanahorias empleadas en los ensayos de transmision, se trataba de un fitoplasma inclui-
do dentro del grupo Stolbur subgrupo XII-A (16S rRNA grupo XII, subgrupo A). Asi
mismo se comprobo que las plantas de zanahoria enfermas procedentes de campos de
Segovia estaban infectadas por un fitoplasma incluido dentro del grupo Aster Yellows
subgrupo I-B (16S rRNA grupo I, subgrupo B).

Mediante la aplicacion de la nested-PCR vy el analisis RFLPs se han detectado por
primera vez en Espaiia la presencia de los fitoplasmas Stolbur y Aster yellows en plan-
tas de zanahoria; y se ha comprobado que la psila B. frigonica es un insecto-vector del
fitoplasma Stolbur.
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anual de 270.000-450.000 t. Existen en Espa-

INTRODUCCION

En Espafia, la superficie ocupada por el
cultivo de la zanahoria (Daucus carota L.)
parece mantenerse estable en la Gltima déca-
da entre 6.200-6.600 ha con una produccién

fla cinco zonas principales productoras de
zanahoria; Andalucia Occidental (Cadiz) con
2.705hay 110.059 t, Castilla Leon (Segovia)
con 1.924 ha y 111.776 t, La Comunidad
Valenciana (Provincia de Valencia) con 448
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Figs. 2 y 3. - Zanahorias procedentes de Gran Canaria, donde se observan enrojecimientos, amarilleamientos de hojas
y deformacién de las raices.
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hay 19.781 t, Castilla La Mancha (provincia
de Toledo) con 468 ha y 22.855 t y las Islas
Canarias con 344 ha y 5.039 t de produccion
(M.A.PA, 1997).

En los ultimos 15 afios se vienen obser-
vando en diferentes zonas productoras de
zanahoria de las Islas Canarias sintomatolo-
gias andmalas que cursan como amarilleos,
enrojecimientos y proliferacion de las hojas,
asi como deformacién de raices, reduccion
del tamarfio y envejecimiento prematuro de
las mismas (Figs. 1, 2 y 3). La superficie ocu-
pada por este cultivo en Tenerife es de 261,60
ha y en Gran Canarias de 65 ha, habiéndose
detectado sintomas de la enfermedad en par-
celas de cultivo de Icod, La Laguna, Tegues-
te, Las Canteras y Tejina en Tenerife y Santa
Brigida, Telde, Guia, Tafira y La Calzada en
Gran Canaria. En otras zonas productoras de
la Espaiia peninsular, como es el caso de
Segovia, se observan zanahorias con amari-
lleos, proliferacion exagerada de hojas asi
como de raicillas (Fig. 4).

Dentro del aspecto patolégico de este culti-
vo han sido descritos en la bibliografia dife-
rentes agentes fitopatogenos de etiologia
diversa, tal como fiingica, bacteriana y virica;
sin embargo pocos datos se pueden aportar
respecto a otros agentes tales como fitoplas-
mas. La sintomatologia observada en las
zanahorias enfermas, segiin la bibliografia
consultada, no corresponde con una infeccién
fungica o bacteriana, pero si podria corres-
ponder con una infeccion debida a virus y/o
fitoplasmas. Entre los agentes de etiologia
virica citados en la bibliografia estan: el virus
del marchitamiento del haba (Broad bean wilt
virus), el virus del mosaico del pepino
(Cucumber mosaic virus), el virus latente de
la zanahoria (Carrot latent virus), el virus del
mosaico de la zanahoria (Carrot mosaic
virus), el virus del moteado de la zanahoria
(Carrot mottle virus), el virus de la hoja roja
de la zanahoria (Carrot red leaf virus), el virus
de la hoja fina de la zanahoria (Carrot thin leaf
virus), el virus de la hoja amarilla de la zana-
horia (Carrot yellow leaf virus) y el virus de la
mancha amarilla del apio (Celery yellow spot)
(JorDA y LLACER, 1996) (Cuadro 1).

Fig. 4. - Zanahorias procedentes de Segovia, mostrando
amarilleos en hojas y proliferacién exagerada de hojas
y raicillas secundarias pubescentes.

En cuanto a las enfermedades causadas
por fitoplasmas encontramos en la bibliogra-
fia consultada amarilleos: (Yellows)
(LECLANT et al.,1974), el amarilleo del aster
(Aster yellows) (ERRAMPALLI ef al., 1991;
SCHNEIDER ef al., 1997; TANNE et al., 1997 y
CAZELLES et al., 1999), y Stolbur (VICzIAN et
al., 1998). En nuestro pafs las citas o trabajos
sobre problemas patologicos en zanahoria
son bastante escasos.

También estos sintomas podrian ser atri-
buidos a una carencia nutricional en Nitroge-
no, Magnesio o Boro (SCAIFE y TURNER,
1983).

En las zanahorias estudiadas, con sintoma-
tologias andmalas, se encontraban presentes
pulgones de la especie Cavariella aegopodii
Scopoli (Homoptera, Aphididae) (Fig. 5) y
psilas de la especie Bactericera trigonica
Hodk (Homoptera, Triozidae) (nueva cita en
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Fig. 5. - Ninfa del 4fido Cavariella aegopodii sobre
zanahoria.

Fig. 6. - Ninfa de Bactericera trigonica Hodk. sobre
zanahoria.

Fig. 7. - Ninfa y puesta de B. trigonica Hodk. El huevo
estd sobre un pedinculo que lo sujeta al sustrato,

Tenerife) (Figs.6 y 7) siendo el nimero de
psilas encontrado sobre las muestras siempre
muy superior al de pulgones.

Alguno de los virus citados en zanahoria,
como el Carrot red leaf virus (CMI/AAB, n.°
249), Carrot thin leaf virus (CMI/AAB, n.°
218), Carrot mottle virus (CMI/AAB, n.°
137) y la infeccién mixta a cargo del Carrot
red leaf y Carrot mottle virus denominada
Carrot motley dwarf disease, son transmiti-
dos mecanicamente y/o por pulgones de la
especie C. aegopodii, presentes en el cultivo.
Diversas especies de psilas estdn citadas
como vectores de transmision de fitoplasmas
como es el caso de Cacopsylla pyri como
transmisora del Pear decline en Espafia (Avi-
NENT et al., 1997), y Trioza nigricornis como
transmisora de proliferacion en Francia
(LECLANT et al., 1974).

Con estos antecedentes y dado que la
enfermedad pudo transmitirse, segiin se vera
mas adelante, se descartd la posibilidad de
una carencia nutricional, y la identificacion
de la enfermedad se dirigié al estudio de
aquellas virosis o fitoplasmosis que presen-
taban, segin las referencias bibliograficas,
caracteristicas similares a las descritas en las
muestras citadas (Cuadro 3). Utilizamos asi
mismo, y para comprobar la posible entidad
patologica implicada, la transmision por el
afido C. aegopodii y la implicacién en el sin-
toma de la psila B. trigonica.

MATERIAL Y METODOS
Evolucion de la enfermedad

De todas las muestras de zanahoria anali-
zadas se seleccionaron algunas, se cortaron
las hojas y se trasplantaron a maceta de for-
ma individual, para seguir la evolucion de la
enfermedad. Estas macetas se abonaron
adecuadamente y se dispusieron en dos
ambientes con diferente temperatura: en
fitotron (22°C noche - 30°C dia y 75% HR)
y otras en condiciones menos templadas en
invernadero (15-16°C min. - 25°C max. y
80% HR).
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Cuadro 1. - Lista de virosis citadas en zanahoria
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Nombre inglés Nombre espaiiol Agente Grupo Transmisién
Broad bean wilt Marchitamiento del Virus esférico Fabavirus — Afidos (No persis.)
haba (ARN) Myzus persicae
Aphis craccivora
Cucumber mosaic Mosaico del pepino Virus esférico Cucumovirus - Afidos (No persis.)
(ARN) Myzus persicae
Carrot latent Latente de la Virus bacilari- Rhabdovirus — Afidos
zanahoria forme (ARN) Semiaphis heraclei
Carrot mosaic Mosaico de la Virus flexuoso Potyvirus (7) -

zanahoria

(ARN)

Carrot mottle Moteado de la Virus esférico No clasificado - Afidos (Persistente)
zanohoria (ARN) Cavariella aegopodii
Carrot red leaf Hoja roja de la Virus esférico Luteovirus — Afidos (Pers. Circu.)
zanahoria (ARN) Cavariella aegopodii
Carrot temperate - Virus esférico No clasificado — Semilla
— Polen
Carrot thin leaf Hoja fina de la Virus flexuoso Potyvirus — Afidos (No persis.)
zanahoria (ARN) Myzus persicae
Cavariella aegopodii
Carrot yellow leaf ~ Hoja amarilla de la Virus flexuoso Closterovirusl — Afidos
zanahoria (ARN) Semiaphis heraclei
Celery yellow spot ~ Mancha amarilla Virus esférico Luteovirus (?) - Afidos
del apio (ARN) Hyadaphis foeniculi

Microscopio Electronico

Con extracto crudo de las zanahorias en
estudio se prepararon con tampodn fosfato
0.01 M, pH 7.2 y tetroxido de osmio 0.2% las
muestras para su observacion en el microsco-
pio electrénico de transmisién Philips M-
400, para asi poder detectar posibles particu-
las de etiologia viral que pudieran estar
implicadas en la enfermedad.

Analisis Serolégicos

Las plantas de zanahorias enfermas fueron
analizadas seroldgicamente aplicando la téc-
nica DAS-ELISA frente a diferentes antisue-

ros policlonales: Tomato spotted wilt virus
(TSWYV), Alfalfa mosaic virus (AMYV), Pota-
to virus Y (PVY) y Cucumber mosaic virus
(CMV).

Ensayos de transmisién artificial

Se realizaron ensayos de transmision
experimental mediante C. aegopodii y ensa-
yos de inoculaciéon mecénica artificial, para
asi comprobar la transmisén de un posible
agente causal. Las plantas indicadoras elegi-
das para los ensayos de transmision fueron
seleccionadas de las descritas en la bibliogra-
fia como plantas indicadoras de los virus
anteriormente citados (Cuadro 2).
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Cuadro 2. - Listado de plantas indicadoras ensayadas tanto en la inoculacién a través de
C. Aegopodii como en la inoculacién mecanica artificial

Especie Familia
Chenopodium quinoa Chenopodiaceas
Chenopodium amaranticolor Coste&Reyn Chenopodiaceas
Coriandrum sativum L. Umbeliferas
Nicot:ana clevelandii Gray Solanaceas
Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi Solanaceas
Phaseolus vulgaris L. Leguminosas
Anthriscus cerefolium (L) Hoffm. Umbeliferas
Apium graveolens L. Umbeliferas
Petroselinum crispum (Miller) A.W.Hill Umbeliferas
Daucus carota L. Umbeliferas

1. Ensayo de transmision experimental
mediante C. aegopodii

Para comprobar la posible transmision de
la enfermedad a través de C. aegopodii, se
procedio a la cria de estos afidos en condicio-
nes de absoluto aislamiento sobre plantas de
zanahorias enfermas procedentes de Cana-
rias, sanas y sobre plantas indicadoras (Cua-
dro 2). Los ensayos de transmision por afidos
se llevaron a cabo en jaulas bajo malla impi-
diendo asi la fuga de los mismos y la entrada
de cualquier otro vector. Este ensayo se llevd
a cabo en fitotron (30°C dia-22°C noche,
75%HR).

2. Ensayos de inoculacion mecdnica
artificial

El material empleado para las inoculacio-
nes provenia de las muestras de zanahoria
enfermas originales de Canarias. El material
fue triturado con tampon fosfato 0.01M pH
7.2, Dieca 0.2% y bisulfito sédico 0.2%,
siendo la relacién peso muestra:volumen
tampon inoculaci6én de 1:10. La inoculacién
mecanica artificial a plantas indicadoras
(Cuadro 2) se realiz6 cuando éstas presenta-
ban 2-3 hojas verdaderas excepto Phaseolus
vulgaris L. que se inoculo en estado de hojas
cotiledonares. Cada extracto se empleo para

inocular a seis plantas de cada una de las
especies vegetales elegidas como plantas
indicadoras, incorporando en cada ensayo de
inoculacion testigos negativos (plantas no
inoculadas). Las plantas inoculadas se dispu-
sieron en invernadero (32°C dia - 25°C
noche, méaximos a las 12 horas). Alos 15y 30
dias después de cada inoculacién, se realizd
un seguimiento de los sintomas que pudieran
manifestar estas plantas.

3. Ensayo de transmision experimental
mediante la psila B. trigonica

Para estudiar la posible implicacion de la
psila B. trigonica en la enfermedad, se proce-
dio a la cria en jaulas de las mismas sobre las
propias plantas de zanahoria enfermas y
plantas de zanahoria sanas, en condiciones
de absoluto aislamiento. Para realizar este
ensayo se emplearon larvas de psilas encon-
tradas sobre plantas de zanahoria enfermas
procedentes de Canarias. Las jaulas se dispu-
sieron en fitotrén (30°C dia - 22°C noche y
75% HR).

Extraccién de ADN, PCR y anilisis RFLPs

Para comprobar la presencia de fitoplas-
mas mediante PCR, primero se realiz6 la
extraccion del ADN de las plantas enfermas
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procedentes del campo, de plantas utilizadas
en los ensayos de transmision y de plantas
sanas, siguiendo el protocolo descrito por
PRINCE et al. (1993). Posteriormente se apli-
6 la técnica «nested-PCR» para la amplifi-
cacion del ADN ribosdmico de fitoplasmas
(LEE et al., 1994). Para ello, en la primera
amplificacion se utiliz6 una de las dos pare-
Jas de cebadores universales de fitoplasmas:
R16mF2/R16mR1 (F2/R1) (GUNDERSEN Yy
LEE, 1996) que amplifica un fragmento de
ADNr 16S de 1.3 kpb o P1/P7 (DENG e HIRU-
K1, 1991; SCHNEIDER et al., 1995) que ampli-
fica una secuencia de ADNr de 1.8 kpb. El
fragmento de ADNr amplificado se sometid
a una segunda amplificacién («nested-
PCR») con la pareja de cebadores
R16F2n/R16R2 (F2n/R2) (GUNDERSEN Yy
LEE, 1996) que amplifica un segmento de
ADNr 16S de 1.2 kpb. El producto de la
amplificacién de ADNr 16S obtenido en esta
segunda amplificaciéon fue analizado
mediante electroforesis en gel de agarosa 1%

en tampon TAE y digerido con las endonu-
cleasas de restriccion Alul, Msel, Rsal y
Kpnl (Boehringer Mannheim). Para el anali-
sis de los fragmentos de ADN obtenidos tras
el tratamiento con endonucleasas de restric-
cion, se realizaron electroforesis en gel de
poliacrilamida 5% en tampon TBE. Los
geles se tifieron con bromuro de etidio y se
transiluminaron con luz UV para fotografiar-
los con pelicula Polaroid 665 o 667. En todos
los geles se incluyé ADN marcador y ADN
de los fitoplasmas de referencia Aster
yellows (AY 1) (16S rRNA grupo I, subgrupo
I-B) y Stolbur (STOL) (16S rRNA grupo XII,
subgrupo XII-A).

RESULTADOS

Evolucion de la enfermedad

En las zanahorias enfermas trasplantadas
para seguir la evolucion de la enfermedad se
observo que las nuevas hojas brotadas tam-

Cuadro 3. - Cuadro de resultados de las muestras de zanahorias analizadas

VARIE- N.” MUES- i RESUL- GRUPO
ORIGEN DAD TRAS SINTOMAS OBSERVADOS TADOS FITOPLASMAS
Tenerife Chan 1474 a Amarilleamiento y enrojecimiento de hojas 1474 + Stolbur
(20-02-97) 1478 Raices con deformaciones y envejecimiento 1475 + Stolbur
prematuro 1476 —
1477 -
1478 + Stolbur
Gran 1508 a Amarilleamiento y enrojecimiento de hojas 1508 + Stolbur
Canaria 1511 Raices con deformaciones y envejecimiento 1509 + Stolbur
(28-04-97) prematuro 1510 + Stolbur
1511 + Stolbur
Tenerife Riola 1582 Amarilleamiento y enrojecimiento de hojas o+? oInfeccién
(23-07-97) Raices con deformaciones y envejecimiento mixta?
prematuro
Tenerife 1648 Amarilleamiento y enrojecimiento de hojas H? Infeccién
(13-10-97) Raices con deformaciones y envejecimiento mixta?
prematuro
Proliferacion de hojas.
Segovia  Bolero 1925 Hojas con amarilleos.
(11-11-98) Proliferacion de hojas y raicillas secundarias + Aster yellows

pubescentes.
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Fig. 8. - Planta de zanahoria utilizada en el ensayo de
transmision mediante B. trigonica Hodk. Que desarrollo
sintomas de amarilleos y enrojecimientos en las hojas.

bién presentaban la misma sintomatologia;
pero se observaron diferencias en el momen-
to de la aparicion de los sintomas entre aque-
11as que se mantuvieron en fitotron en condi-
ciones estivales de 30°C dia, 22°C noche y
75% HR de las que permanecieron en lugar
menos templado entre 15-16 °C de minima,
28 °C de maxima y 80% de HR condiciones
estas del invernadero. Las hojas nuevas que
brotaban de las zanahorias crecidas en fito-
trén presentaban los sintomnas de la enferme-
dad antes que las zanahorias colocadas en
lugar menos templado.

Microscopio Electrénico; anilisis serolé-
gicos; ensayos de transmisién mediante
C. aegopodii y ensayos de inoculacién
mecanica artificial

Las observaciones de las preparaciones al
microscopio electrénico no fueron conclu-
yentes ya que no se observo ninguna particu-
la flexuosa, lo que descartaba el Carrot
mosaic virus, Carrot thin leaf'y Carrot yellow
leaf; ni tampoco bacilariforme, lo que
excluia al Carrot latent virus. La posibilidad
se centraba entonces en los virus de particu-
las esféricas como el Carrot mottle y Carrot
red leaf transmitidos por el afido C. aegopo-
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Fig. 9. - ADNr 16S amplificado con los primers
F2n/R2. Marcados (M): ADNA/Eco RI + Hind 111
cuyos fragmentos son 21226, 5148, 4973, 4268, 3530,
2027, 1904, 1584, 1375, 947, 831 y 564 pb.
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Fig. 10 - Analisis RFLP de las muestras de zanahoria en
gel de agarosa al 3% del ADNr 168 digerido con la
endonucleasa de restriccion Msel. Marcador (M): escal-
dera de 100 pb cuyos fragmentos son 2072, 1500, 600 y
100 pb. Los fitoplasmas de referencia son STOL y AY1.

dii, pero los resultados de la transmision a
través de estos pulgones asi como la inocula-
cion mecanica artificial fueron en todos los
casos negativos, no mostrando las plantas
indicadoras utilizadas respuesta alguna.

1.2 kpb
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Fig. 11. - ADNr 16S amplificado con los primers
F2n/R2 de diversos cultivos infectados por fitoplasmas.
pocillos 1-3: zanahorias 1646, 1647 y 1648. Pocillo 5:
zanahoria 1582. Pocillo 11: CX, Canada X disease
(control positivo). Marcado (M): escalera de 1 Kb.

También se obtuvieron resultados negativos
en los analisis serologicos; por lo tanto se
descartd la posibilidad de que se tratara de
alguno de los virus analizados.

Ensayo de transmisién mediante
B. trigonica.

Las plantas de zanahoria sanas sobre las
que se alimentaron y desarrollaron psilas
procedentes de zanahorias enfermas, empe-
zaron a desarrollar sintomas similares a los
observados en plantas enfermas originales de
Canarias; los sintomas iniciales pasadas 4-5
semanas del comienzo del ensayo de trans-
mision, eran amarilleos en los bordes de las
hojas que mas tarde evolucionaban a enroje-
cimientos (Fig. 8).

Por tanto, estas psilas sospechamos que
puedan ser capaces de transmitir un patégeno
a las plantas de zanahorias utilizadas en el
ensayo de transmision, estando en estudio y
comprobacion este punto.

PCR y analisis RFLPs

Del ADN extraido de las muestras 1474,
1475, 1478, 1508, 1509, 1510, 1511 con
amarilleos, enrojecimientos de hojas, raices

4072 pb
3054 pb

2036 ph
1636pb

1018 pb

deformadas y envejecimiento prematuro de
las mismas originales de las Islas Canarias y
de la muestra 1925 con amarilleos y prolife-
racion exagerada de hojas y raicillas proce-
dente de Segovia, se amplific6 mediante
«nested-PCR» un fragmento de ADN de 1.2
kpb que coincide con el tamafio esperado de
la secuencia del ADNr 168 de los fitoplas-
mas delimitado por los cebadores F2n/R2
(Fig. 9). El patron de bandas obtenido tras
digerir el producto de la segunda amplifica-
cién con las endonucleasas de restriccion
Alul, Msel, Kpnl y Rsal confirman la presen-
cia de un fitoplasma del grupo Stolbur (sub-
grupo rRNA XII-A) (LEE et al., 1998) en las
plantas de zanahoria procedentes de las Islas
Canarias y un fitoplasma del grupo Aster
yellow (subgrupo rRNA I-B) (LEE et al.,
1998) en la muestra procedente de Segovia.
La figura 10 muestra el patron de bandas tras
la digestion con Msel, endonucleasa que per-
mite diferenciar AY y STOL. En los ADN
purificados de las muestas canarias 1476 y
1477 no se obtuvo amplificacién. El ADN
extraido de zanahorias sanas dio resultados
negativos en la nested-PCR.

En el caso de las muestras 1582 y 1646 ori-
ginarias de Tenerife , se amplificaron median-
te «nested-PCR» dos segmentos de ADN con
los cebadores P1/P7 y F2n/R2 o F2/R1 segui-
do de F2n/R2, el tamaiio de una de las bandas
fue ligeramente superior al esperado (1.2
kpb), teniendo la otra banda un tamatfio de 800
pb (Fig. 11). El patrén RFLP del producto de
amplificacion de una misma muestra tras ser
digerido con A/ul, Msel y Kpnl diferia segin
se hubiera amplificado el ADN con las parejas
de cebadores P1/P7F2n/R2 o F2/R1F2n/R2.
Cuando en la primera amplificacién se utiliza-
ron los cebadores F2/R1, el analisis RFLP
coincidio con el patron de restriccion del fito-
plasma de referencia AY1 (subgrupo 16S
rRNA I-B); sin embargo, cuando la nested-
PCR se llevo a cabo empleando los cebadores
P1/P7 en la primera amplificacién, el analisis
RFLP no era concluyente, ya que los fragmen-
tos de ADN observados en la electroforesis
PAGE 5% no coincidian con el patron RFLP
de ningin fitoplasma descrito hasta el
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momento. Este resultado podria correspon-
der, segun lo descrito en la bibliografia, con
una posible infeccién mixta compuesta por un
fitoplasma y otro microorganismo patégeno
(GIANNOTTI et al., 1974).

La amplificacion del ADN de las plantas
de zanahoria transmitidas experimentalmen-
te por la psila B. trigonica indic6 que habian
sido infectadas por un fitoplasma y los resul-
tados de los analisis RFLPs confirmaron que
se trataba del mismo fitoplasma (grupo Stol-
bur) que estaba infectando a las zanahorias
enfermas de las que procedian las psilas.

DISCUSION

A la vista de los resultados, la enfermedad
diagnosticada en las zanahorias de Canarias,
que origina amarilleos, enrojecimientos en
hojas, deformacion y envejecimiento prema-
turo de raices esta causada por el fitoplasma
Stolbur (subgrupo 16S rRNA XII-A), siendo
esta la primera cita en Espaiia de Stolbur en
el cultivo de la zanahoria y la psila B. trigo-
nica como vector de transmision de esta
enfermedad. En las zanahorias que presentan
amarilleos y proliferacion exagerada de
hojas y raicillas secundarias pubescentes
procedentes de Segovia el agente implicado

se trata de un fitoplasma incluido dentro del
grupo del Aster yellows (subgrupo 168
rRNA I-B). Pero en dos de las muestras ana-
lizadas procedentes de Tenerife se detecta
una posible infeccién mixta compuesta por
un fitoplasma y un microorganismo no iden-
tificado por el momento (Cuadro 3).
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ABSTRACT

FoONT L., P. ABAD, M. ALBINANA, A. I. EsPINO, E. L. DALLY, R. E. Davis y C. JORDA,
1999. Bol. San. Veg. Plagas, 25 (3): 405-415.

In different regions of Spain, carrot plants (Daucus carota L.) have exhibited symp-
toms of yellows disease, such as small leaves with yellowing and reddening colorations,
proliferation of leaves and small roots, deformation, reduction, and early senescence of
roots. The production area most affected was the Canary Islands, where carrot plants in
the field were infested by Cavariella aegopodii Scop. (Homoptera: Aphididae) and
Bactericera trigonica Hodk. (Homoptera: Triozidae). It was not possible to detect a
viral agent by mechanical and aphid-vectored transmission assays, ELISA tests and
electron microscopy.

The presence of phytoplasma in carrot plants in the field was revealed by the ampli-
fication of phytoplasma-specific DNA sequences in nested-PCR using phytoplasma
ribosomal DNA-universal primer pairs, R16mF2/R1 or P1/P7 followed by R16F2n/R2.
Nested-PCR also revealed the presence of phytoplasma in naturally infected B. trigoni-
ca psyllids captured on diseased carrot plants in the field in Canary Islands, and in gre-
enhouse-grown carrot plants that developed yellowing symptoms in assays of psyllid-
vectored transmission of the phytoplasma.

Restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis of DNA products from
nested PCR indicated that phytoplasma strains in diseased carrot from the field, in B.
trigonica, and in carrot plants in the transmission assays, all belonged to the Stolbur
phytoplasma subgroup XII-A (16S rRNA group XII, subgroup A). Parallel PCR and
RFLP assays revealed that diseased carrot plants from the field in Segovia were infec-
ted by strains of a phytoplasma belonging to the Aster yellows phytoplasma subgroup
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I-B (16S rRNA group I, subgroup B).

For the first time, Stolbur and Aster yellows phytoplasmas have been detected in
carrot in Spain, and for the first time psyllid B. trigonica has been discovered as the

insect vector of stolbur phytoplasma.

Key words: Phytoplasma, psyllid, Stolbur, Aster yellows.
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