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Executive summary

This document presents the first six innovation factsheets produced in the frame of the
project, one of the most relevant dissemination material of TROPICSAFE. In order to make
easier the understating of the approach and scope of the work done, some key elements
are described: what is an innovative factsheet and which are its objectives, selection of
topics and authors, production and validation procedure; and the communication and
dissemination activities planned. The factsheets in the project languages are included in
annexes C to H.
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1. Introduction: What is an innovation factsheet?

An innovation factsheet is a document in which partners explain in a summarized and
appealing format, cases studies, measures or innovative practices identified in the project
that can contribute to the control of the prokaryote-associated diseases in tropical and
subtropical crops. Main objective of these factsheets is to raise the stakeholders of the
project and to share with them the knowledge that is being produced in the frame of
TROPICSAFE. Therefore, they are a relevant dissemination material aimed to allow
increasing the impact of the project’s results.

Two types of factsheets have to be produced: one more technical, closer to the
practitioners’ language, and one more scientific, closer to researchers’ language. At least
initially, these two versions are addressed to different stakeholders. Table 1 shows the
connections between the type of factsheets and the categories of stakeholders.

Table 1. Innovation factsheets and connection with stakeholders’ categories
Factsheet Stakeholder

Technical innovation factsheets | ¢ Producers (grapevine growers, coconut palm
producers, citrus producers)

e Nurseries

e Associations of producers (multipliers)

Scientific innovation factsheets | ¢ Researchers

e Students
Both, technical and scientific | ¢ Biological control industries, biotech companies and
innovation factsheets agro-pharma industries

¢ Professional testing laboratories and technicians

e National and regional surveillance network/National
and regional plant protection organizations

e Policy makers

The first six innovation factsheets of TROPICSAFE are included in this deliverable. They
will be completed with further 12 factsheets that will be delivered in April 2020 (Deliverable
6.9 Intermediate Handbook with Innovation Factsheets) and more 6 factsheets to be
finished in January 2021(Deliverable 6.4 Final Handbook with Innovation Factsheets and
Video). A Crop Disease & Measures Handbook will be made as a collection of the
innovation factsheets at the end of the project.
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2. Selection of topics and authors

The selection of topics was made by the coordinator of the project, having in mind
comments and proposals from the work packages leaders. Two main elements were taken
into account: 1) the three target crops and diseases, 2) the different geographical areas in
which studies and activities are being developed. Besides, it was decided to produce 3
factsheets of each type to have a balance between technical and scientific factsheets.
Regarding authors, they were selected based on their knowledge and responsibilities in the
topics selected.

Final topics and authors proposed were the following:

INNOVATION FACTSHEET 1

e Subject: Liberibacters in Africa
o Approach: the progress done in liberibacters in Africa in the frame of the project
e Author: Gerhard Pietersen from UP

INNOVATION FACTSHEET 2

e Subject: grapevine yellows in the TROPICSAFE viticultural areas. Progress done in
grapevine yellows in the frame of TROPICSAFE. Description of the situation in the 3
interested countries

e Co-authors:
o Nicola Fiore from UCHIL (Coordinator)
o Kerstin Kriger from UP
o Assunta Bertaccini from UNIBO (support for Italy information)

INNOVATION FACTSHEET 3

e Subject: on rapid in-field detection of the coconut phytoplasmas in Africa, since we now
have the detection down to less than 20 mins, including the DNA extraction,
background of the problem in Africa

e Co-authors:
o Matthew Dickinson from UNOTT (Coordinator)
o Ndede Yankey from CSIR

INNOVATION FACTSHEET 4

e Subject: HLB: progress made in the frame of TROPICSAFE in Cuba

e Author:
o Maritza Luis Pantoja from IIFT (Coordinator)

e Type of innovation factsheet: Technical
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INNOVATION FACTSHEET 5

e Subject: The introduction of the parasitoid of Trioza erytreae

o Approach/Content: within the project, the parasitoid Tamarixia dryi is being introduced
to control Trioza erytreae (HLB vector in Africa present now in Europe) from South
Africa to Spain. The process to introduce it and the biological and morphological traits of
the parasitoid will be explained

e Author: Alejandro Tena from IVIA
o Type of innovation factsheet: Technical

INNOVATION FACTSHEET 6

e Subject: Reference materials

e Approach: one of the main challenges encountered in both diagnostics, development of
methods and research, is the absence of certified (or other) reference materials. We
have combined our knowledge and expertise in plant health with metrologically sound
approaches to design and prepare reference materials with defined characteristics and
concentrations: (i) synthetic dsDNA, and (ii) well-characterized DNA extracted from
naturally infected plant material. Such reference materials allow us to generate data
which is reproducible and comparable among laboratories and over time

e Author: Marina Dermastia, épela Ali¢, Tanja Dreo from NIB.
o Type of innovation factsheet: Technical
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3. The production procedure

The production of factsheets is a complex activity since different partners are involved in
the content writing and the translation to all project languages is needed. To avoid problems
and delays, a clear procedure was stablished at the beginning; by defining steps, dates and
responsible partners. FEUGA, leader of work package 6, coordinated the participation of
partners and the quality process, in collaboration with UNIBO (see figure 1).

Contastt Revision
writing Coord. based on Coord. English
: revision Coord.'s validation revision
(English) comment
Design of
English
version
European
Commission
submission
on 30th April
1st
Feb. 15th
Féb Easter
1st week
March 15th
March 22nd
March 5th
April 23rd
April

Figure 1. Procedure for the production of TROPICSAFE innovation factsheets

FEUGA proposed a word template for each type of factsheet, in order to guarantee
homogeneity in the structure, content and range:

Scientific factsheet (template in annex A):

TITLE

SUBTITLE

THE PROBLEM ADDRESSED
LATEST RESEARCH RESULTS
THE TROPICSAFE R&D ACTIVITY

oo~
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SCIENTIFIC DATA AND FIRST RESULTS
KEY WORDS

FURTHER INFORMATION

CREDITS

© N

Technical factsheet (template in annex B):

TITLE

SUBTITLE

THE PROBLEM ADDRESSED

THE PRACTICE/INNOVATION PROPOSED BY TROPICSAFE
HOW IS TROPICSAFE IMPLEMENTING IT?

HOW IS IT WORKING?

KEY WORDS

FURTHER INFORMATION

CREDITS

©ooNORrWDN =

FEUGA has hired a designer who was the responsible person for the final lay-out of the
factsheets, by following the book of style produced at the beginning of the project (D 6.1).
He produced a template for each type of innovation factsheet in which the different crops
were highlighted.

The result of this procedure was 6 innovation factsheets, 3 technical and 3 scientific, in the
four languages of the project: English, French, Spanish and Italian (see annex C to H).
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4. The communication and dissemination activities

All the factsheets are in both printed and on-line format. Main ways to communicate and
disseminate them are the following:

o On-line version on the website (materials section)
o Banner on the partners websites
o Delivering hard-copies to multipliers, such as associations of producers, national
and regional surveillance network, and national and regional plant protection
organizations.
o Postin TROPICSAFE social media with links to the web to download the factsheets
o Allocation of hard-copies in the TROPICSAFE training sessions
o TROPICSAFE newsletter n°3
o Mailing lists
o External events in which partners present the project’s results
o EIP-Agri communication channels: website, newsletter, magazine, social media
Based on these guidelines, a specific plan is being defined in the frame of the first
communication campaign of the project to be launches in May 2019. Specific activities will

be stablished in order to guarantee an adequate communication and dissemination at
international, national and regional level.
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INNOVATION FACTSHEET

Please note that character length includes spaces.

1. TITLE

Indicative length: 65 characters

2. SUBTITLE

Indicative length: 100 characters

3. THE PROBLEM ADDRESSED

rTitIe

Indicative length: 65 characterﬂ

Body text A clear explanation of the problem addressed by the TROPICSAFE R&D activity.
Please, focus the factsheet in a specific problem instead of a general one.
Indicative length: 1000 characters

Photo/ Data Graphic
High quality photo regarding the problem
Photo: 2560x1440px-72ppi, or 15x10cm/300ppi - Reference: author and/or copyright

Legend for Photo
Indicative length: 220 characters

4. LATEST RESEARCH RESULTS

h’itle\

Indicative length: 65 characters

This project has received funding from the
European Union’s Horizon 2020 research and
innovation programme under grant agreement

—| Comentario [A1]: Feuga will suggest
the title based on the information written
by the authors

Comentario [A2]: Feuga will suggest
the title based on the information written
by the authors
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Body text A summary of the state of the art
Indicative length: 1000 characters

Photo/ Data Graphic
High quality photo showing the practice / innovation
Photo: 2560x1440px-72ppi, or 15x10cm/300ppi - Reference: author and/or copyright

Legend for Photo
Indicative length: 220 characters

5. THE TROPICSAFE R&D ACTIVITY

h’itle\

This project has received funding from the
European Union’s Horizon 2020 research and
innovation programme under grant agreement

Indicative length: 65 characters

Comentario [A3]: Feuga will suggest
the title based on the information written
by the authors

Body text A clear description of the R&D activity that TROPICSAFE is developing, its impact
and contribution to resolve the problem
Indicative length: 1500 characters

Photo/ Data Graphic
High quality photo showing the practice / innovation
Photo: 2560x1440px-72ppi, or 15x10cm/300ppi - Reference: author and/or copyright

Legend for Photo
Indicative length: 220 characters
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6. SCIENTIFIC DATA AND FIRST RESULTS

This project has received funding from the
European Union’s Horizon 2020 research and
innovation programme under grant agreement

h’itle\

Indicative length: 65 characters

Comentario [A4]: Feuga will suggest
the title based on the information written
by the authors

Body text A clear explanation about main scientific results
Indicative length: 1500 characters

Photo/ Data Graphic
High quality photo showing the practice / innovation
Photo: 2560x1440px-72ppi, or 15x10cm/300ppi - Reference: author and/or copyright

Legend for Photo
Indicative length: 220 characters

7. KEY WORDS

Maximum 4 words

8. FURTHER INFORMATION

Maximum of four papers, videos or publications where further information on the topic of
the innovation factsheet can be consulted. Can include hyperlinks.

9. CREDITS

Authorship
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This project has received funding from the
European Union’s Horizon 2020 research and
innovation programme under grant agreement
No. 727459

e.g.
Assunta Bertaccini
Nicoletta Contaldo

Address of institution

e.g.
University of Bologna, Department of Agricultural Sciences. Bologna, Italy

E-mail of author

e.g.
assunta.bertaccini@unibo.it
nicoletta.contaldo2@unibo.it

Date

e.g. February 2019
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TECHNICAL INNOVATION FACTSHEET
Please note that character length includes spaces.

1. TITLE

Indicative length: 65 characters

2. SUBTITLE

Indicative length: 100 characters

3. THE PROBLEM ADDRESSED
itle

Body text A clear explanation of the problem addressed by the TROPICSAFE practice /
innovation. Please, focus the factsheet in a specific problem instead of a general one. Use
information about the economic and social impact (loss of productions, reduction of
employs...), if it is possible

Photo/ Data Graphic
High quality photo regarding the problem

Legend for Photo

4. THE PRACTICE/INNOVATION PROPOSED BY TROPICSAFE
itle

This project has received funding from the
European Union’s Horizon 2020 research and
innovation programme under grant agreement

Comentario [A1]: Feuga will suggest
the title based on the information written
by the authors

Comentario [A2]: Feuga will suggest
the title based on the information written
by the authors




This project has received funding from the
European Union’s Horizon 2020 research and
innovation programme under grant agreement
No. 727459
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Body text A short description of the practice / innovation proposed

5. HOW IS TROPICSAFE IMPLEMENTING IT?

itle Comentario [A3]: Feuga will suggest
the title based on the information written
by the authors

Body text A clear explanation about howTROPICSAFE is implementing the
practice/innovation

Photo/ Data Graphic
High quality photo showing the practice / innovation

Legend for Photo

6. HOW IS IT WORKING?

itle Comentario [A4]: Feuga will suggest
the title based on the information written
by the authors

Body text A clear explanation about main results, advantages, disadvantages...
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No. 727459

Photo/ Data Graphic
High quality photo showing the practice / innovation

Legend for Photo

7. KEY WORDS
Maximum 4 words

8. FURTHER INFORMATION

Maximum of four papers, videos or publications where further information on the topic of
the innovation factsheet can be consulted. Can include hyperlinks.

9. CREDITS

Authorship

e.g.
Assunta Bertaccini
Nicoletta Contaldo

Address of institution

e.g.
University of Bologna, Department of Agricultural Sciences. Bologna, Italy

E-mail of author
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e.g.
assunta.bertaccini@unibo.it
nicoletta.contaldo2@unibo.it

Date

February 2019
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SEARCH FOR ALTERNATIVE HOST AND VECTORS FOR
‘CANDIDATUS LIBERIBACTER AFRICANUS’ SENSU
LATO IN THE WESTERN CAPE, SOUTH AFRICA

SCIENTIFIC
INNOVATION
FACTSHEET

* 4k

Risk of the spread of the ‘Candidatus Liberibacter africanus’

Very little is known about the alternate host plants and insect vectors of the important pathogen of citrus, ‘Candidatus
Liberibacter africanus’ which is associated with the citrus greening disease. This is an important knowledge gap,
as import of these alternate hosts plants or accidental introduction of an insect vector, could serve as a means of
spread of the pathogen to not yet infected parts of the world, including Europe. A survey of a number of samples of
potential alternate plant hosts was performed focussing mainly on plants occurring in the Western Cape province
of South Africa. It has been shown that tree and shrub specimens of the Rutaceae, indigenous to South Africa,
are commonly infected by these bacteria, with each plant genus having a unique subspecies of it. It is important
to ascertain if alternate hosts to citrus exist in South Africa. Morphology and barcoding were used to confirm the
identity of the plant hosts. The monitoring of psyllid species observed on these plants and the barcoding of all
morphogroups observed, as well as attempts at more classical identification by morphology were carried out.

* Top two images: symptoms of citrus greening. Lower left image: the psyllid vector, Trioza erytrece.
Lower right image: pockmarks of T. erytreae nymphs on leaves of Vepris lanceolata.

This project has received funding from
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SCIENTIFIC INNOVATION FACTSHEET

Alternate host plants of ‘Candidatus Liberibacter
africanus’ sensu lafo in South Africa

Studies to determine whether indigenous members of the Rutaceae (Calodendrum capense, Clausena anisata,
Oricia spp., Teclea spp., Vepris spp. and Zanthoxylum spp.) serve as reservoirs for the dangerous pathogen
of commercial citrus, ‘Candidatus Liberibacter africanus’, cause of the citrus greening disease are in progress.
Each indigenous genus contained a unique lineage of ‘Ca. L. africanus’ (Roberts et al., 2015). A relatively large
percentage of the samples collected of each plant genus was positive for presence of the pathogen, suggesting
the common and widespread occurrence of this bacterium in South Africa. These studies were expanded to
include the relatively large group of Western Cape fynbos members of the Rutaceous, but not to non Rutaceous
hosts. The genus-wide ‘Candidatus Liberibacter’ PCR assay (Roberts et al., 2015) was used for these studies. The
psyllid Trioza erytreae is known as a vector of ‘Ca. L. africanus’ and the Diaphorina citri, can also transmit this
bacterium experimentally. The insect vectors of the diverse ‘Ca. L. africanus’ strains detected are still unknown.

.H‘

~eee® Calodéndrum capense Zanthoxulum capense'

T

bachamangii t % .\Clausenaranisafa.

* Rutaceous species hosts of ‘Candidatus Liberibacter africanus’ sensu lato identified in South Africa.
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SCIENTIFIC INNOVATION FACTSHEET

Survey for identification of alternate host plants for of
‘Candidatus Liberibacter africanus’ sensu lato

Under the framework of TROPICSAFE, a survey and characterization of ‘Candidatus Liberibacter’ lineages,
and their potential insect vectors in alternative host plants to citrus, was conducted. Weed and indigenous
plant samples were collected at several localities in the Western Cape, South Africa during different seasons
in 2017 and 2018, often around citrus orchards or vineyards. The leaf material collected was stored at
-80°C until DNA extractions could be performed. Quantitative PCR tests specific for ‘Candidatus Liberibacter’
detection were conducted. PCR was also conducted on samples positive by qPCR, and amplicons obtained
were sequenced. The barcoding of the alternative host plants was performed for their taxonomic identification.

The same areas were also surveyed for the presence of potential insect vectors (psyllids) prior to sampling them
for the tests to detect the bacteria. This was done by vacuum sampling (DVAC machine) the insects and storing
them in absolute ethanol for subsequent species identification and molecular analysis. Gross insect identification
was made by studying morphological characters and relevant insects were subjected to DNA extraction using
a non-destructive TNES buffer-based extraction method that leaves insects intact for later identification and for
deposition of voucher specimens for museums.

® Using a suction device to collect insects from fynbos plants in South Africa.
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SCIENTIFIC INNOVATION FACTSHEET

m SCIENTIFIC DATA AND FIRST RESULTS
Identification of alternate host plants for ‘Candidatus
Liberibacter africanus’ and its subspecies

Three field trips were conducted, in September 2017, January and August, 2018. The first two were to the
Worcester/Robertson/Slanghoek areas of the Breederiver valley, Western Cape while the last one was to the
Vredendal/Lutzville, on the Cape west coast. Twelve collection sites were utilised, of which two were in the
vicinity of citrus orchards. Using the DVAC device, insects were collected from 1,001 plant samples. Leaf and
twig materials of each of these plants were also collected. DNA was extracted from all plant samples. Between
5 and 100 specimens of each of 42 species of plants were collected (with a maximum of 20 specimens of
a specific species per site). These plants were identified by morphological characters and the rbcl gene of
representative specimens was sequenced. All samples were tested for ‘Candidatus Liberibacter’ spp. presence by
qPCR. Samples with Ct values lower than 30 (143) were also tested for ‘Candidatus Liberibacter’ spp. by PCR
targeting the rplJ and the omp genes. Seventy-eight of the samples with Ct values less than 30 were from one of
the three Atriplex species collected, while 14 were from Lycium species, 15 from Rapistrum rugosum, while fewer
samples were from a number of other species. None of the samples yielded amplicons in PCR. No psyllids were
observed amongst numerous other insects collected from these samples. One sample of Atriplex, positive in gPCR
was submitted to next-generation sequencing and the results are under analysis.

e Stands of Atriplex lindleyii, a plant species with a large number of
samples yielding low Ct values for ‘Candidatus Liberibacter’. Detection by
specific qPCR tests.

‘Candidatus Liberibacter africanus’, citrus greening, alternate hosts, Trioza erytreae

FURTHER INFORMATION

Roberts R., Steenkamp E.T., Pietersen G. 2015. Three novel lineages of ‘Candidatus Liberibacter africanus’ associated with native Rutaceae
hosts of Trioza erytreae in South Africa. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 65, 723-731.

AUTORSHIP

Gerhard Pietersen University of Pretoria, Pretoria (South Africa) gerhard.pietersen@up.ac.za / gpietersen@sun.ac.za

February, 2019

This groject has recehed funding from
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RECHERCHE D’HOTES ET DE VECTEURS ALTERNATIFS POUR
‘CANDIDATUS LIBERIBACTER AFRICANUS’ SENSU LATO
AU CAP OCCIDENTAL, AFRIQUE DU SUD

* 4k

Risque de dissémination de ‘Candidatus Liberibacter africanus’

On sait trés peu de choses sur les plantes-hétes alternatives et les insectes vecteurs du pathogéne important des
agrumes, 'Candidatus Liberibacter africanus’, qui est associé & la maladie du citrus “greening”. Il s’agit la d’un
manque important de connaissances dans la mesure ou I'importation de plantes hétes de remplacement ou encore
'introduction accidentelle d’un insecte vecteur pourrait servir de moyen de propagation du pathogéne dans des
parties du monde non encore infectées, y compris en Europe. Une prospection d’un certain nombre d’échantillons de
plantes-hétes alternatives potentielles a été réalisée en se concentrant principalement sur les plantes présentes dans
la province du Cap-Occidental en Afrique du Sud. Il a été démontré que les spécimens d’arbres et d’arbustes des
Rutaceae, originaires d’Afrique du Sud, sont communément infectés par ces bactéries, chaque genre végétal ayant
une sous-espéce unique. Il était donc important de vérifier s'il existe des hétes alternatifs aux agrumes en Afrique du
Sud. Des analyses de morphologie et par “barcoding” ont été réalisées pour confirmer I'identité des plantes-hétes.
Le suivi des espéces de psylles a été réalisé sur ces plantes et le “barcoding” des différents morphogroupes analysés,
ainsi que des tentatives d’identification plus classique par analyse de morphologie.

¢ Images du haut : symptémes du “greening’’des agrumes. Image en bas & gauche: le psylle vecteur,
g ymp 9 d J J J psy

Trioza erytreae. Image en bas & droite: poingons de nymphes de T. erytreae sur fevilles de Vepris
lanceolata.
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FICHE D'INNOVATION SCIENTIFIQUE

Plantes hétes alternatives de ‘Candidatus Liberibacter
africanus’ sensu lato en Afrique du Sud

Des études visant & déterminer si les membres indigénes des Rutaceae (Calodendrum capense, Clausena anisata,
Oricia spp., Teclea spp., Vepris spp. et Zanthoxylum spp.) servent de réservoirs pour le pathogéne dangereux des
agrumes commerciaux, ‘Candidatus Liberibacter africanus’, responsable de la maladie “greening”, sont en cours.
Chaque genre indigéne contenait une lignée unique de ‘Ca. L. africanus’ (Roberts et al., 2015). Un pourcentage
relativement élevé des échantillons prélevés de chaque genre végétal était positif pour la présence du pathogene,
ce qui suggere la présence commune et répandue de cette bactérie en Afrique du Sud. Ces études ont été élargies
pour inclure le groupe relativement important des fynbos du Cap-Ouest membres du Rutaceae, mais pas pour les
hétes non Rutaceae. Des tests de PCR ‘Candidatus Liberibacter’ & |'échelle du genre (Roberts et al., 2015) ont été
utilisés pour ces études. Le psylle Trioza erytreae est connu comme un vecteur de ‘Ca. L. africanus’ et des Diaphorina
citri, peuvent également transmettre cette bactérie expérimentalement. Les insectes vecteurs des différentes souches
de ‘Ca. L. africanus’ détectées sont encore inconnues.

e Calodendrum capense Zanthoxulum capense'

iy

® Espéces de rutacées hétes de ‘Candidatus Liberibacter africanus’ sensu lato identifiées en Afrique

du Sud.
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FICHE D'INNOVATION SCIENTIFIQUE

Prospection pour l'identification de plantes hétes
alternatives pour ‘Candidatus Liberibacter africanus’ sensu lato

Dans le cadre de TROPICSAFE, une prospection et une caractérisation des lignées de ‘Candidatus Liberibacter’ et de
leurs insectes vecteurs potentiels dans des plantes-hétes alternatives aux agrumes ont été menées. Des échantillons
de mauvaises herbes et de plantes indigénes ont été prélevés dans plusieurs localités du Cap-Occidental, en Afrique
du Sud, & différentes saisons en 2017 et 2018, souvent autour de vergers d’agrumes ou de vignobles. Le matériel
foliaire collecté a été stocké & -80°C jusqu’a ce que les extractions d’ADN puissent étre effectuées. Des tests de
PCR quantitative spécifiques & la détection de ‘Candidatus Liberibacter’ ont été réalisés. Une PCR conventionnelle
a également été effectuée sur des échantillons positifs par gPCR, et les amplicons obtenus ont été séquencés. Le
“barcoding” des plantes-hétes alternatives a été effectué dans le but d’une identification taxonomique.

Les mémes zones ont également été étudiées pour détecter la présence d’insectes vecteurs potentiels (psylles) avant
de les échantillonner pour les tests de détection de la présence de la bactérie. Pour ce faire, les insectes ont
été échantillonnés sous vide (machine DVAC) et stockés dans de I'éthanol absolu pour I'identification ultérieure
des espéces et I'analyse moléculaire. Lidentification grossiére des insectes a été faite en étudiant les caractéres
morphologiques et les insectes pertinents ont été soumis & une extraction d’ADN & I'aide d’une méthode d’extraction
non destructive & base de tampon TNES qui laisse les insectes intacts pour une identification ultérieure et pour le
dépdt de spécimens dans les musées.

e Utilisation d'un dispositif d’aspiration pour recueillir les insectes des plantes de fynbos en Afrique

du Sud.
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FICHE D'INNOVATION SCIENTIFIQUE

m DONNEES SCIENTIFIQUES ET PREMIERS RESULTATS
Identification de plantes-hétes alternatives pour
‘Candidatus Liberibacter africanus’ et ses sous-espéces

Trois déplacements sur le terrain ont eu lieu en septembre 2017, janvier et aoGt 2018. Les deux premiers ont eu
lieu dans les régions de Worcester/Robertson/Slanghoek de la vallée de la Breederiver, dans le Cap-Occidental,
tandis que le dernier était dans la région de Vredendal/Lutzville, sur la céte ouest du Cap. Douze sites de collecte
ont été utilisés, dont deux & proximité de vergers d’agrumes. A I'aide de I'appareil DVAC, des insectes ont été
prélevés & partir de 1.001 échantillons de plantes. Des fevilles et des brindilles de chacune de ces plantes ont
également été recueillies. LADN a été exirait de tous les échantillons de plantes. Entre 5 et 100 spécimens de
chacune des 42 espéces de plantes ont été recueillis (avec un maximum de 20 spécimens d’une espéce spécifique
par site). Ces plantes ont été identifiées & partir de caractéres morphologiques et le géne rbcl de spécimens
représentatifs a été séquencé. Tous les échantillons ont été testés pour la présence de ‘Candidatus Liberibacter’
spp. par qPCR. Des échantillons avec des valeurs de Ct inférieures & 30 (143) ont également été testés pour
‘Candidatus Liberibacter’ spp. par PCR ciblant les génes rplJ et omp. Soixante-dix-huit des échantillons ayant
des valeurs de Ct inférieures & 30 provenaient d’une des trois espéces d’ Atriplex collectées, 14 d’espéces de
Lycium, 15 de Rapistrum rugosum, tandis qu’un nombre limité¢ d’échantillons appartenait & certain nombre
d’autres espéces. Aucun des échantillons n’a donné d’amplicons en PCR. Aucun psylle n’a été observé parmi de
nombreux autres insectes prélevés sur ces échantillons. Un échantillon d’ Atriplex, positif en qPCR, a été soumis &
un séquencage en profondeur et les résultats sont en cours d’analyse.

- A s
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* Peuplements d’Atriplex lindleyii, une espéce végétale avec un grand
nombre de échantillons produisant de faibles valeurs de Ct pour
‘Candidatus Liberibacter’. Détection par tests gPCR spécifiques.

‘Candidatus Liberibacter africanus’, citrus “greening”, plantes hétes alternatives, Trioza erytreae

INFORMATIONS SUPPLEMENTAIRES

Roberts R., Steenkamp E.T., Pietersen G. 2015. Three novel lineages of ‘Candidatus Liberibacter africanus’ associated with native Rutaceae
hosts of Trioza erytreae in South Africa. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 65, 723-731.

Gerhard Pietersen Université de Pretoria, Pretoria (Afrique du Sud) gerhard.pietersen@up.ac.za / gpietersen@sun.ac.za

Février, 2019

Ce projet a regu un financement du programme

. de recherche et d'innovation Horizon 2020 de

www.iro p ICsA fe .eu I"Unlan europesnne en vertu de |a convention de
subvention n * 727459




[\
(4

* X %

*,

* 9 B
* TROPI

‘ggAFE

*

*

BUSQUEDA DE PLANTAS HUESPED E INSECTOS VECTORES
ALTERNATIVOS PARA “CANDIDATUS LIBERIBACTER AFRICANUS'
SENSU LATO EN CABO OCCIDENTAL, SUDAFRICA

* 4k

El riesgo de propagacién de ‘Candidatus Liberibacter africanus’

Se sabe muy poco sobre las plantas huésped alternativas e insectos vectores del importante agente patégeno
‘Candidatus Liberibacter africanus’, asociado con la enfermedad del “Huanglongbing” que afecta a los citricos.
Esta falta de conocimiento es muy grave, ya que la importacién de dichas plantas o una introduccién accidental
del insecto vector, podrian ser un medio de propagacién del patégeno en partes del mundo todavia no infectadas,
entre ellas Europa. Se han realizado estudios de muestras de potenciales plantas huésped alternativas, centrados
principalmente en especies que se encuentran en el oeste de Sudéfrica, en los que se ha mostrado que los especimenes
de drboles y arbustos de la familia Rutaceae, plantas autéctonas de Sudéfrica, estdn cominmente infectadas por
dichas bacterias, con una subespecie para cada género vegetal. Es importante verificar si existen plantas huésped
alternativas a los citricos en Suddfrica para este patégeno y para ello se ha utilizado la morfologia y la técnica
del “cédigo de barras” para confirmar su identidad. Se ha realizado el seguimiento de las especies de psilidos
observadas en dichas plantas. También se aplicaron métodos taxonémicos y moleculares para la identificacién de
los psilidos.

® Arriba: sintomas del “huanglongbing”. Abajo izquierda: el psilido Trioza erytreae, vector de
‘Candidatus Liberibacter africanus’. Abajo derecha: marcas de las ninfas de T. erytreae en hojas de
Vepris lanceolata.
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FICHA DE INNOVACION CIENTIFICA

Plantas huésped alternativas de ‘Candidatus Liberibacter
africanus’ sensu lato en Sudéfrica

Se estdn realizando estudios para determinar si las especies autéctonas de Rutaceae (Calodendrum capense,
Clausena anisata, Oricia spp., Teclea spp., Vepris spp. y Zanthoxylum spp.), sirven como reserva de patégenos
peligrosos, como es el caso de ‘Candidatus Liberibacter africanus’, causante de la enfermedad del “huanglongbing”.
Se ha visto que cada género autéctono contenia una cepa Gnica de ‘Ca. L. africanus’ (Roberts et al., 2015).
Ademds, en estos primeros andlisis se ha revelado que un porcentaije relativamente alto de las muestras recogidas
para cada tipo de planta contaba con el patégeno, lo cual indica una presencia frecuente y extendida de esta
bacteria en Suddfrica.

Estos estudios se han ampliado para incluir el grupo de los fynbos dentro de la familia de las Rurdceas propia de
Cabo Occidental, excluyendo los huéspedes de no rutéceas. Para este trabaijo se utilizé el ensayo PCR de todo el
género’ Candidatus Liberibacter’ (Roberts et al., 2015). En cuanto a los insectos vectores, el psilido Trioza erytreae
es conocido como un vector de ‘Ca. L. africanus’, mientras que Diaphorina citri puede transmitir la bacteria
experimentalmente. Todavia se desconocen si hay mds insectos vectores de las diversas cepas ‘Ca. L. africanus’
detectadas.

\ef.’
e

Zanthoxulum capense*

.".'

® Huéspedes de la familia de las rutéceas para ‘Candidatus Liberibacter africanus’ sensu lato
identificadas en Sudéfrica.
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FICHA DE INNOVACION CIENTIFICA

Identificacién de plantas huésped alternativas para
‘Candidatus Liberibacter africanus’ sensu lato

Dentro del marco de TROPICSAFE se ha llevado a cabo un estudio y caracterizacién de los linajes de ‘Candidatus
Liberibacter’, junto con sus potenciales insectos vectores en plantas huesped alternativas a los citricos. Se han
recogido muestras de maleza y plantas autéctonas en diferentes localidades de Cabo Occidental, Sudéfrica,
durante varias estaciones en 2017 y 2018, principalmente en zonas préximas a huertos frutales y vifiedos.
El material foliar recogido ha sido almacenado a -80°C hasta poder realizar extracciones del ADN. Se han
efectuado pruebas PCR cuantitativas para la deteccién de ‘Candidatus Liberibacter’. También se han realizado
PCR convencionales para las muestras cPCR positivas. Los amplicones obtenidos fueron sometidos a secuenciacién.
Ademés, se han aplicado cédigos de barras para facilitar la identificacién taxonémica de las plantas huésped
alternativas.

Las mismas dreas han sido analizadas para determinar la presencia de potenciales insectos vectores (psilidos)
antes de crear muestras para la deteccién de las bacterias. Los insectos han sido recogidos por succién (dispositivo
DVAC) y almacenados en etanol absoluto para la posterior identificacién y el andlisis molecular. La identificacién
de insectos en bruto ha sido realizada mediante andlisis de los caracteres morfolégicos y los insectos mds relevantes
han sido sometidos a la extraccién de ADN con el método TNES no destructivo aplicando tampén de extraccién,
lo que permite dejar los insectos intactos para su posterior identificacién y depésito de las muestras en museos.

* Dispositivo de aspiracién para retirar insectos de los fynbos en Sudéfrica.
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m DATOS CIENTIFICOS Y PRIMEROS RESULTADOS
Identificacién de plantas huésped alternativas para
‘Candidatus Liberibacter africanus’ y sus subespecies

Se han realizado tres estudios de campo en septiembre de 2017, enero y agosto de 2018. Los dos primeros
en las dreas Worcester/Robertson/Slanghoek del valle Breederiver (Cabo Occidental), el dltimo en Vredendal/
Lutzville, en la costa oeste del Cabo. Se han utilizado doce dreas de recoleccién, de las cuales dos estaban
situadas en la cercania de huertos de citricos. Se han recogido insectos de 1.001 muestras de plantas usando
un dispositivo de aspiracién (DVAC). También se ha recogido material de las hojas y ramas de las plantas. Se
ha extraido el ADN de todas las muestras vegetales. Se han recogido entre 5y 100 especimenes de cada una
de las 42 especies vegetales (con un méximo de 20 especimenes de cada una por drea). Estas plantas han sido
identificadas segin sus caracteres morfolégicos y el gen rbcl de los especimenes representativos ha sido sometido
a secuenciacién. Se han analizado todas las muestras para la presencia de ‘Candidatus Liberibacter' mediante
cPCR. Las muestras con valores Ct por debajo de 30 (143) también han sido analizadas para la presencia de
‘Candidatus Liberibacter’ mediante PCR por los genes rplJ y omp. Setenta y ocho de las muestras con valores Ct
por debajo de 30 procedian de una de las tres especies de Atriplex recogidas, catorce procedian de las especies
de Lycium, quince de Rapistrum rugosum, mientras que el menor nimero de muestras procedia de ofras especies.
Ninguna de las muestras presentaba amplicones en PCR. No se han observado psilidos entre el gran nimero de
ofros insectos recogidos. Una de las muestras de Atriplex, cPCR positiva, ha sido sometida a secuenciacién de
préxima generacién (NGS) y los resultados estén siendo analizados.

__ - N

* Arboledas de Atriplex lindleyii, especie vegetal con un elevado nimero
de especimenes con bajos valores de Ct en ‘Candidatus Liberibacter’.
Deteccién por pruebas especificas cPCR.

PALABRAS CLAVE

‘Candidatus Liberibacter africanus’, “huanglongbing”, plantas huésped alternativas, Trioza erytreae

Roberts R., Steenkamp E.T., Pietersen G. 2015. Three novel lineages of ‘Candidatus Liberibacter africanus’ associated with native Rutaceae
hosts of Trioza erytreae in South Africa. Infernational Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 65, 723-731.

Gerhard Pietersen Universidad de Pretoria, Pretoria, Sudéfrica gerhard. pietersen@up.ac.za / gpietersen@sun.ac.za
Febrero de 2019
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RICERCA DI PIANTE OSPITI ALTERNATIVE E DI INSETTI
VETTORI DI ‘CANDIDATUS LIBERIBACTER AFRICANUS’
SENSU LATO NEL WESTERN CAPE, SUD AFRICA

SCHEDA
INFORMATIVA
SCIENTIFICA

* 4k

Rischio di diffusione ‘Candidatus Liberibacter africanus’

Molto poco & noto sulle piante ospiti alternative e sui vettori di insetti dell importante agente patogeno ‘Candidatus
Liberibacter africanus’, associato al “greening” degli agrumi. Questa mancanza di conoscenze & molto grave
poiché I'importazione di piante ospiti alternative o I'introduzione accidentale di un insefto vettore potrebbe
servire come mezzo di diffusione del patogeno a zone del mondo non ancora infette, inclusa I'Europa. E stata
condotta un’indagine su numerosi di campioni di potenziali piante ospiti alternative del patogeno, concentrandosi
principalmente su specie che si trovano nella parte occidentale del Sud Africa. E stato verificato che gli arbusti di
Rutacee autoctone del Sud Africa sono comunemente infettati da questi batteri, che perd risultano diversi e specifici
per ogni specie analizzata. E importante verificare se esistono piante ospiti alternative agli agrumi in Sud Africa
ed per la loro identificazione sono state utilizzate la morfologia e la tecnica del “barcode”. Il monitoraggio delle
specie di psillidi osservate su queste piante & avvenuto tramite il riconoscimento “barcode” dei morfogruppi ed
'identificazione morfologica dei vari insetti.

® Immagini in alto: sintomi di “greening” negli agrumi. Immagine in basso a sinistra: psillide vettore
Trioza erytreae. Inmagine in basso a destra: sacche prodotte da ninfe di T. erytreae su foglie di Vepris
lanceolata.
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SCHEDA INFORMATIVA SCIENTIFICA

Piante ospiti alternative di ‘Candidatus Liberibacter
africanus’ sensu lato in Sud Africa

Sono in corso studi per determinare se specie indigene di Rutaceae (Calodendrum capense, Clausena anisata, Oricia
spp., Teclea spp., Vepris spp. e Zanthoxylum spp.) fungano da serbatoi per il pericoloso agente patogeno degli
agrumi ‘Candidatus Liberibacter africanus’ associato al “greening” degli agrumi. Ogni genere di pianta indigena
analizzata conteneva un ceppo specifico di ‘Ca. L. africanus’ (Roberts et al., 2015). Una percentuale relativamente
alta dei campioni raccolti per ciascun genere di pianta & risultata positiva per il patogeno, suggerendo la presenza
ubiquitaria di questo batterio in Sud Africa. Questi studi sono stati ampliati aggiungendo esclusivamente il gruppo
relativamente numeroso di rutacee del “fynbos” del capo occidentale. Per questi studi & stato utilizzato un saggio
PCR generico per ‘Candidatus Liberibacter’ (Roberts et al., 2015). Lo psillide Trioza erytreae & il vettore noto di
‘Ca. L. africanus’ ma anche Diaphorina citri, pud trasmettere questo batterio sperimentalmente. Gli insetti vettori dei
ceppi diversi di ‘Ca. L. africanus’ sono ancora sconosciuti.

.H‘

~eee® Calodéndrum capense Zanthoxulum capense'

bachamangii 224 & Clausena-anisata. |

e Specie di rutacee ospiti di ‘Candidatus Liberibacter africanus’ sensu lato identificate in Sud Africa.

Questo progetto é stato finanziato nell’ambito del
programma dell’Uninone Europea Horizon 2020
ricerca ed innovazione con il contratto No 727459

 rsricsare www.tropicsafe.eu




SCHEDA INFORMATIVA SCIENTIFICA

Sopralluoghi per I'identificazione di piante ospiti
alternative di ‘Candidatus Liberibacter africanus’ sensu lato

Nell'ambito di TROPICSAFE sono stati effettuati sopralluoghi e caratterizzazione di ceppi di ' Candidatus Liberibacter’
e dei loro potenziali insetti vettori in piante ospiti alternative agli agrumi. Campioni di piante erbacee autoctone sono
stati raccolti in diverse localita del capo occidentale, in Sud Africa durante diverse stagioni nel 2017 e nel 2018,
spesso inforno ad agrumeti o vigneti. Il materiale fogliare raccolto & stato conservato a -80°C fino all’estrazione
del DNA. Sono quindi state effettuate prove di PCR quantitativa specifica per verificare la presenza di ‘Candidatus
Liberibacter’. Sui campioni positivi in gPCR & stata effettuata PCR e gli ampliconi oftenuti sono stati sequenziati. Per
I'identificazione delle piante ospiti alternative sono state utilizzate chiavi tassonomiche e “barcode”.

Le stesse aree sono state esaminate anche per la presenza di potenziali insetti vettori (psillidi) prima di campionarli
per i saggi di laboratorio per rilevare la presenza dei batteri. Il campionamento & stato effettuato mediante
aspirazione (macchina DVAC) degli insetti che sono poi stati conservati in etanolo assoluto per la successiva
identificazione e I'analisi molecolare. Lidentificazione & stata effettuata su base morfologica e gli insetti sono poi
stati softoposti all’estrazione del DNA utilizzando un metodo non distruttivo basato sull’'uso di un tampone TNES che
lascia intatti gli insetti per una successiva conferma dell’identificazione e per la loro conservazione in musei come
campioni di riferimento tassonomico.

e Utilizzo di un’aspiratore per raccogliere gli insetti dalle piante del “fynbos” in Sud Africa.
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SCHEDA INFORMATIVA SCIENTIFICA

m DATI SCIENTIFICI E PRIMI RISULTATI
Identificazione di piante ospiti alternative per
‘Candidatus Liberibacter africanus’ e sue sottospecie

Sono stati condotti tre sopralluoghi a settembre 2017, gennaio e agosto 2018. | primi due nelle zone di Worcester
/ Robertson / Slanghoek della valle Breederiver, nel capo occidentale mentre |'ultimo a Vredendal / Lutzville,
sulla costa di capo occidentale. Sono stati esaminati dodici siti di raccolta, di cui due in prossimita di agrumeti.
Utilizzando il dispositivo DVAC, sono stati raccolti insefti da 1.001 campioni di piante da cui sono stati prelevati
materiali fogliari e piccole branche ed & stato estratto il DNA. Sono stati raccolti da 5 a 100 esemplari di ciascuna
delle 42 specie di piante (con un massimo di 20 esemplari della stessa specie per sito). Queste piante sono state
identificate mediante caratteri morfologici e tramite il sequenziamento del gene rbcl di campioni rappresentativi.
Tutti i campioni sono stati saggiati per verificare la presenza di ‘Candidatus Liberibacter’ spp. mediante saggi
qPCR. | 143 campioni con valori Ct inferiori a 30 sono stati anche saggiati mediante PCR sui geni rplJ e omp.
Settantotto dei campioni con valori di Ct inferiori a 30 provenivano da una delle tre specie di Atriplex raccolte,
mentre 14 provenivano da specie di Lycium, 15 da Rapistrum rugosum, mentre un numero inferiore di campioni
proveniva da altre specie. Nessuno dei campioni ha prodotto ampliconi in PCR. Nessuno psillide & stato individuato
trai numerosi altri insefti raccolti. Un campione di Atriplex, positivo in qPCR, & stato sottoposto a sequenziamento
totale (NGS) ed i risultati sono in fase di analisi.

® Cespugli di Atriplex lindleyii, specie che ha fatto registrare un elevato
numero di campioni con bassi valori di Ct ai saggi effettuati mediante
qPCR specifica per identificare la presenza di ‘Candidatus Liberibacter.

PAROLE CHIAVE

‘Candidatus Liberibacter africanus’, “greening” degli agrumi, piante ospiti alternative, Trioza erytreae

ULTERIORI INFORMAZIONI

Roberts R., Steenkamp E.T., Pietersen G. 2015. Three novel lineages of ‘Candidatus Liberibacter africanus’ associated with native Rutaceae
hosts of Trioza erytreae in South Africa. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 65, 723-731.

Gerhard Pietersen Universita di Pretoria, Pretoria (Sud Africa) gerhard. pietersen@up.ac.za / gpietersen@sun.ac.za

Febbraio 2019
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DETECTION OF PHYTOPLASMAS IN CHILE,
ITALY AND SOUTH AFRICA VINEYARDS
A priority measure to focus the diseases management
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m THE PROBLEM ADDRESSED
Update on phytoplasmas detected in grapevines

In the different viticultural areas in the world, phytoplasmas cause losses that range from 13 up to 100%, depending
mainly on the virulence of the pathogen and the varietal susceptibility. Control is essentially based on the prevention of
spread of the pathogen. The most efficient management tools are, therefore, the use of phytoplasma-free propagation
material, the control of insect vectors and the elimination of inoculum sources of the pathogen, including alternate
host plants. With this aim the identification of phytoplasmas present in the vineyards is of the highest priority and
importance in order to focus the disease management efforts in the countries involved in the project, since it will
provide the appropriate information about target insect vectors to control and alternate host plants to eliminate in
order to reduce presence of the pathogen and also reduce pesticide usage.

* Symptoms in leaves of five grapevine samples positive for phytoplasmas in Chile. A) VN17- variety
Chardonnay with downward rolling and yellowing of the veins. B) VN12- variety Pais with downward
rolling and yellowing. C) VN29- variety Tintorera with downward rolling and reddening. D) VN69-
variety Semillén with downward rolling and small leaves. E) Leaf of VN32-variety Sauvignon blanc
with downward rolling and deformation.
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What is known about the identity of phytoplasmas
associated with grapevine yellows in Chile, ltaly and South Africa?

The grapevine yellows agents are generally well known in Europe, while less data and information are available
for other countries, such as Chile and South Africa. In South Africa the agent and its main insect vector have been
discovered recently (Map 1), while in Chile different grapevine phytoplasmas and insects harbouring some of these
phytoplasmas have been identified (Map 2). In the majority of the European countries, the phytoplasmas associated
with the disease are known as “bois noir” and “flavescence dorée”, the last one being a quarantine organism
(Angelini et al., 2018). The surveys in ltaly allowed the detection of new phytoplasmas (Map 3) and new potential
insect vectors in some of the main grapevine growing regions (Zambon et al., 2018). It is therefore clear that only
a constant monitoring will allow for the prompt detection of phytoplasmas or new phytoplasmas that may infect
grapevine plants. Furthermore, monitoring is necessary to determine if the endemic phytoplasmas are spreading.
This information is the basis for control measures. Finally, knowledge of the phytoplasma strains associated with
grapevine yellows in the three countries is the basis for improving the detection techniques.
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* Map 1. Areas in South Africa where the ‘Candidatus
Phytoplasma asteris’ associated with grapevine yellows
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the phytoplasmas were detected in the vineyards.
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Techniques for the molecular identification of the
grapevine yellows phytoplasmas

Samples from grapevine grown commercially in affected areas within the three countries were collected during
the summer/autumn seasons in 2017 and 2018 and stored at -80°C for subsequent testing. The presence of
phytoplasmas was detected after nucleic acid extraction and polymerase chain reaction (PCR) followed by restriction
fragment length polymorphism (RFLP) and sequencing. The primers used for the PCR amplification are given in Table
1 for the three areas, Table 2 for Chile and Table 3 for Italy and South Africa.

In Chile, the survey was carried out in the Maule and Valparaiso Regions. Ninety samples were collected and
analysed by nested PCR using 50S ribosomal subunit gene primers, designed by the “Laboratorio de Fitovirologia”
of the University of Chile (Table 2). The amplification products from four samples were sequenced to identify
the phytoplasmas present. Results were confirmed using nested PCR with P1/P7 primers, followed by R16F2n/
R2 primers (Table 1). In ltaly, total nucleic acids were extracted with a chloroform/phenol method from 103
symptomatic grapevine samples collected in diverse areas and used in PCR assays with phytoplasma universal
primer pair P1/P7, followed by nested-PCR with primers R16F2n/R2. Additional nested-PCR assays were carried
out using primers R16(I)F1/R1 (Table 3). Phytoplasma identity was detected by RFLP analyses. Selected samples
were then sequenced to confirm phytoplasma identity by virtual RFLP and phylogeny. In South Africa, sampling
was carried out in the white cultivar Colombard. Samples from asymptomatic (41) and symptomatic (39) plants
were collected and processed by removing phloem tissues from which DNA was extracted using a CTAB-based
protocol. The extracted DNA was quantified by nanodrop analysis and quality parameters for the samples ranged
between A260/280: 1.73-2.02 and A260/230: 0.80-1.86, while concentrations ranged from 69 to 352 ng/pL.
The DNA quality was further assessed by agarose gel electrophoresis. The aster yellows phytoplasma diagnostics
were performed using the PCR assay reported in Table 3.

Table 1. General primers used for phytoplasma detection in grapevine in Chile, laly and

South Africa
Assay Primer set Am plicon size (bp) Literature
Deng and Hiruki, 1551;
PCR P1/P7 1,792 .
/ Schneider ef al,, 1995
PCR nested 1 RI16F2n/R16R2 1,244 Gundersen and Lee 1996
PCR nested 2 US/U3 200 Lorenz et al., 1995

Table 2. General primers used for phytoplasma detedtion in grapevine in Chile

Assay Primer set Amplicon size (bp) Literature

PCR LSu2 pF/LSu2pR 1,700 Zamorano and Fiore,
unpublished

PCR nested LSu2pFn/LSuZpRn 1,280

Table 3. Primers used for phytoplasma detection in grapevine in Italy and South Africa

Assay Primer set Amplicon size [bp) Literature
Deng and Hiruki, 1991;
PCR P1/P7 1,792 .
/ Schneider et al,, 1935
PCR nested 1 R16F2n/R16R2 1,244 Gundersen and Lee 1996
PCR nested 2 R16(I)F1/R16(1)R1 1,100 Lee et al., 1994
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Identification of phytoplasmas associated with
grapevine yellows diseases

The surveys carried out in the three countries confirmed the presence of diverse prevalent phytoplasmas. In Chile
the samples examined were infected with a ‘Candidatus Phytoplasma pruni’-related strain classified in the 165rlll-J
subgroup; with a ‘Ca. P. ulmi’-related strain (16SrV-A); a ‘Ca. P. fraxini’-related strain (16SrVII-A); and a ‘Ca. P.
solani’-related strain (16SrXII-A). The situation in Chile, with the constant presence of these phytoplasmas in the
surveyed vineyards, remained unchanged. In ltaly the main phytoplasmas detected were ‘Ca. P. solani’-related
and ‘Ca. P. asteris’-related (16Srl-B). Others phytoplasmas were also detected: ‘Ca. P. fraxini’-related (16SrVII-A);
“Havescence dorée” (16SrV-C and -D); ‘Ca. P trifolii’-related (16SrVI); ‘Ca. P. phoenicium’-related (16SriX);
‘Ca. P. pruni’-related (16Srlll); ‘Ca. P. prunorum’-related (16SrX-B). Samples with mixed infection with two of
these phytoplasmas have also been recorded. The increasing presence of ‘Ca. P. asteris’-related phytoplasma
needs monitoring through specific detection tools application in order to be able to manage the possible epidemic
increasing of the dissemination of the phytoplasma. In South Africa the presence of ‘Ca. P. asteris’-related strains
(16Srl-B and 165rl-C) was confirmed in the area where the disease was first reported several years ago, confirming

the severity of the presence of this phytoplasma associated with the grapevine yellows diseases.
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16SrVII-B
16SIVII-C
16SIVII-D
16SrVII-B
16SIVILC
16SrVII-D
16SIVII-A
16SrVII-B
16SrVII-A
165rVII-B
16SrVII-C
16SIVII-D
16SrVII-A
165VII-B
16SrVII-C
16SrVII-D

® Virtual restriction fragment length polymorphism analyses on grapevine R16F2n/R2 amplicon
(GenBank accession number KY454858) and reference strains using the interactive online tool
iPhyClassifier (from Zambon et al., 2018).

Nested-PCR, RFLP, phytoplasmas identification, phytoplasmas control
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DETECTION DE PHYTOPLASMES DANS LES
VIGNOBLES DU CHILI, D'ITALIE ET D’AFRIQUE DU SUD

Une mesure prioritaire pour cibler la gestion des maladies
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m LE PROBLEME ABORDE
Mise & jour des phytoplasmes de la vigne

Dans les différentes régions viticoles du monde, les phytoplasmes provoquent des pertes allant de 13 & 100%, en
fonction essentiellement de la virulence de I'agent pathogéne et de la sensibilité variétale. La lutte est essentiellement
basée sur la prévention de la propagation de I'agent pathogéne. Les outils de gestion les plus efficaces sont donc
' utilisation de matériel de multiplication sans phytoplasme, la lutte contre les insectes vecteurs et |'élimination des
sources d’inoculum de I'agent pathogéne, y compris des plantes hétes alternatives. Dans ce but, I'identification
des phytoplasmes présents dans les vignobles est de la plus haute priorité et de la plus haute importance afin de
concentrer les efforts de gestion des maladies dans les différents pays impliqués dans le projet, car elle fournira les
informations appropriées sur les insectes vecteurs & contréler et les plantes hétes alternatives & éliminer, pour réduire
la présence de I'agent pathogéne et réduire |'utilisation de pesticides.

* Symptdmes sur les feuilles de cing échantillons de vigne positifs pour la présence de phytoplasmes
au Chili. A) Variété YN17- Chardonnay avec enroulement vers le bas et jaunissement des nervures.
B) VN12- variété Pais avec enroulement vers le bas et jaunissement. C) VN29- variété Tintorera avec
roulage vers le bas et rougissement. D) VN69- variété Semillén avec des petites feuilles qui s’enroulent
vers le bas. E) Feuille de la variété VN32-Sauvignon blanc avec enroulement ver le bas et déformation.
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Que sait-on de l'identité des phytoplasmes associés a la
jaunisse de la vigne au Chili, en ltalie et en Afrique du Sud ?

Les agents pathogénes responsables de jaunisse de la vigne (JV) sont généralement bien connus en Europe, alors
qu’on dispose de moins de données et d'informations pour d’autres pays, comme le Chili et I'’Afrique du Sud.
En Afrique du Sud, I'agent pathogéne et son principal insecte vecteur ont été découverts récemment (Carte 1),
tandis qu’au Chili, différents phytoplasmes de la vigne et insectes abritant certains de ces phytoplasmes ont été
identifiés (Carte 2). Dans la majorité des pays de |'Europe, les phytoplasmes associés aux jaunisses de la vigne
sont le bois noir et la flavescence dorée, le dernier étant un organisme de quarantaine (Angelini et al., 2018). Les
prospections réalisées en ltalie ont permis la détection de nouveaux phytoplasmes (Carte 3) et de nouveaux insectes
vecteurs potentiels dans certaines des principales régions viticoles (Zambon et al., 2018). Il est donc clair que
seule une surveillance constante permettra de détecter rapidement les phytoplasmes ou les nouveaux phytoplasmes
pouvant infecter les plants de vigne. En outre, une surveillance est nécessaire pour déterminer si les phytoplasmes
endémiques se propagent. Ces informations constituent la base des mesures de contréle. Enfin, la connaissance des

techniques de détection.
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Techniques d’identification moléculaire des
phytoplasmes associés aux jaunisses de la vigne

Des échantillons de vignes cultivées commercialement dans les zones affectées des trois pays ont été collectés
pendant les étés et automnes 2017 et 2018 et conservés & -80°C pour étre analysés. La présence de phytoplasmes
a été détectée aprés |'extraction des acides nucléiques et la réaction en chaine de la polymérase (PCR), suivie d’une
analyse par polymorphisme de longueur de fragment de restriction (RFLP) et d’un séquencage. Les amorces utilisées
pour I'amplification par PCR sont données dans le Tableau 1 pour les trois zones, le Tableau 2 pour le Chili et le
Tableau 3 pour I'ltalie et I’ Afrique du Sud.

Au Chili, la prospection a ét¢ menée dans les régions de Maule et Valparaiso. Quatre-vingt-dix échantillons ont
été prélevés et analysés par PCR imbriquée & 'aide d’amorces ciblant le géne de la sous-unité ribosomique 508,
définies par le “Laboratorio de Fitovirologia” de I'Université du Chili (Tableau 2). Les produits d’amplification
de quatre échantillons ont été séquencés pour identifier les phytoplasmes présents. Les résultats ont été confirmés
par PCR imbriquée avec les amorces P1/P7, suivies des amorces R16F2n/R2 (Tableau 1). En ltalie, les acides
nucléiques totaux ont été extraits & |'aide d’un protocole au phénol-chloroforme pour 103 échantillons de vignes
symptomatiques prélevés dans diverses régions et utilisés pour des tests PCR avec la paire d’amorces universelle
phytoplasmes P1/P7, suivie d’'une PCR imbriquée avec les amorces R16F2n/R2. D'autres tests PCR imbriqués
ont été effectués & I'aide des amorces R16(I)F1/R1 (Tableau 3). Lidentité du phytoplasme a été détectée par des
analyses RFLP. Des échantillons sélectionnés ont ensuite été séquencés pour confirmer I'identité¢ du phytoplasme par
RFLP virtuel et phylogénie. En Afrique du Sud, |'échantillonnage a été réalisé sur le cultivar blanc Colombard. Des
échantillons de plantes asymptomatiques (41) et symptomatiques (39) ont été prélevés et traités en prélevant des
tissus du phloéme dont I’/ADN a été extrait selon un protocole CTAB. L'ADN extrait a été quantifié avec un nanodrop
et les paramétres de qualité des échantillons se situaient pour le rapport A260/280: 1,73-2,02 et pour le rapport
A260/230: 0,80-1,86, les concentrations variant de 69 & 352 ng/pL. La qualité de I’ADN a été évaluée aussi par
électrophorése sur gel d’agarose. Le diagnostic de phytoplasmes du groupe “aster yellows” a été effectué & I'aide
du test PCR présenté au Tableau 3.

Tableau 1. Amorces générales utilisées pour la détection des phytoplasmes dans les vignes
au Chili, en Halie et en Afrique du Sud

Test Clouple Taille de I'amplicon (pb) | Littérature
d'amoreces
PCR p1/P7 1792 Deng et Hiruki, 1991; Schneider

etal, 1995
Gundersen et Lee 1936
Lorenz et al., 1995

Nested PCR1 RI16F2n/R16R2  1.244
Nested PCR2 U5/U3 800

Tableau 2. Amorces générales utilisées pour la détection des phytoplasmes dans les vignes

au Chili
Test Clouple Taille de I'amplicon Littérature
d'amoreces {ph)
PCR LSu2pF/LSu2pR 1.700 Zamorano et Fiore,
nan publié
Nested PCR  LSu2pFn/ Su2pRn 1.280

Tableau 3. Amorces utilisées pour la détection des phytoplasmes dans les vignes en Italie et
en Afrique du Sud

Couple

Taille de I"'amplicon

Test d'amoreces (pb) Littérature
Deng et Hiruki, 1991; Schneider
PCR P1/P7 1.792 '
/ et al, 1995
PCRnested 1 R16F2n/R16R2 1.244 Gundersen et Lee 1996
PCR nested 2 R16(1)F1/R16(I)R1 1.100 Lee et al., 1994
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Identification de différents phytoplasmes responsables
des maladies des jaunisses de la vigne

Les prospections menées dans les trois pays ont confirmé la présence de divers phytoplasmes prévalents. Au
Chili, les échantillons examinés étaient infectés par une souche apparentée & ‘Candidatus Phytoplasma pruni’
classée dans le sous-groupe 16Srlll-J; avec une souche apparentée & ‘Ca. P. ulmi’ (16SrV-A); avec souche
apparentée a ‘Ca. P. fraxini’ (16SrVII-A); et une souche apparentée & ‘Ca. P. solani’ (16SrXIIl-A). La situation au
Chili, avec la présence constante de ces phytoplasmes dans les vignobles étudiés, reste inchangée. En ltalie,
les principaux phytoplasmes détectés étaient apparentés & ‘Ca. P. solani’ et & ‘Ca. P. asteris’ (16Srl-B). D’autres
phytoplasmes ont également été détectés: apparentés & ‘Ca. P. fraxini’ (16SrVII-A); flavescence dorée (16SrV-C
et -D); apparentés & ‘Ca. P trifolii’ (16SrVI); apparentés & ‘Ca. P. phoenicium’ (16SrlX); apparentés a ‘Ca. P.
pruni’ (16Srlll); apparentés & ‘Ca. P. prunorum’ (16SrX-B). Des échantillons présentant une co-infection avec
deux de ces phytoplasmes ont également été enregistrés. La présence croissante d’un phytoplasme apparenté
a ‘Ca. P. asteris’ doit étre surveillé au moyen d'outils de détection spécifiques afin d’étre en mesure de gérer
I"éventuelle augmentation d'épidémie liée & la dissémination du phytoplasme. En Afrique du Sud, la présence
de souches apparentées & ‘Ca. P. asteris’ (16Srl-B et 16Srl-C) a été confirmée dans la zone ouU la maladie a été
signalée pour la premiére fois il y a plusieurs années, confirmant la présence sévére de ce phytoplasme dans
les maladies de jaunisses de la vigne.

16SrVII-C
16SrVII-D
16SrVII-A
16SrVII-B
16SrVII-C
16SrVII-D
16SrvII-D
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* Analyses de polymorphisme de longueur de fragments de restriction virtuelle sur I'amplicon de vigne
R16F2n/R2 (GenBank numéro d’accés KY454858) et sur souches de référence en utilisant |'outil
interactif en ligne iPhyClassifier (de Zambon et al., 2018).

“Nested”-PCR, RFLP, phytoplasmas identification, phytoplasmas control
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m PROBLEMA ABORDADO
Actualizacién sobre la presencia de fitoplasmas en la vid

En diferentes regiones vitivinicolas del mundo, los fitoplasmas causan pérdidas que van del 13 al 100%, dependiendo
de la agresividad del patégeno y de la susceptibilidad varietal. El control de fitoplasmas se basa en la prevencién
de la diseminacién del mismo. Por lo tanto es importante propagar material vegetal libre de fitoplasmas, controlar
los insectos vectores y eliminar las plantas fuentes de inéculo del patégeno, inclusive los hospederos secundarios.
Es prioritario identificar los fitoplasmas presentes en los vifiedos para optimizar los esfuerzos de gestién de las
enfermedades que estos patégenos causan en varios de los paises implicados en el proyecto TROPICSAFE. Las
informaciones generadas permitirén conocer los insectos vectores a controlar y las plantas huéspedes alternativas
que deben eliminarse, con el fin de reducir la presencia del patégeno y de disminuir las aplicaciones de insecticidas.

* Sintomas presentes en las hojas de cinco muestras de vid positivas a fitoplasmas en Chile. A) VN17 -
variedad Chardonnay con hojas enrolladas hacia el envés y nervaduras amarillas. B) VN12 - variedad
Pais con hojas enrolladas hacia el envés y nervaduras amarillas. C) VN29 - variedad Tintorera con
hojas enrolladas hacia el envés y enrojecimientos de las [éminas foliares. D) VN9 - variedad Semillén
ccon hojas enrolladas hacia el envés y hojas pequefias E) VN32 - variedad Sauvignon blanc con hoja

deformada y enrollada hacia el envés.
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¢Qué se sabe sobre la identidad de los fitoplasmas
asociados a la amarillez de la vid en Chile, ltalia y Sudéfrica?

Los agentes de la amarillez de la vid generalmente son bastante conocidos en Europa, mientras que hay menos
datos e informacién disponible para otros paises, como Chile y Suddfrica. En Suddfrica, el fitoplasma presente y su
principal insecto vector han sido identificados recientemente (Mapa 1), mientras que en Chile se han identificado
diferentes fitoplasmas e insectos vectores (Mapa 2). En la mayoria de los paises europeos, los fitoplasmas asociados
a la vid son “bois noir” y “flavescence dorée”, siendo este Gltimo un organismo sujeto a cuarentena (Angelini et al.,
2018). Los estudios realizados en Italia han permitido la deteccién de nuevos fitoplasmas (Mapa 3) y potenciales
insectos vectores en algunas de las principales regiones viticolas (Zambon et al., 2018).

Ante esta situacién, es evidente que sélo un control constante permitird la deteccién inmediata de fitoplasmas o
nuevos fitoplasmas que podrian infectar a la vid. Es necesario, por lo tanto, realizar un seguimiento para determinar
si los fitoplasmas considerados como agentes endémicos se estdn diseminando y en base a esta informacién,
definir y aplicar las medidas de control més adecuadas. Ademds, el conocimiento de las variantes genéticas de
los fitoplasmas responsables de la amarillez de la vid en los tres paises, constituye la base para la mejora de las
técnicas de defeccién.
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* Mapa 2. Regiones de Chile visitadas y ubicaciones de
vifiedos infectados por fitoplasmas.

* Mapa 3. Areas en ltalia donde se han detectado nuevos
fitoplasmas asociados a la amarillez de la vid.

Este proyecto ha recibido financiacion del

"' ”' Bpic SAFE . F programa de investigacion e Innovacion de la

£ _.TJ - WWWh’OpICSG e.eu Unidn Europea H2020, bajo el acuerdo de
. concesion N¢ 727458
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Técnicas de identificaciéon molecular de los fitoplasmas
asociados a la amarillez de la vid

Durante el verano/otofio de 2017 y 2018 se recogieron muestras en vifiedos situados en las zonas afectadas de los
fres paises y se almacenaron a -80°C. La presencia de fitoplasmas se detect tras la extraccién de dcidos nucleicos
totales (ANT) y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), polimorfismos de la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP) y secuenciacién. Los cebadores utilizados para la amplificacién de PCR se detallan en la TablaT
para los tres paises, en la Tabla 2 para Chile y en la Tabla 3 para ltalia y Sudéfrica.

En Chile, el estudio se realizé en las regiones de Maule y Valparaiso. Noventa muestras han sido recogidas y
analizadas mediante PCR anidado utilizando cebadores del gen para la subunidad ribosomal 508, disefiados por el
“Laboratorio de Fitovirologia” de la Universidad de Chile (Tabla 2). Los amplicones de las cuatro muestras han sido
secuenciados. Los resultados han sido confirmados utilizando PCR anidada con los cebadores P1/P7, seguidos de
R16F2n/2 (Tabla 1). En Italia, los ANT han sido extraidos a través del método de fenol-cloroformo. Se analizaron
103 muestras de vid sintomdticas recogidas en diferentes zonas. Se realizé el PCR con los cebadores P1/P7, y
en PCR anidado con los cebadores R16F2n/R2. Se han realizado ensayos PCR anidado adicionales utilizando
cebadores R16(I)F1/R1 (Tabla 3). Los fitoplasmas se identificaron a través de RFLP. También se secuenciaron
algunas muestras para confirmar la identidad de los fitoplasmas detectados mediante RFLP virtual y filogenia. En
Sudéfrica, el muestreo ha sido realizado en la variedad blanco Colombard. Se recogieron muestras de plantas
asintomdticas (41) y sintomdticas (39), se extrajo ADN desde floema mediante el protocolo CTAB. El ADN extraido
ha sido cuantificado en nanodrop, mostrando los siguientes pardmetros cualitativos: 1,73-2,02 (A260/230) y
0,80-1,86 (A260/230). Mientras que las concentraciones oscilaron entre 69 y 352 ng/pL. La calidad del ADN fue
nuevamente evaluada mediante electrophoresis en gel de agarosa. La identificacién del fitoplasma de la amarillez
del &ster se realizé6 mediante ensayo PCR (Tabla 3).

Tabla 1. Cebadores generales utilizados para la deteccion de fitoplasmas envifiedos de Chile,
Italia y Sudafrica

Ensayo Cebadores Tamaiio de amplicon [bp) | Bibliografia

Deng y Hiruki, 1951;

PCR P1/P7 L7352 Schneider et al,, 1995
PCRanidado 1  R16F2n/R16R2 1.244 Gundersen y Lee 1596
PCR anidado 2 UUS/U3 200 Lorenz et al., 1995

Tabla 2. Cebadores generales utilizados para la deteccion de fitoplasmas en vinedos de Chile

Ensayo Cebadores Tamaiio de amplicon (bp) | Bibliografia
PCR LSu2pF/LSu2pR 1.700

Zamorano y Fioreno, no
publicado

PCR anidado LSuZpFn/LSu2pn  1.280

Tabla 3. Cebadores generales utilizados para la deteccion de fitoplasmas envifiedos de Italia

y Sudafrica

Ensayo Cebadores Tamafio de amplicon (bp) Bibliografia

Pe P1/P7 1792 Schnekder et o, 1535
PCR anidado 1 R16F2n/R1G6R2 1.244 Gundersen y Lee 1996
PCR anidado 2 R16(I)F1/R16(I)RL 1.100 Lee et al., 1994

Este proyecto ha recibide financiacion del
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FICHA DE INNOVACION CIENTIFICA

Identificacién de fitoplasmas asociados a la amarillez

de la vid

Los estudios realizados en los tres paises han confirmado la presencia de varios fitoplasmas. En Chile, las muestras
analizadas resultaron infectadas por ‘Candidatus Phytoplasma pruni’ - cepa relacionada, clasificada en el subgrupo
165rlll-J; con ‘Ca. P. ulmi’ — cepa relacionada (16SrV-A); ‘Ca. P. fraxini’ — cepa relacionada (16SrVII-A); y ‘Ca. P.
solani’— cepa relacionada (16SrXII-A). La presencia continua de estos fitoplasmas en los vifiedos analizados, muestra
que en Chile la situacién no experimenta cambios. En Italia, los principales fitoplasmas detectados fueron ‘Ca. P.
solani’ y ‘Ca. P. asteris’ (16Srl-B). Ademds, se detectaron otros fitoplasmas: ‘Ca. P. fraxini’ (16SrVII-A); “Havescence
dorée” (16SrV-C y -D); ‘Ca. P. trifolii’ (16SrVl); ‘Ca. P. phoenicium’ (16SriX); ‘Ca. P. pruni’ (16Srlll) y ‘Ca. P.
prunorum’ (16SrX-B). También han sido registradas muestras con infeccién mixta por dos de estos fitoplasmas. La
creciente presencia de ‘Ca. P. asteris’ requiere de un seguimiento mediante herramientas de deteccién especificas
para reducir su diseminacién. En Sudéfrica, la presencia de ‘Ca. P. asteris’- cepas relacionadas (16Srl-B y
165rl-C) ha sido confirmada en zonas donde la enfermedad se habia detectado por primera vez hace varios afios,
lo que confirma la importancia en término de dafios de estos fitoplasmas en la vid.

16SrVII-C
16SrVII-D
16SrVII-C
16SrVII-D
16SrVII-A
16SrVII-D
16SrVII-A
16SrVII-B
16SrVII-C
16SrVII-D
16SrVII-A
16SrVII-B
16SrVII-C
16SrVII-D
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z 32
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* Andlisis RFLP (polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccién) virtuales de un amplicén
obtenido con R16F2n/R2 en vid (nGmero de acceso GenBank KY454858) y cepas de referencia,
mediante la herramienta online iPhyClassifier (Zambon et al., 2018).

PCR anidado, identificacién de fitoplasmas, control de fitoplasmas

Angelini E., Constable F.,, Duduk B., Fiore N., Quaglino F,, Bertaccini A. 2018. Grapevine phytoplasmas. In: Phytoplasmas: Plant
Pathogenic Bacteria-l. Characterization and Epidemiology of Phytoplasma-Associated Diseases. Eds. G.P. Rao, A. Bertaccini, N. Fiore, L.
Liefting. Capitulo 5. Pag. 123-151. Springer, Singapore.

Smyth N., van der Vyver A., Zambon Y., Contaldo N., Bertaccini A., Burger J. 2015. The genetic variability of AY in South African
vineyards and its spatial and temporal distribution in individual vines. 18th Congress of the International Council for the Study of Virus and
Virus-like Diseases of the Grapevine (ICVG). September 7-11, Ankara, Turkey: 128-129.

Zambon Y., Canel A., Bertaccini A., Contaldo N. 2018. Molecular diversity of phytoplasmas associated with grapevine yellows disease in

North-Eastern Italy. Phytopathology 108, 206-214.
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INDIVIDUAZIONE DI FITOPLASMI IN VIGNETI

IN CILE, ITALIA E SUD AFRICA
UN’ATTIVITA PRIORITARIA PER DECIDERE LA GESTIONE DELLA MALATTIA
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= IL PROBLEMA STUDIATO
Aggiornamento sulla presenza di fitoplasmi in vite

Nelle diverse aree viticole del mondo, i fitoplasmi causano perdite che vanno dal 13% al 100%, a seconda della
virulenza del ceppo e della suscettibilita varietale. 1l controllo delle malattie associate a questi patogeni si basa
essenzialmente sulla prevenzione della loro diffusione. Gli strumenti di gestione piu efficienti sono quindi, I'uso di
materiale di propagazione privo di fitoplasmi, il controllo degli insetti vettori e |'eliminazione delle fonti di inoculo
del patogeno, comprese le piante ospiti alternative. Per il raggiungimento di questi obiettivi I'identificazione dei
fitoplasmi presenti nei vigneti & della massima priorita ed importanza per focalizzare gli sforzi di gestione delle
malattie nei paesi coinvolti nel progetto. Questa informazione fornisce le indicazioni appropriate sugli insetti vettori
da controllare e sulle piante ospiti alternative da eliminare per ridurre la presenza dell’agente patogeno e per un
uso appropriato di pesticidi.

* Sintomi in cinque campioni fogliari di vite positivi a fitoplasmi in Cile. A) VN17- varietd Chardonnay
con arrotolamento verso il basso ed ingiallimento delle nervature. B) VN12- varietd Pais con
arrotolamento verso il basso ed ingiallimento. C) VN29- varieta Tintorera con arrotolamento verso il
basso ed arrossamento. D) VN69- varietd Semillén con arrotolamento verso il basso e foglie piccole.

E) Foglia di vitigno Sauvignon di varietd VN32 con arrotolamento verso il basso e deformazione.
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SCHEDA INFORMATIVA SCIENTIFICA

Cosa sappiamo dell’identita dei fitoplasmi associati ai
giallumi della vite in Cile, ltalia e Sud Africa?

Gli agenti di giallumi della vite sono generalmente ben noti in Europa, mentre sono disponibili meno dati e
informazioni per altri paesi, come Cile e Sud Africa. In Sud Africa il fitoplasma e il suo principale insetto vettore
sono stati identificati di recente (Mappa 1), mentre in Cile sono stati identificati fitoplasmi ed insetti vettori diversi
(Mappa 2). Nella maggior parte dei paesi europei, i fitoplasmi associati ai giallumi della vite sono quelli del
legno nero e della flavescenza dorata, quest'ultimo & un organismo di quarantena (Angelini et al., 2018). Le
indagini effettuate in ltalia hanno permesso di rilevare nuovi fitoplasmi (Mappa 3) e nuovi potenziali insetti vettori
in alcune delle principali regioni di coltivazione della vite (Zambon et al., 2018). E quindi chiaro che solo un
monitoraggio costante consentird il rilevamento tempestivo dei fitoplasmi noti o nuovi che infettino le piante di
vite. Inoltre, il monitoraggio & necessario per determinare se fitoplasmi considerati endemici si stiano diffondendo.
Questa informazione & la base per poter applicare adeguate misure di controllo. Infine, la conoscenza dei ceppi di
fitoplasmi presenti nei giallumi della vite nei tre paesi costituisce la base per migliorarne le tecniche diagnostiche.
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Tecniche per la identificazione molecolare dei fitoplasmi
associati ai giallumi della vite

Campioni di viti prelevati in vigneti situati nelle aree colpite all interno dei tre paesi sono stati raccolti durante Iestate
/autunno nel 2017 e 2018 e conservati a -80°C per i le analisi. La presenza di fitoplasmi & stata rilevata dopo
estrazione di acido nucleico ed amplificazione genica (PCR) seguita dall’analisi del polimorfismo della lunghezza
dei frammenti di restrizione (RFLP) e dal sequenziamento. Gli oligonucleotidi utilizzati in PCR sono riportati nella
Tabella 1 per le tre aree, nella Tabella 2 per il Cile e nella Tabella 3 per Italia e Sud Africa. In Cile, I'indagine & stata
condotta nelle regioni di Maule e Valparaiso. Sono stati raccolti ed analizzati 90 campioni mediante PCR “nested”
utilizzando oligonucleotidi genici per la subunita ribosomica 50S, disegnati dal “Laboratorio de Fitovirologia”
dell’'universita del Cile (Tabella 2). I prodotti di amplificazione di quattro campioni sono stati sequenziati per
identificare i fitoplasmi presenti. | risultati sono stati confermati utilizzando PCR “nested” con gli oligonucleotidi
P1/P7, seguiti da R16F2n/R2 (Tabella 1). In ltalia, gli acidi nucleici totali sono stati estratti con un metodo di
cloroformio/fenolo da 103 campioni di viti sinftomatiche raccolti in aree diverse ed utilizzati in saggi PCR con
gli oligonucleotidi P1/P7, seguiti da PCR “nested” con gli oligonucleotidi R16F2n/R2. Ulteriori analisi in PCR
“nested” sono state eseguite utilizzando gli oligonucleotidi R16(1)F1/R1 (Tabella 3). Lidentita dei fitoplasmi & stata
oftenuta mediante analisi RFLP. Alcuni campioni sono stati sequenziati per confermare I'identita del fitoplasma
individuato mediante RFLP virtuale e filogenesi. In Sud Africa, il campionamento ¢ stato effettuato nella cultivar
bianca Colombard. Campioni da piante asintomatiche (41) e sintomatiche (39) sono stati raccolti e preparati
prelevando i tessuti floematici da cui & stato estratto il DNA con un protocollo basato sull’'uso di CTAB. Il DNA
estratto & stato quantificato mediante analisi nanodrop; i parametri qualitativi dei campioni erano compresi tra
A260/280: 1,73-2,02 e A260/230: 0,80-1,86, mentre le concentrazioni erano comprese tra 69 e 352 ng/pL.
La qualita del DNA & stata ulteriormente valutata mediante elettroforesi su gel di agarosio. Lidentificazione del
fitoplasma & stata eseguita utilizzando il saggio PCR riportato in Tabella 3.

Tabella 1. Oligonuclectidi generici utilizzati per I'individuazione di fitoplasmi in vite in Cile,
Italia e Sudafrica

Dimensione

Saggio Oligonucleotidi dell'amplificato (bp) Bibliografia

Deng e Hiruki, 1991;
PCR P1/P7 1.752 Schneider et al.,, 1995
PCR nested 1 R16F2n /R16RZ 1.244 Gundersen e Lee 1996
PCR nested 2 usfu3 300 Lorenz et al., 1995

Tabella 2. Oligonuclectidi generici utilizzati per I'individuazione di fitoplasmi in vite in Cile

Dimensione

Saggi oli leotidi Bibli i
38510 ‘sonucieotidt dell’am plificato (bp) | B oe
PCR LSu2pF /LSu2pR 1.700 Zamorano e Fiore,
dati non pubblicati
PCR nested LSu2pFn / LSu2pRn 1.280

Tabella 3. Oligonuclectidi utilizzati per I'individuazione di fitoplasmi in vite in Italia e

Sudafrica
. . . Dimensione .
Saggio Oligonucleotidi dell'amplificato (bp) Bibliografia
Deng e Hiruki, 1991;
PCR P1/P7 1.792
/ Schneider etal, 1995

PCR nested 1 R16FZn/ R16R2 1.244 Gundersen e Lee 1996

PCR nested 2 R16(I)F1 /R16(I|R1 1.100 Lee et al, 1994
v At * B Questo progetto e stato finanziato nell’ambito del
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Identita dei fitoplasmi associati ai giallumi della vite

Le indagini condotte nei tre paesi hanno confermato la presenza di fitoplasmi prevalenti diversi. In Cile i campioni
esaminati sono risultati infetti da un ceppo di ‘Candidatus Phytoplasma pruni’ classificato nel sottogruppo 16Srlll-J;
un ceppo di ‘Ca. P. ulmi’ (16SrV-A); un ceppo di ‘Ca. P. fraxini’ (16SrVII-A); ed un ceppo di ‘Ca. P. solani’
(16SrXIl-A). La situazione in Cile ha permesso di confermare la presenza di questi fitoplasmi nei vigneti oggetto
di sopralluoghi che & rimasta invariata nel tempo. In ltalia i principali fitoplasmi rilevati sono stati ceppi di ‘Ca.
P. solani’ e di ‘Ca. P. asteris’ (16Srl-B). Sono stati rilevati anche ceppi di ‘Ca. P. fraxini’ (16SrVII-A); flavescenza
dorata (16SrV-C e -D); ceppi di ‘Ca. P. trifolii’ (16SrVI); ceppi di ‘Ca. P. phoenicium’ (16SrlX); ceppi di ‘Ca. P. pruni’
(16Srlll) e ceppi di ‘Ca. P. prunorum’ (16SrX-B). Sono stati individuati inoltre campioni con infezione mista di questi
fitoplasmi. La crescente presenza di ceppi di ‘Ca. P. asteris’ necessita di monitoraggio attraverso I'applicazione di
strumenti specifici di rilevazione per poter gestire al meglio il possibile aumento epidemico della presenza di questo
fitoplasma. In Sud Africa la presenza di ceppi di ‘Ca. P. asteris’ (16Srl-B e 16Srl-C) & stata confermata nell’area in
cui la malattia & stata segnalata per la prima volta diversi anni fa, confermando la gravita dell’ infezione di questo
fitoplasma in vite.

16SrVII-A
16SrVII-B
16SrVII-C
16SrVII-D
16SrVII-A
16SrVII-B
16SrVII-C
16SrVII-D
16SrVII-A
16SrVII-D
16SrVII-A
16SrVII-B
16SrVII-C
16SrVII-D
16SrVII-A
16SrVII-B
16SrVII-C
16SrvII-D

[ vw
G-7B
M mw

* Digestione (RFLP) virtuale di un amplificato ottenuto con R16F2n/R2 (codice GenBank KY454858)
e di alcuni ceppi di controllo utilizzando il programma interattivo iPhyClassifier (da Zambon et al.,
2018).

PCR “nested”, RFLP, identificazione dei fitoplasmi, controllo dei fitoplasmi

Angelini E., Constable F., Duduk B., Fiore N., Quaglino F., Bertaccini A. 2018. Grapevine phytoplasmas. In: Phytoplasmas: Plant
Pathogenic Bacteria-l. Characterization and Epidemiology of Phytoplasma-Associated Diseases. Eds. G.P. Rao, A. Bertaccini, N. Fiore, L.
Liefting. Capitolo 5. Pag. 123-151. Springer, Singapore.

Smyth N., van der Vyver A., Zambon Y., Contaldo N., Bertaccini A., Burger J. 2015. The genetic variability of AY in South African
vineyards and its spatial and temporal distribution in individual vines. 18th Congress of the International Council for the Study of Virus and
Virus-like Diseases of the Grapevine (ICVG). September 7-11, Ankara, Turkey: 128-129.

Zambon Y., Canel A., Bertaccini A., Contaldo N. 2018. Molecular diversity of phytoplasmas associated with grapevine yellows disease in
North-Eastern Italy. Phytopathology 108, 206-214.
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RAPID IN-FIELD DETECTION OF COCONUT
PHYTOPLASMAS IN AFRICA
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The importance of slowing down the death of coconut palms
from infection by phytoplasmas in Africa

Phytoplasmas of coconutin Africa are associated with lethal-yellowing (LY) type diseases, and have been responsible
for the death of many palms in coastal regions of west and east Africa. These diseases are also responsible for
destroying the livelihoods of many small-scale subsistence farmers and for the collapse of the coconut industry in
countries such as Ghana and Mozambique. The original epidemic in Ghana caused the collapse of the coconut
industry in the Volta region by the 1950s, and the more recent epidemic in the Central and Western regions has
killed well over one million coconut palms to date (Eziashi and Omamor, 2010). These phytoplasmas have been
classified into the 16SrXXII-A ‘Candidatus Phytoplasma palmicola’ in the Cameroon, Nigeria and Mozambique,
16SrXXII-B “Ca. P. palmicola’-related strains in Ghana and Cote d'Ivoire, and the Tanzanian lethal disease (TLD)
group in Tanzania and Kenya. These latter phytoplasmas are different from those associated with LY disease
of coconut in Mexico and the Caribbean, which all belong to the 16SrlV groups (Harrison et al., 2014).

Promising resistant hybrid palm genotypes have been screened in Ghana to the 16SrXXII-B phytoplasmas,
and the only current efficient management options for the disease are the rapid and systematic removal
and burning of infected palms, to remove the reservoir of phytoplasmas, followed by replanting
with healthy palms. One factor that can significantly improve the success of such a strategy is the
rapid detection of infections in palms, so that they can be removed before they have had the chance to
spread the disease to the neighbouring palms. This factsheet details the development and deployment
of a rapid 20 minutes infield system for the 16SrXXIl ‘Ca. P. palmicola’ detection in coconut in Africa.

® Dead coconut palms resulting from infection with the 16SrXXII-B
‘Candidatus Phytoplasma palmicola’ in Ghana. Photo by Fabian Pilet,
Cirad.
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Rapid diagnostic method to fight the spreading of
coconut phytoplasmas

Diagnostic methods for coconut phytoplasma detection worldwide generally require samples of trunk borings
collected from palms in the field to be transported to the laboratory for DNA exiraction, then testing by conventional
polymerase chain reaction (PCR) with the results analysed through gel electrophoresis. Because of the remoteness
of diseased areas in many countries, particularly in sub-Saharan Africa, this can often take two or more days from
sampling to final results. In-field loop-mediated isothermal amplification (LAMP) detection systems have been shown
to be much quicker than PCR with the advantage that they can work on relatively impure DNA samples. Portable,
battery operated LAMP machines that can be deployed in the field in remote locations have been developed, which
display the detection of LAMP reaction products within 15-20 minutes. In addition, LAMP reagent master mixes
have been developed that are stable at ambient temperatures for at least a month, so can be easily transported to

these remote locations.

e Collecting trunk borings from coconut palms for DNA extraction in the field in Ghana.
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SCIENTIFIC INNOVATION FACTSHEET

The TROPICSAFE contribution to improve the in-field
LAMP detection systems

The aim of the work within TROPICSAFE is to design and validate primers that are specific for the coconut
phytoplasmas. These can then be incorporated with the master mixes and detection systems for in-field LAMP
detection of the coconut diseases, and also to develop and validate a rapid DNA extraction system from trunk
borings that can be undertaken with minimal equipment. The overall goal is to develop and validate a detection
system that can detect the presence of the specific phytoplasmas in coconut palms within 20 minutes from start to
finish in remote locations using a minimal equipment.

LAMP primers have been designed based on the sequence of the ‘Ca. P. palmicola’ leuS gene that are able to detect
the 16SrXXIl-A and 16SrXXII-B phytoplasmas within 15-20 minutes in the LAMP diagnostic assay system. These
primers have been validated against samples from Ghana, Nigeria and Mozambique, and have also been shown
to have no cross reaction to the TLD phytoplasmas from coconut in Tanzania, DNA from 16SrIV-A (coconut lethal
yellows) phytoplasmas from the USA and Mexico, 16SrV-D phytoplasmas from coconut in Mexico, or phytoplasmas
from all other taxonomic groups tested (16Srl, 16Srll, 16Srll, 16SrV, 16SrVI, 16SrIX, 16SrX, 16SrXI and 16SrXIV).
In addition, a DNA extraction procedure has been validated based on the alkaline PEG method of Chomczynski
and Rymaszewski (2006), in which 10-20 mg of coconut trunk borings is placed directly from the drill tip into 500
pl alkaline PEG buffer and it is grounded for 30 seconds with a disposable plastic micropestle. One microlitre of the
supernatant is then used directly in the LAMP reaction. To confirm that the quality of the extracted DNA is suitable
for LAMP, a second set of primers has also been designed that detect the coconut cytochrome oxidase gene.

® Sefting up LAMP diagnostics with a portable equipment for DNA exiraction and phytoplasma
detection in the field.
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First tests in the field in Ghana and potential for the
testing in Caribbean and America

A LAMP diagnostic assay has been developed for the use in the field for rapid and specific detection of the 16SrXXII
coconut lethal yellowing phytoplasmas in Africa. This assay has been combined with a rapid DNA extraction
system that uses minimal equipment such that trunk boring samples can be tested from individual palms in the field
and results confirmed within 20-30 minutes from the extraction. In effect, each trunk boring sample is tested with
two sets of primers simultaneously in the portable LAMP machine, one set for the 16SrXXIl phytoplasma DNA, and
the second set for the coconut DNA. Any sample that tests positive with the phytoplasma primers can be deemed
positive for the presence of the phytoplasma, whilst any sample that tests negative with the phytoplasma primers but
positive with the coconut primers can be deemed to be negative for the presence of detectable levels of phytoplasmas
and therefore most likely uninfected. Any sample that tests negative with both sets of primers is deemed to contain
inhibitors of the LAMP reaction enzymes (or not containing DNA) and would need to be retested from a new DNA
extraction. The method has been tested in the field in Ghana and with stored trunk boring samples sent to the
University of Nottingham, UK. In addition, a separate set of primers have been developed for specific detection of
the 16SrlV-A and the 16SrlV-D phytoplasmas of coconut, which have the potential for rapid in-field detection in
the coconut palms in the Caribbean and the Americas, where these phytoplasmas are the ones associated with the
coconut lethal yellowing.
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* A LAMP detection profile for the 16SrXXIl phytoplasmas. Wells 1 and 2 show positive reactions
from phytoplasma infected palms whilst wells 3-7 show negative reactions and well 8 is a water
control.

LAMP, lethal yellowing diseases, in-field detection, phytoplasmas
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DETECTION RAPIDE ET SUR LE TERRAIN DES
PHYTOPLASMES DU COCOTIER EN AFRIQUE

* e x

L'importance de ralentir la mortalité des cocotiers par
phytoplasmes en Afrique

Les phytoplasmes du cocotier en Afrique sont associés & des maladies du type jaunissement mortel (JMC) et ont
été responsables de la mort de nombreux palmiers dans les régions cétiéres d’Afrique de I'ouest et de I'est. Ces
maladies sont également responsables de la destruction des moyens de subsistance de nombreux petits planteurs et
de I'effondrement de I'industrie de la noix de coco dans des pays comme le Ghana et le Mozambique. L'épidémie
initiale de JMC au Ghana a provoqué I'effondrement de I'industrie de la noix de coco dans la région Volta dans
les années 1950, et I'épidémie plus récente dans les régions du centre et de I'ouest a tué plus d’un million de
cocotiers a ce jour (Eziashi et Omamor, 2010). Les phytoplasmes responsables ont été classés dans le sous-groupe
RFLP 16SrXXII-A de ‘Candidatus Phytoplasma palmicola’ au Cameroun, au Nigeria et au Mozambique, comme
souches liges & 16SrXXII-B ‘Ca. P. palmicola’ au Ghana et en Céte d'Ivoire, et le groupe tanzanien (TLD) pour les
phytoplasmes de Tanzanie et du Kenya. Ces phytoplasmes sont différents de ceux associés & la maladie du JMC au
Mexique et dans les Cardibes, qui appartiennent tous aux groupes 16SrlV (Harrison et al., 2014).

Des génotypes de cocotiers hybrides résistants et prometteurs ont été identifiés au Ghana pour le phytoplasme
16SrXXII-B, et les seules options actuelles efficaces de gestion de la maladie sont I'abattage rapide et systématique et
la destruction par le feu des cocotiers infectés pour éliminer les réservoirs de phytoplasmes, puis la replantation avec
de nouveaux palmiers sains. L'un des facteurs qui peut améliorer considérablement le succés d’une telle stratégie
est la détection rapide des infections dans les cocotiers, de sorte qu'ils puissent é&tre éliminées avant qu'ils n’aient
eu la chance de propager la maladie aux palmiers voisins. Cette fiche d’information détaille le développement et
le déploiement d’un systéme de détection rapide en 20 minutes et sur le terrain de détection du 16SrXXIl ‘Ca. P.
palmicola’ dans les cocotiers en Afrique.

® Cocotiers morts suite & une infection par le 16SrXXII-B ‘Candidatus
Phytoplasma palmicola’ au Ghana (Photo: F. Pilet, CIRAD).
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Méthode de diagnostic rapide pour lutter contre la
dissémination des phytoplasmes du cocotier

Les méthodes de diagnostic pour la détection du phytoplasme des cocotiers utilisées dans le monde entier exigent
généralement que des échantillons de carottages de palmiers prélevés sur le terrain soient transportés au laboratoire
pour en extraire I’/ADN, puis testés par réaction en chaine par polymérase (PCR) classique avec analyse des résultats
par électrophorése sur gel. En raison de I'éloignement des zones infectées dans de nombreux pays, en particulier
en Afrique subsaharienne, cela peut souvent prendre deux jours ou plus entre |'échantillonnage et le résultat final.
Il a été démontré que les systémes de détection par amplification isotherme en boucle (LAMP) sur le terrain sont
beaucoup plus rapides que la PCR, avec |'avantage de pouvoir travailler sur des échantillons d’ADN relativement
impurs. On a mis au point des appareils LAMP portables, fonctionnant sur batterie, qui peuvent étre déployés sur le
terrain dans des endroits éloignés et qui affichent les résultats de la détection des produits de réaction LAMP en 15 &
20 minutes. En outre, des mélanges de réactifs LAMP ont été mis au point, ils sont stables a la température ambiante
pendant au moins un mois, de sorte qu'ils peuvent étre facilement transportés vers ces sites éloignés.

e Collecte d’échantillons par percage de tronc de cocotiers pour I'extraction d’ADN sur le terrain au
Ghana.
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La contribution de TROPICSAFE a I'amélioration des
systémes de détection LAMP sur le terrain

L'objectif des travaux au sein de TROPICSAFE est de concevoir et de valider des amorces spécifiques pour les
phytoplasmes du cocotier qui puissent ensuite étre incorporées aux mélanges principaux des systémes LAMP de
détection des maladies du cocotier sur le terrain, ainsi que de développer et valider un systéme d’extraction rapide
d’ADN a partir de prélévements de tronc qui puisse étre entrepris avec un équipement minimal. L'objectif global est
de développer et de valider un systéme capable de détecter la présence de phytoplasmes de fagon spécifique dans
les cocotiers en 20 minutes, du début d la fin, dans des endroits éloignés et avec un équipement minimal.

Les amorces LAMP ont été congues & partir de la séquence du géne leuS de ‘Ca. P. palmicola’ et sont capables de
détecter les phytoplasmes des groupes 16SrXXII-A et 16SrXXII-B en 15-20 minutes avec le systéme de diagnostic
LAMP. Ces amorces ont été validées sur des échantillons prélevés au Ghana, au Nigeria et au Mozambique, et
il a également été démontré qu’elles n“avaient aucune réaction croisée avec les phytoplasmes TLD du cocotier
en Tanzanie, les ADNs de phytoplasmes 16SrIV-A (jaunisse létale du cocotier) des Etats-Unis et du Mexique, de
phytoplasmes 16SrlV-D du cocotier au Mexique, ou de phytoplasmes de tous les autres groupes taxonomiques
testés (16Srl, 16Srll, 16Srlll, 16SrV, 16SrVI, 16SrIX, 16SrX, 16SrXl et 16SrXIV). De plus, une procédure d’extraction
d’ADN basée sur la méthode PEG alcaline de Chomczynski et Rymaszewski (2006) a été validée, dans laquelle 10
& 20 mg de sciure de tronc de cocotier sont placés directement depuis le foret dans 500 pl de tampon PEG alcalin et
écrasés pendant 30 secondes avec un micropilon en plastique jetable. Un microlitre du surnageant est ensuite utilisé
directement dans la réaction LAMP, et pour confirmer que la qualité d’ADN exirait convient & la LAMP, un deuxiéme
ensemble d’amorces a également été développé pour détecter le géne de la cytochrome oxydase du cocotier.

* Développement d'un diagnostic LAMP avec des équipements portables pour |'extraction d’ADN et la
détection de phytoplasmes sur le terrain.
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Premiers essais sur le terrain au Ghana et potentiel pour
les Caraibes et I'Amérique

Un test de diagnostic LAMP pour une utilisation sur le terrain a été mis au point pour la détection rapide et
spécifique des phytoplasmes du groupe 16SrXXIl responsable du jaunissement mortel du cocotier en Afrique.
Ce test a été combiné & un systéme d’extraction rapide d’ADN qui utilise un équipement minimal permettant de
tester des échantillons de 10 & 20 mg de sciures obtenues par carottage de tronc de palmiers individuels sur le
terrain et de confirmer les résultats dans les 20 & 30 minutes suivant I'extraction. En effet, chaque échantillon de
carottage de tronc est testé avec deux ensembles d’amorces simultanément dans la machine portable LAMP, I'un
pour ’ADN du phytoplasme 16SrXXIl, et I'autre pour 'ADN du cocotier. Par conséquent, tout échantillon qui
donne des résultats positifs avec les amorces de phytoplasme peut étre considéré comme positif pour la présence
du phytoplasme, tandis que tout échantillon qui donne des résultats négatifs avec les amorces de phytoplasme mais
positifs avec les amorces de cocotiers peut étre considéré comme négatif pour la présence de niveaux détectables
de phytoplasme et donc trés probablement non contaminé. Tout échantillon qui donne des résultats négatifs avec
les deux séries d’amorces est considéré comme contenant des inhibiteurs des enzymes de réaction LAMP (ou ne
contenant pas d’ADN) et devrait étre festé & nouveau aprés une nouvelle extraction d’ADN. La méthode a été
testée sur le terrain au Ghana et avec des échantillons de sciures de tronc qui avaient été envoyés et stockés &
'Université de Nottingham, au Royaume-Uni. En outre, un ensemble distinct d’amorces a été mis au point pour la
détection spécifique des phytoplasmes des sous-groupes 16SrIV-A et 16SrV-D du cocotier, qui peuvent étre détectés
rapidement sur le terrain dans les cocotiers des Caraibes et des Amériques, ou ces phytoplasmes sont ceux associés
au jaunissement mortel du cocotier.
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® Un profil de détection LAMP pour les phytoplasmes du groupe 16SrXXIl. Les puits 1 et 2 montrent
des réactions positives de palmiers infectés par le phytoplasme tandis que les puits 3-7 montrent des
réactions négatives, le puit 8 est de I'eau de controle.

LAMP, maladies du jaunissement mortel, détection au champs, phytoplasme
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DETECCION RAPIDA EN CAMPO
DE FITOPLASMAS DE COCOTERO EN AFRICA
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La importancia de frenar la muerte del cocotero por infeccién
de fitoplasmas en Africa

Los fitoplasmas de cocotero en Africa estén relacionados con las enfermedades del amarillamiento letal y han sido
asociados a la muerte de muchos cocoteros en regiones costeras del este y oeste de Africa. Estas enfermedades
son también responsables de la destruccién de la subsistencia de muchos pequefios agricultores y de la caida de
la industria del coco en paises como Ghana y Mozambique. La epidemia inicial en Ghana perjudicé a la industria
del coco en la regién de Volta en los 1950s, y la epidemia mds reciente en las regiones Central y Occidental ha
matado més de un millén de cocoteros (Eziashi y Omamor, 2010). Estos fitoplasmas han sido clasificados como
16SrXXII-A ‘Candidatus Phytoplasma palmicola’ en Camerin, Nigeria y Mozambique; cepas de 16SrXXII-B ‘Ca. P.
palmicola’ en Ghana y Costa de Marfil; y el grupo de declinamiento letal de Tanzania (TLD) en Tanzania y Kenia.
Estos fitoplasmas son diferentes de los asociados con la enfermedad del amarillamiento letal del cocotero (ALC) en
México y el Caribe, pero todos pertenecen al grupo 16SIV (Harrison et al., 2014).

En Ghana se han probado genotipos de palmas hibridas resistentes contra el fitoplasma 16SrXXII-B, y las dnicas
opciones de gestién eficiente de la enfermedad disponibles en la actualidad son la répida y sistemdtica extraccién
y quema de las palmas infectadas, con el fin de eliminar las fuentes de infeccién de fitoplasmas, seguida de
la replantacién con palmas sanas. Uno de los factores que pueden mejorar considerablemente el éxito de esta
estrategia es la defeccién temprana de palmas infectadas para que puedan ser extraidas antes de que tengan
oportunidad de contagiar palmeras adyacentes. Esta ficha detalla el desarrollo y utilizacién de un sistema de
deteccién temprana sobre el terreno, con una duracién de 20 minutos, para la deteccién de 16SrXXIl ‘Ca. P.
palmicola’ en cocotero en Africa.

e Cocoteros muertos por causa de infeccién con 16SrXXII-B ‘Candidatus
Phytoplasma palmicola’ en Ghana.
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Métodos de diagnéstico temprano para combatir la
propagacién de fitoplasmas del cocotero

Los métodos de diagnéstico de deteccién de fitoplasmas de cocotero utilizados en todo el mundo, requieren del
transporte de las muestras del tronco desde la plantacién en la que son recogidas, hasta el laboratorio en el
que se realiza la extraccién de ADN, seguida de ensayos mediante PCR con resultados analizados a través de
electroforesis con gel. Debido a que las zonas afectadas de muchos paises estan muy aisladas, especialmente
en el Africa subsahariana, el proceso desde la toma de muestras hasta la obtencién de resultados puede llegar
a durar dos o mds dias. Los sistemas de deteccién sobre el terreno mediante amplificacién isotérmica mediada
por lazo (LAMP) se han mostrado mucho mds répidos que PCR, con la ventaja de poder trabajar muestras de
ADN relativamente impuras. Ademds, los dispositivos LAMP son portdtiles y funcionan mediante bateria, lo que
permite su utilizacién en zonas aisladas; y permiten visualizar la deteccién de productos de reaccién LAMP en 15-
20 minutos. Se han desarrollado mezclas maestras de reactivos LAMP que permanecen estables en temperatura
ambiente durante un periodo minimo de un mes, por lo que pueden transportarse fécilmente a estas zonas remotas.

* Toma de muestras de tronco de cocoteros para extraccién de ADN sobre el terreno.
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Contribucién de TROPICSAFE a la mejora de los sistemas
de deteccién LAMP en campo

El objetivo del trabajo de TROPICSAFE es disefiar y validar cebadores especificos para fitoplasmas de cocotero
que puedan ser incorporados, juntos con mezclas maestras y sistemas de deteccién, en el proceso de deteccién
LAMP de enfermedades de cocotero en campo. Ademés se persigue desarrollar y validar un sistema de extraccién
de ADN de muestras de tronco que pueda ser realizado con el uso de un equipo minimo. El objetivo general es el
desarrollo y la validacién de un sistema capaz de detectar la presencia de fitoplasmas especificos en cocoteros de
zonas remotas en un tiempo méximo de 20 minutos, con el uso de un equipo minimo.

Los cebadores LAMP han sido disefiados en la base de la secuencia del gen leuS de ‘Ca. P. palmicola’ y son
capaces de detectar fitoplasmas 16SrXXIl-A 'y 16SrXXII-B al cabo de 20 minutos mediante un sistema LAMP. Estos
cebadores han sido validados en muestras en Ghana, Nigeria y Mozambique; y también se ha demostrado que no
tienen reaccién con fitoplasmas de TLD de cocotero en Tanzania, ADN de fitoplasmas 16SrlV-A (ALC) en EE.UU.
y Méjico, fitoplasmas 16SrlV-D de cocotero en Méjico o fitoplasmas de todos los demds grupos analizados (165r,
16Srll, 16Srlll, 16SrV, 16SrVI, 16SrlX, 16SrX, 16SrXI and 16SrXIV). Ademés, se ha validado un procedimiento
de extraccién de ADN basado en el uso del método PEG alcalino de Chomczynski y Rymaszewski (2006), en el
que se colocan de 10 a 20 mg de muestras de tronco de coco directamente desde la punta del taladro en 500
pl de tampén de PEG alcalino y se muelen durante 30 segundos con un micromortero de pldstico desechable. A
continuacién, se utiliza un microlitro del sobrenadante directamente en la reaccién LAMP. Adicionalmente, se ha
disefiado un segundo set de cebadores para confirmar que la calidad del ADN exiraido es adecuada para LAMP
y detectar el gen citocromo oxidasa del cocotero.

e Configuracién de diagnéstico LAMP con equipo portétil para extraccién de ADN y deteccién de
fitoplasmas en campo.
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Primeros andlisis en campo en Ghana y potencialidad
para el Caribe y América

Se ha desarrollado una prueba de diagnéstico LAMP para su uso en campo que permita la deteccién rdpida
y especifica del fitoplasma 16SrXXIl asociado al amarillamiento letal del cocotero en Africa. Esta prueba se ha
combinado con un sistema de extraccién répida de ADN que utiliza un equipo minimo para analizar muestras de
tronco en campo y entregar los resultados en 20-30 minutos tras su extraccién. Cada muestra es analizada en la
mdquina portdtil LAMP simulténeamente con dos juegos de cebadores, uno para el ADN del fitoplasma 16SrXXIl
y ofro para el ADN del cocotero. Por lo tanto, cualquier muestra que dé resultado positivo para los primers de
fitoplasma se puede considerar positiva para la presencia del mismo, mientras que cualquier muestra que sea
negativa para dichos cebadores pero positiva para los cebadores de cocotero, puede considerarse negativa para la
presencia de niveles detectables de fitoplasma'y, por lo tanto, es probable que no esté infectada. Cualquier muestra
que sea negativa en los dos sets de cebadores, se considera que contiene inhibidores de enzimas de reaccién LAMP
(o que no contienen ADN), por lo que se necesitaria ofra nueva prueba de exiraccién de ADN. Este método ha
sido probado en campo en Ghana y las muestras de tronco almacenadas han sido enviadas a la Universidad de
Notthingham, Reino Unido. Se ha preparado otro set de cebadores para la deteccién rapida y especifica de los
fitoplasmas 16SrIV-A'y 16SrIV-D, con potencialidad para deteccién rdpida en campo en cocoteros del Caribe y las
Américas, zonas en las que estos fitoplasmas estén asociados al amarillamiento letal del cocotero.
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e Perfil de deteccién LAMP para fitoplasma 16SrXXIl. Las curvas 1'y 2 muestran reacciones positivas de palmas
infectadas con fitoplasma, las curvas 3-7 reacciones negativas y la curva 8 muestra un control de agua.

LAMP, amarillamiento letal del cocotero, deteccién en campo, fitoplasmas
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INDENTIFICAZIONE RAPIDA DEI FITOPLASMI
DELLA PALMA DA COCCO IN AFRICA

* e x

Importanza di ridurre la mortalita della palma da cocco dovuta
alla presenza di fitoplasmosi

| fitoplasmi nella palma da cocco in Africa sono associati ad una malattia nota come ingiallimento letale (LY) e sono
responsabili della morte di molte palme nelle regioni costiere dell’ Africa occidentale ed orientale. A questa malattia
& anche dovuta la distruzione dei mezzi di sostentamento di molti piccoli agricoltori ed il crollo dell’industria del
cocco in paesi quali Ghana e Mozambico. La prima epidemia in Ghana ha causato il crollo dell’industria della
noce di cocco nella regione del Volta negli anni *50 e I'epidemia piu recente nelle regioni centro-occidentali ha
ucciso oltre un milione di palme da cocco (Eziashi e Omamor, 2010). | fitoplasmi associati a queste epidemie sono
stati classificati nel gruppi 16SrXXII-A ‘Candidatus Phytoplasma palmicola’ in Camerun, Nigeria e Mozambico,
come 16SrXXII-B ceppo correlato a ‘Ca. P. palmicola’ in Ghana e Costa d’Avorio e come giallume letale della
Tanzania (TLD) in Tanzania e Kenya. Questi ultimi fitoplasmi sono diversi da quelli associati alla malattia del cocco
in Messico e nei Caraibi, ma appartengono tutti al gruppo 16SIV (Harrison et al., 2014).

In Ghana sono stati identificati fitoplasmi 16SrXXII-B e le uniche opzioni di gestione attualmente efficaci nei confronti
della malattia sono la rimozione e la bruciatura rapida e sistematica delle palme infette, per rimuovere le sorgenti
di infezione, seguita dal reimpianto con palme sane. Un fattore che pud migliorare significativamente il successo di
tale strategia & la rapida identificazione delle palme infette, in modo che possano essere rimosse prima che abbiano
avuto la possibilita di diffondere la malattia. Questa scheda informativa descrive lo sviluppo e I'implementazione di
un sistema rapido, della durata di 20 minuti, di rilevamento in campo della presenza di 16SrXXIl ‘Ca. P. palmicola’
nelle palme da cocco in Africa.

® Palme da cocco morte in Ghana per I'infezione dovuta alla presenza
di 16SrXXII-B ‘Candidatus Phytoplasma palmicola’. Foto di Fabian Pilet,
Cirad.
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SCHEDA INFORMATIVA SCIENTIFICA

Un metodo diagnostico rapido per combattere la
diffusione dei fitoplasmi della palma da cocco

| metodi diagnostici per il rilevamento dei fitoplasmi della palma da cocco in tutto il mondo richiedono generalmente
che i campioni di tronco prelevati da palme sul campo siano trasportati in laboratorio per I'estrazione del DNA,
ove vengono effettuati saggi di amplificazione genica (PCR) analizzando i risultati mediante elettroforesi su gel.
A causa della lontananza delle aree infette in molti paesi, in particolare nell’ Africa sub-sahariana, questo pud
spesso richiedere due o piu giorni dal campionamento ai risultati finali. | sistemi di rilevamento LAMP in campo
hanno dimostrato di essere molto piv veloci dei metodi PCR con il vantaggio di poter lavorare su campioni di DNA
relativamente poco purificati. Sono state sviluppate strumentazioni LAMP portatili a batteria che possono essere
utilizzate sul campo in localits remote, che rilevano la presenza dei prodotti LAMP in 15-20 minuti. Inoltre, sono
state sviluppate miscele di reazione contenenti i reagenti LAMP che sono stabili a temperature ambiente per almeno
un mese, quindi possono essere agevolmente trasportate in queste localita remote.

® Raccolta di trucioli del tronco per I'estrazione di DNA in campo in Ghana.

o ; * X% Questo progetto e stato finanziato nell’ambito del
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SCHEDA INFORMATIVA SCIENTIFICA

Il contributo di TROPICSAFE per migliorare il sistema di
diagnosi mediante LAMP in campo

Lo scopo del lavoro all’interno di TROPICSAFE & di progettare e validare oligonucleotidi specifici per i fitoplasmi
della palma da cocco che possano poi essere incorporati nella miscela di reazione. Vengono inoltre sviluppati
sistemi di rilevamento LAMP in campo e sviluppato e validato un sistema rapido di estrazione del DNA da trucioli
estratti da fori praticati nel tronco con attrezzature minime. L obiettivo generale & quello di sviluppare e validare un
protocollo diagnostico in grado di rilevare la presenza dei fitoplasmi specifici nelle palme da cocco in 20 minuti in
localita remote utilizzando apparecchiature minime.

Gli oligonucleotidi LAMP sono stati progettati sulla base della sequenza del gene leuS di ‘Ca. P. palmicola’ in
grado di rilevare i fitoplasmi 16SrXXII-A e 16SrXXII-B in 15-20 minuti con il sistema LAMP. Questi oligonucleotidi
sono stati validati su campioni infetti provenienti da Ghana, Nigeria e Mozambico, ed hanno anche dimostrato
di non avere alcuna reazione con fitoplasmi di palme da cocco infette dal giallume letale della Tanzania, e DNA
di fitoplasmi 16SrIV-A dagli USA e dal Messico, 16SrlV-D dal Messico, o con DNA di fitoplasmi di tutti gli altri
gruppi tassonomici saggiati (16Srl, 16Srll, 16Srlll, 16SrV, 16SrVI, 16SrlX, 16SrX, 16SrXI e 16SrXIV). Inolire, &
stata validata una procedura di estrazione del DNA basata sull'uso di PEG alcalino descritta da Chomczynski
e Rymaszewski (2006), in cui 10-20 mg di trucioli di tronco di cocco sono posti direttamente dalla punta del
trapano in 500 pl di tampone alcalino PEG e macinati per 30 secondi con un micropestello in plastica monouso.
Un microlitro del supernatante & stato quindi utilizzato direttamente nella reazione LAMP e per confermare che la
qualita del DNA estratto & adatta per LAMP, & stato anche progettato un secondo set di oligonucleotidi che rilevano
il gene della citocromo ossidasi della palma da cocco.

e Strumentazione necessaria per la diagnostica LAMP con apparecchiature portabili per I'estrazione
del DNA ed il rilevamento del fitoplasma sul campo.

* * % Questo progetto é stato finanziato nell’ambito del
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SCHEDA INFORMATIVA SCIENTIFICA

Primi saggi in campo in Ghana e possibilita di
applicazione per Caraibi ed America

Il test diagnostico LAMP & stato sviluppato per I'uso in campo per il rilevamento rapido e specifico del fitoplasma
16SeXXIl associato all’ingiallimento letale della palma da cocco in Africa. Questo test & stato combinato con un
sistema rapido di estrazione del DNA che utilizza attrezzature minime tali da poter analizzare campioni di 10-20
mg di trucioli del tronco di singole palme e fornire risultati in 20-30 minuti. Ciascun campione viene analizzato nella
strumentazione LAMP portatile simultaneamente con due serie di oligonucleotidi, uno per il DNA del fitoplasma
16SrXXIl ed il secondo per il DNA della palma da cocco. Pertanto, qualsiasi campione che risulti positivo gli
oligonucleotidi per il del fitoplasma pud essere considerato positivo per la presenza del fitoplasma, mentre qualsiasi
campione che risulti negativo con gli oligonucleotidi per il fitoplasma, ma positivo con gli oligonucleotidi della palma
da cocco, pud essere considerato negativo per la presenza di livelli rilevabili di fitoplasma e quindi verosimilmente
non infetto. Si ritiene che qualsiasi campione risulti negativo con entrambi gi oligonucleotidi contenga inibitori
degli enzimi di reazione LAMP (o non contenga DNA) e dovrebbe quindi essere rianalizzato partendo da una
nuova estrazione di DNA. Il metodo & stato provato in campo in Ghana e con campioni inviati all’'Universita di
Nottingham, nel Regno Unito. Inoltre & stato preparato un set separato di oligonucleotidi per il rilevamento specifico
e rapido dei fitoplasmi 16SrlV-A e 16SrV-D che infettano la palma da cocco nei Caraibi e nelle Americhe, dove
questi sono i fitoplasmi associati all’ingiallimento letale della palma di cocco.
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® Profilo LAMP per il fitoplasmi 16SrXXIl. | pozzetti 1 e 2 contengono reazioni positive da
campioni di palme infette da fitoplasmi mentre i pozzetti 3 e 7 contengono reazioni negative ed
il pozzetto 8 & acqua di controllo.

LAMP, malattia del giallume letale, diagnosi in campo, fitoplasmi
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EVALUATION OF MANAGEMENT STRATEGIES
FOR CITRUS “HUANGLONGBING” IN CUBA

TECHNICAL
INNOVATION
FACTSHEET
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m THE PROBLEM ADDRESSED
Sustainable “huanglongbing” management for the citrus industry in Cuba

“Huanglongbing” (HLB) was discovered in Cuba in late 2006 (Luis et al., 2009), where the citrus production
decreased from 500,000 tonnes in 2004 to 100,000 tonnes in 2017. There has been a marked acceleration in
decline of total area planted to citrus since that time and 20,465 hectares have been replanted with alternative
crops. A significant reduction in citrus consumer preference has occurred amongst Cuban people. National juice
production for exportation has suffered a similar decline. Because no curative methods of HLB are available, a

management of the disease is the main alternative to achieve sustainability of the Cuban citrus industry (Batista
etal., 2017).

Enterprise
Victoria de [ Enterprise

Enterprise

Enrique Giron Ceballos
Troncoso | 11625.89 ha | 732.03 ha
65.93 ha % N

é Enterprise
Matsnzas : S .8

Sola
.. | 1008.87 ha

Enterprise
La Jiquima
145.68 ha

" .| Enterprise ) 3 G | Enterprise
I Enterprise : Ceiba del Enterprise : i Sola
Jesls Agua ‘Arimao | .. . |_28.70 ha
Montané | 23967 ha | |'70243ha | .
Oropesa B B
| 281.87 ha B e
[ Enterprise
Jiguani
35.50 ha

Enterprise
América
Libre

| 268.10 ha

Total planted citrus area: 19 000 ha > 100 000 t
Non productive area: 6 000 ha
Productive citrus area: 13 000 ha

* Geographic locations of citrus enterprises (citrus fruit icon) in provinces (color zones) of Cuba. Citrus
areas planted in each one and data of general citrus production in 2017.

® Orchard of the sweet orange “Valencia 121” from Ceballos showing a low incidence of HLB-
symptomatic plants and a high fruit production (photo by D. Lopez).
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TECHNICAL INNOVATION FACTSHEET

Alternative strategies for biological control of the
disease in Cuba

One of the main aims of the TROPICSAFE project is to develop advanced pest integrated management strategies
through the reduction of the environmental impact of plant protection strategies. Among these strategies, biological
control such as the use of natural products is one of the most feasible and environmentally friendly strategies to
manage many insect vectors.

Therefore, our aims are:

1-to evaluate the efficacy of infected-tree eradication to reduce temporal progress of the disease and to diminish
the need for chemical applications;

2-to evaluate two management practices for control of Diaphorina citri, the entomopathogenic fungus Hirsutella
sp. and kaolin applications.

Systematic surveys, application of treatments and observation

The efficacy of eradication on HLB management has been evaluated by comparison of the temporal progress of
the disease in two areas in which different strategies are being applied. Six orchards of two citrus enterprises
of Cuba were selected: Ceballos in Ciego de Avila province and Victoria de Girén in Matanzas province. The
TROPICSAFE activity has been developed in a block of 900 plants in each orchard. In Ceballos, the strategy
includes the use of disease-free trees for replanting, the grove-wide chemical control of the insect vectors (only
in the presence of the vector) and when plants are pre-sprouted (to protect new leaves); and removal of infected
trees (eradication). In Victoria de Girdn, the strategy is similar but without eradication.

The commercial varieties include the sweet orange “Valencia” [Citrus sinensis (L.) Osb.], grapefruit “Marsh” and
“Ruby” (Citrus paradisi Mact.) grafted, and the rootstocks sour orange (C. aurantium L.), “Citranges carrizo” and
"C-35" (Poncirus trifoliata x Citrus sinensis). Since March 2017, systematic surveys every two months have been
carried out in each orchard for monitoring HLB-symptomatic plants. The main symptom used for visual diagnosis
is foliar blotchy mottle.

The entomopathogenic fungus Hirsutella was applied in all the citrus enterprises in Cuba. Different isolates of
entomopathogenic fungi were grown from infected adults of D. citri. The artificial medium used was Potato
Dextrose Agar (PDA) and the fungus was identified by classical taxonomy. Three treatments are being applied
and compared: (i) Hirsutella sp., (i) systemic and contact insecticides and (iii) untreated (control). The presence
of infected nymphs is being determined by visual sampling of 20 leaves per plant.

Finally, with regard to the evaluation of efficacy of kaolin 5% application against D. citri, the comparison will be
between the insect presence on plants treated with this product and plants without treatment. The orchard selected
(“Valencia” sweet orange) is from the citrus enterprise in the special municipality Isla de la Juventud. The applications
of kaolin were in March, May and September 2018. The count of eggs, nymphs and adults of D. citri were recorded
from March to November 2018. Four flushes/plant were selected according to the cardinal points. An arbitrary
scale was used for the D. citri population: weak (w): 1- 2 individuals, medium (m): 3-5 and strong (s): more than 5.

. IRSFigATa www.tropicsafe.eu




TECHNICAL INNOVATION FACTSHEET

First encouraging results. Eradication as a potential
solution

First results of eradication in orchards from Ceballos obtained up to October 2018 showed that there was a low
incidence of symptomatic plants. These small foci were located near to the road. This result is mainly related to
the efficient control of the insect vector (low levels of populations) avoiding secondary infections and extensive
propagation of the infection. Additionally, these orchards are far from the older ones. This allowed less frequent
applications of chemicals in a preventive way only at the borders of the field. Because the number of symptomatic
plants was small, it was impossible to carry out epidemiological analysis. However, this result is a positive indicator
of the efficacy of the management strategy tested.

In orchards from Victoria de Girén, the incidence of the disease was higher than in the Ceballos. Symptomatic
plants were detected from the beginning of the evaluation. The incidence of symptomatic plants showed a marked
increase in all the orchards. This is possibly a consequence of the permanence of source of primary inocula from
non-eradicated HLB-infected plants.
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* Temporal progress of symptomatic tree incidence in orchards from citrus industry Victoria de Girén,
in Jagiey Grande from March 2017 to October 2018. Evaluated orchards: “Valencia Criolla” sweet
orange grafted on C-35 citrange (JG T-14-3), “Valencia Criolla” sweet orange grafted on sour orange
(JG T-14-4) and “Marsh Jibarito” grapefruit grafted on sour orange (JG T-21).
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m HOW IS IT WORKING? (continued from previous page)

Regarding the entomopathogenic fungus practice developed in the citrus enterprises, adults of parasitized D.
citri were collected in orchards located in Jiguani, Contramaestre and Sola from Granma, Santiago de Cuba and
Camaguey provinces. The isolates obtained from these sampled insects included species of genus Hirsutella. The
isolates were maintained on PDA medium under controlled conditions. The preliminary results suggest the potential
use of this fungus for the biological control of the vector. Comparison of the efficacy of three treatments including (i)
Hirsutella sp., (ii) systemic and contact insecticides and (iii) untreated (control) is under evaluation.

Some preliminary results for kaolin application showed its repellent capacity since it modified the behavior of D.
citri and no individuals were detected after the applications. Any D. citri population was identified in the first months
of the applications (March and May 2018). Only one plant with adults was detected in June and November 2018.

Potential HLB dispersion pathways include the presence of internal inoculum in the orchards (i.e. infectious symptomatic
plants) and populations of the insect vector. The measures for its control are mainly focused on inoculum reduction
by frequent removal of HLB-affected trees and control of psy||ic| vector popu|0tions by alternative treatments. These
first results indicate that all the tested measures have had a positive effect, both by decreasing the spread of the
disease and by decreasing the population levels of the vector.

e D. citri parasitized by entomopathogenic * Isolate of entomopathogenic fungus on potato
fungus on citrus leaf (photos by J.L. Rodriguez dextrose agar medium (photos by M. Ramos).
Tapia).

Citrus, integrated pest management (IPM), biological control

FURTHER INFORMATION
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EVALUATION DES STRATEGIES DE GESTION
DU “HUANGLONGBING” DES AGRUMES A CUBA
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m LE PROBLEME ABORDE
Gestion durable du “huanglongbing” pour I'agrumiculture cubaine

Le “huanglongbing” (HLB) a été découvert pour la premiére fois & Cuba fin 2006 (Luis et al., 2009). La production
d’agrumes est passée de 500.000 tonnes en 2004 & 100.000 tonnes en 2017. Depuis lors, on a assisté & une
nette accélération du déclin de la superficie totale plantée en agrumes et 20.465 hectares ont été replantés avec
des cultures alternatives. La préférence des consommateurs pour les agrumes a considérablement diminué parmi la
population cubaine. La production nationale de jus destiné & |'exportation a connu une baisse similaire. Comme il
n’existe pas de méthodes curatives contre le HLB, la gestion de la maladie est la principale alternative pour assurer
la durabilité de I'agrumiculture cubaine (Batista et al, 2017).

; | Entreprise

Entreprise Victoria de [ Entreprise
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® Localisation géographique des entreprises d’agrumes (icéne des agrumes) dans les provinces (zones
colorées) de Cuba. Superficies d’agrumes plantés dans chacune d'elles et données de la production
générale d’agrumes en 2017.

* Verger d’orange douce “Valencia 121” & Ceballos montrant une faible incidence des symptémes de
HLB sur les arbres et une forte production de fruits (photo par D. Lopez).
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Stratégies alternatives de lutte biologique contre la
maladie & Cuba

L'un des principaux obijectifs du projet TROPICSAFE est de développer des stratégies de lutte intégrée contre les
ravageurs de maniére & réduire |'impact des stratégies phytosanitaires. Parmi ces stratégies, la lutte biologique telle
que |'utilisation de produits naturels est aujourd’hui I'une des stratégies les plus réalisables et les plus respectueuses
de I'environnement pour lutter contre de nombreux insectes vecteurs.

Par conséquent, nos objectifs sont :

1- évaluer I'efficacité de I'éradication des arbres infectés pour réduire la progression temporelle de la maladie et
diminuer le besoin d’applications de produits chimiques;

2- évaluer deux types pratiques de gestion pour la lutte contre Diaphorina citri, le champignon entomopathogéne
Hirsutella sp. et des applications de kaolin.

Des prospections systématiques, application de traitements et surveillance

L'efficacité de I'éradication des arbres sur la présence du HLB a été évaluée en comparant |'évolution temporelle de
la maladie sur deux sites sur lesquels des stratégies différentes ont été appliquées. Six vergers de deux entreprises
d’agrumes de Cuba ont été sélectionnés: Ceballos dans la province de Ciego de Avila et Victoria de Girén dans la
province de Matanzas. L'activité TROPICSAFE s’est développée sur un bloc de 900 plants dans chaque verger. A
Ceballos, la stratégie impliquait I'utilisation d’arbres sains pour la replantation, la lutte chimique contre les insectes
vecteurs (uniquement en présence du vecteur) et lorsque les plantes sont pré-germées (pour protéger les nouvelles
feuilles); et I'élimination des arbres infectés (éradication). A Victoria de Girén, la stratégie a été similaire mais
sans éradication. Les variétés commerciales comprennent |'orange douce “Valencia” [Citrus sinensis (L.) Osb.], le
pamplemousse “Marsh” et “Ruby” (Citrus paradisi Mact.) greffé, et les porte-greffes bigaradier (C. aurantium L.),
“Citrange carrizo” et “C-35" (Poncirus trifoliata x Citrus sinensis). Depuis mars 2017, des prospections systématiques
tous les deux mois ont été réalisées dans chaque verger pour évaluer les plantes symptomatiques du HLB. Le
principal symptéme utilisé pour le diagnostic visuel a été la mise en évidence de marbrures foliaires.

Le champignon entomopathogéne Hirsutella a été¢ appliqué dans toutes les entreprises d’agrumes & Cuba.
Différents isolats de champignons entomopathogénes ont été cultivés & partir d’adultes infectés de D. citri. Le milieu
artificiel utilisé était la gélose supplémentée avec du dextrose de pomme de terre (PDA), le champignon ayant
préférablement été identifié par taxonomie classique.

Trois traitements ont été¢ appliqués et comparés: i) Hirsutella sp. ii) insecticides systémiques et de contact et iii)
insecticides non traités (témoins). La présence de nymphes infectées a été déterminée par échantillonnage visuel &
partir de 20 feuilles par arbre.

Enfin, en ce qui concerne I'évaluation de I'efficacité de I’application de kaolin & 5% contre D. citri, la comparaison
sera réalisée en comparant la présence d’insectes sur les plantes traitées avec ce produit et les plantes non traitées.
Le verger sélectionné (orange douce “Valencia”) provient de |'entreprise d’agrumes de la commune de Isla de la
Juventud. Les applications de kaolin ont eu lieu en mars, mai et septembre 2018. Le dénombrement des ceufs, des
nymphes et des adultes de D. citri a été enregistré de mars & novembre 2018. Quatre ringages/plantes ont été
sélectionnés en fonction des points cardinaux. Une échelle arbitraire a été utilisée pour la population de D. citri:
faible (w): 1- 2 individus, moyenne (m): 3-5 et forte (s): plus de 5 individus.
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Les premiers résultats sont encourageants. L'éradication
apparait comme solution potentielle

Les premiers résultats de I'éradication obtenus dans les vergers de Ceballos jusqu’en octobre 2018 ont montré qu’il
y avait une faible incidence de plantes symptomatiques. De petits foyers étaient localisés prés de la route. Ce résultat
est principalement lié & la lutte efficace contre I'insecte vecteur (faibles niveaux de population) ce qui a permis
d’éviter les infections secondaires et la propagation de I'infection. De plus, ces vergers sont loin des plus anciens
vergers. Cela a permis des applications moins fréquentes de produits chimiques, ceci de maniére préventive, et
uniquement aux limites du champ. Comme le nombre de plantes symptomatiques était faible, il a été impossible
de procéder & une analyse épidémiologique. Cependant, ce résultat est un indicateur positif de I'efficacité de la
stratégie de gestion testée.

Dans les vergers de Victoria de Girén, I'incidence de la maladie était plus élevée que dans ceux de Ceballos.
Les plantes symptomatiques ont été détectées dés le début de I'évaluation. Lincidence de la présence de plantes
symptomatiques a fortement augmenté dans tous les vergers. Ceci pourrait étre une conséquence de la permanence
de la source d’inoculum primaire provenant de plantes infectées par le HLB non éradiquées.

En ce qui concerne la pratique de I'utilisation de champignons entomopathogénes développée dans les entreprises
d’agrumes, des adultes de D. citri parasités ont été collectés dans des vergers situés & Jiguani, Contramaestre et
Sola des provinces de Granma, Santiago de Cuba et Camaguey.
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* Progression temporelle de I'incidence de symptomes dans les arbres dans les vergers d’agrumes
de Victoria de Girén, & Jagiley Grande de mars 2017 & octobre 2018. Vergers évalués : “Valencia
Criolla” orange douce greffée sur citrange C-35 (JG T-14-3), “Valencia Criolla” orange douce greffée

sur bigaradier (JG T-14-4) et pomelo “Marsh Jibarito” greffé sur bigaradier (JG T-21).
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m COMMENT CA MARCHE? (suite de la page précédente)

Les isolats obtenus & partir de ces insectes échantillonnés comprenaient des espéces du genre Hirsutella.

Les isolats ont été conservés sur milieu PDA dans des conditions contrdlées. Les résultats préliminaires suggérent
une efficacité de I'utilisation de ce champignon pour la lutte biologique du vecteur. La comparaison de I'efficacité
de trois traitements, & savoir (i) Hirsutella sp., (ii) les insecticides systémiques et de contact et (iii) les non traités
(témoins) est en cours d’évaluation.

Des résultats préliminaires lors de I'application de kaolin ont montré sa capacité répulsive puisqu’il modifie le
comportement de D. citri et qu’aucun individu n’a été détecté apres les applications. Aucune population de D. citri
n’a été identifiée dans les premiers mois suites aux applications (mars et mai 2018). Une seule plante avec des
adultes a été détectée en juin et novembre 2018.

Les voies potentielles de dispersion du HLB comprennent la présence d'inoculum interne dans les vergers (i.e. des
plantes symptomatiques infectieuses) et des populations d’insectes vecteurs. Les mesures de lutte sont principalement
axées sur la réduction de I'inoculum par I'élimination fréquente des arbres atteints par le HLB et la lutte contre les
populations de psylles par d’autres traitements. Ces premiers résultats indiquent que toutes les traitements testées
ont eu un effet positif, & la fois en réduisant la propagation de la maladie et en diminuant les niveaux de population
du vecteur.

eD. citri parasitt par un champignon ® Isolat de champignon entomopathogéne sur
entomopathogeéne sur feuille d’agrumes (photos milieu de gélose au dextrose de pomme de terre
J.L. Rodriguez Tapia). (photos M. Ramos).

Agrumes, lutte intégrée contre les ravageurs (IPM), lutte biologique
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EVALUACION DE LAS ESTRATEGIAS DE MANEJO DE
“"HUANGLONBING” EN LOS CITRICOS DE CUBA
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m PROBLEMA ABORDADO
Manejo sostenible de “huanglonbing” para la industria de citricos en Cuba

El “huanglonbing” (HLB) se descubrié por primera vez en Cuba a finales de 2006 (Luis et al., 2009), a partir de
cuando se detecté una clara disminucién de la produccién de citricos, pasando de 500.000 toneladas en 2004
a 100.000 toneladas en 2017. Desde entonces hay una clara tendencia hacia la reduccién de la superficie de
las plantaciones de citricos, destindndose 20.465 hectéreas a cultivos alternativos. La produccién nacional de
zumo para exportacién ha sufrido una caida semejante. Dado que hasta el momento no hay métodos curativos
disponibles, un adecuado manejo de la enfermedad se presenta como la alternativa principal para lograr la
sostenibilidad de la industria de citricos cubana (Batista et al., 2017).

Empresa

Victoria de [ Empresa

Girén Ceballos

l 11625.89 ha | 732,03 ha

(0}

g Empresa
Enrique
Troncoso
65.93 ha

é Empresa

Sola
;| 1006.87 ha

Empresa
La Jiquima
114568 ha

| Empresa | Empresa
| Empresa | ceiba del Empresa @ Sola
Jesls Agua Arimao | .. |_28.70 ha
Montané |_239-67 ha | | 702.43 ha “\\'
Oropesa N N
281.87 ha O
[ Empresa
Jiguani
35.50 ha
- Empresa

Area total planta de citricos: 19 000 ha > 100 000 t
Areas plantadas no en produccién: 6 000 ha
Areas plantadas en produccion: 13 000 ha

América
Libre
| 268.10 ha

e Ubicacién geogrdfica de las empresas citricolas (icono de citrico) en las diferentes  provincias
(zonas coloreadas) de Cuba. Superficie cultivada con citricos en cada provincia y datos generales de
produccién en 2017.

* Huerto de naranja dulce “Valencia 121” de Ceballos con baja incidencia de plantas HLB-sintométicas
y alta produccién fruticola (fotografia D. Lopez).
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Estrategias alternativas para el control biolégico de la
enfermedad en Cuba

Uno de los objetivos principales del proyecto TROPICSAFE es el desarrollo de estrategias avanzadas en el manejo
integrado de plagas. Entre ellas el control biolégico, como por ejemplo el uso de productos naturales, es una de las
estrategias de manejo de insectos vectores més viable y respetuosa con el medio ambiente.

En esta lineq, las précticas planteadas en el marco del proyecto son:

1) evaluar la eficacia de erradicacién de arboles infectados para reducir el progreso temporal de la enfermedad
y disminuir la necesidad de aplicaciones quimicas;

2) evaluar dos practicas de manejo para controlar Diaphorina citri: hongo entomopatégeno Hirsutella sp. y
aplicacién de caolin.

Monitoreo sistemdtico, aplicacién de tratamientos y observacién

La eficacia de la erradicacién para el manejo de HLB se ha evaluado a través de la comparacién del progreso
temporal de la enfermedad en dos dreas en las que se han aplicado estrategias diferentes. Para ello se han
escogido seis huertos de dos empresas citricolas: Ceballos en la provincia Ciego de Avilay Victoria de Girén en
la provincia Matanzas. El trabajo de TROPICSAFE se ha desarrollado en una zona de 900 plantas en cada uno
de los huertos. En Ceballos, la estrategia incluyé la siembra con drboles libres de enfermedad, el control quimico
de insectos vectores (solo en presencia del vector) y antes de la brotacién (para proteger nuevas hojas); ademds de
la eliminacién de los drboles infectados (erradicacién). En victoria de Girén se ha aplicado una estrategia similar
pero excluyendo la erradicacién. Las variedades comerciales utilizadas fueron naranjo dulce “Valencia” [Citrus
sinensis (L.) Osb.], pomelos “Marsh” y “Ruby” (Citrus paradisi Mact.) injertados, y portainjertos de naranjo amargo
(C. aurantium L.), “Citranges carrizo” y “C-35" (Poncirus trifoliata x Citrus sinensis). El principal sintoma tenido en
cuenta para el diagnostico visual ha sido el moteado asimétrico foliar.

El hongo entomopatégeno Hirsutella ha sido encontrado en todas las empresas de cultivo de citricos en Cuba. Se
han aislado diferentes cepas de hongos entomopatégenos en los adultos de D. citri. infectados. El medio artificial
utilizado ha sido PDA (patata-dextrosa-agar) y el hongo ha sido identificado mediante taxonomia clésica. Se estan
aplicando y comparando tres tratamientos: (i) Hirsutella sp., (ii) insecticidas sistémicos y de contacto y (iii) ausencia
de tratamiento (control). La presencia de ninfas infectadas estd siendo determinada mediante examen visual de 20
hojas en cada planta.

Finalmente, en cuanto a la evaluacién de la eficacia de aplicacién de caolin 5% contra D. citri, la comparacién se
realizard entre la presencia de insecto en la planta tratada y la no tratada con dicho producto. El huerto escogido
para este estudio (naranjo dulce “Valencia”) pertenece a la empresa situada en el municipio especial Isla de la
Juventud. Las aplicaciones de caolin se han realizado en marzo, mayo y septiembre 2018. El recuento de huevos,
ninfas y adultos de D. citri ha sido registrado entre marzo y noviembre de 2018. Cuatro ramas por planta han
sido seleccionadas segin los puntos cardinales. Se ha aplicado una escala arbitraria para la poblacién de D. citri:
baja (w): 1-2 individuos, media (m): 3-5y alta (s): mds de 5 individuos.

Este proyecto ha recibide financiacion del
programa de Investigacion e Innovacian de la
Unidn Europea H2020, bajo el acuerdo de
concesion N¢ 727458
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Primeros resultados alentadores. La erradicacién como
solucién potencial

Los primeros resultados de la erradicacién de plantas en los huertos de Ceballos obtenidos hasta octubre de
2018, indican que habia una baja incidencia de plantas sintomdticas. Las plantas sinfomdticas se encontraban
en zona de borde de los campos cercanos a carreteras. Este resultado estd relacionado principalmente con un
control eficaz del insecto vector (escasa poblacién) que ha permitido evitar infecciones secundarias, asi como la
propagacién extensiva de la infeccién. Ademés, dichos huertos estén situados lejos de los huertos més antiguos.
Esto ha permitido una aplicacién con menor frecuencia de quimicos y de forma preventiva, sélo en los bordes del
campo. Al ser el nimero de plantas sinfométicas bajo, no ha sido posible realizar un andlisis epidemiolégico. Sin
embargo, este resultado es un indicador positivo de la eficacia de la estrategia de manejo aplicada.

En los huertos de Victoria de Girén, la incidencia de la enfermedad ha sido més alta que en Ceballos. Se han
detectado plantas sintomdticas desde el principio del estudio, habiendo aumentado notablemente en todos los
huertos. Esto puede ser consecuencia de la permanencia de la fuente de inéculo primario de las plantas HLB-
infectadas no erradicadas.
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® Progreso temporal de la incidencia de drboles sinftométicos en huertos de la industria de citricos
Victoria de Girén, en Jagiiey Grande desde marzo de 2017 hasta octubre de 2018. Huertos evaluados:
“Valencia Criolla” naranijo dulce injertado en citrange C-35 (JGT-14-3), “Valencia Criolla” naranjo

dulce injertado en naranjo amargo (JGT-14-4) y “Marsh Jibarito” pomelo injertado en naranjo
amargo (JGT-21).
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m ;COMO ESTA FUNCIONANDO? (viene de la pdgina anterior)

Con respecto a la préctica de hongo entomopatégeno desarrollada en las empresas de produccién de

citricos, se han capturado adultos de D. citri parasitados en los huertos situados en Jiguani, Contramaestre y Sola, en
las provincias Granma, Santiago de Cuba y Camaggey. Las cepas aisladas en estos insectos muestreados incluian
especies de género Hirsutella. Las cepas han sido conservadas en medio PDA bajo condiciones controladas. Los
resultados preliminares sugieren el uso potencial de este hongo para el control biolégico del vector. La comparacién
de la eficacia de los tres tratamientos, que incluyen (i) Hirsutella sp., (ii) insecticidas sistémicos y de contacto y (iii)
ausencia de tratamiento (control); esté bajo investigacién.

Finalmente, algunos resultados preliminares de la aplicacién de caolin han demostrado su capacidad repelente, al
haber modificado el comportamiento de D. citri y no haberse detectado ningtn individuo después de la aplicacién.
Se identificé toda la poblacién de D. citri en los primeros meses de la aplicacién (marzo y mayo de 2018). Sélo
se defecté una planta con individuos adultos en junio y noviembre de 2018.

Las vias potenciales de propagacién de HLB son la presencia de inéculo interno en los huertos (i.e. plantas
sintomdticas infecciosas) y las poblaciones de insectos vectores. Las medidas para su control estén enfocadas a la
reduccién del inéculo mediante la eliminacién frecuente de drboles afectados por HLB y el control de poblacién de
vectores del psilidio mediante tratamientos alternativos. Los resultados obtenidos hasta la fecha muestran que todas
las medidas analizadas han tenido un impacto positivo, tanto reduciendo la propagacién de la enfermedad como
disminuyendo la poblacién del vector.

eD. citri parasitado  con  hongos * Cepa de hongo entomopatégeno en PDA
enfomopatégenos en hoja de citrico (fotografias (patata-dexirosa-agar) (fotografias M. Ramos).
J.L. Rodriguez Tapia).
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Citrico, gestién integrada de plagas (IPM), control biolégico
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VALUTAZIONE DELLE STRATEGIE DI GESTIONE
DI “HUANGLONGBING” NEGLI AGRUMI A CUBA
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m IL PROBLEMA PRESO IN ESAME
Gestione sostenibile di “huanglongbing”nell’industria agrumicola a Cuba

“Huanglongbing” (HLB) & stato scoperto a Cuba alla fine del 2006 (Luis et al., 2009), da quel momento la
produzione di agrumi si & ridotta da 500.000 tonnellate nel 2004 a 100.000 tonnellate nel 2017. Si & anche
osservata contemporaneamente una marcata riduzione della superficie agrumicola totale e 20.465 ettari sono stati
reimpiantati con colture alternative. Si & inoltre osservata una significativa riduzione del consumo di agrumi nella
popolazione cubana. La produzione nazionale di succhi per esportazione ha subito un calo simile. Poiché non
sono disponibili metodi curativi per HLB, I'alternativa principale per raggiungere la sostenibilita dell’agrumicoltura
cubana & rappresentata da una appropriata gestione della malattia (Batista et al., 2017).

| Azienda
Victoria de [ Azienda |
g Giron aCeballos

I 11625.89 ha | 732.03 ha

Azienda
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1006.87 ha Azienda
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£ 114568 ha

- [ Azienda [ Azienda
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Oropesa e Y
| 281.87 ha -
[ Azienda | o
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| 268.10 ha

Totale area agrumicola : 19 000 ha > 100 000 t
Area non produttiva : 6 000 ha
Area agrumicola produttiva : 13 000 ha

® Posizioni geografiche delle aziende agrumicole (icone con agrumi) nelle province (zone colorate)
di Cuba. Superfici coltivate ad agrumi per provincia e dati generali sulla produzione agrumicola nel

2017.

* Impianto di arancio dolce “Valencia 121” a Ceballos ove & presente una bassa incidenza di piante
sintomatiche a HLB e si ha una buona produzione (foto di D. Lopez).
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SCHEDA INFORMATIVA TECNICA

Strategie alternative per il controllo biologico della
malattia a Cuba

Uno degli obiettivi principali del progetto TROPICSAFE ¢ lo sviluppo di strategie avanzate di gestione integrata dei
parassiti e dei patogeni attraverso la riduzione dell'impatto ambientale delle strategie di protezione delle piante.
Tra queste strategie, il controllo biologico come I'uso di prodotti naturali & oggi una delle strategie piv praticabili
ed ecocompatibili per ridurre la presenza di molti insetti vettori.

Pertanto, i nostri obiettivi sono:

1-valutare I'efficacia dell’eradicazione delle piante infette per ridurre il progresso temporale della malattia e
diminuire la necessita di applicazioni chimiche;

2- valutare due pratiche di gestione per il controllo di Diaphorina citri, il fungo entomopatogeno Hirsutella sp. ed
applicazioni di caolino.

Indagini sistematiche, applicazione dei trattamenti ed osservazione
dei sintomi

L'efficacia dell’eradicazione sulla gestione di HLB & stata valutata confrontando I'andamento temporale della
malattia in due aree in cui vengono applicate strategie di gestione diverse. Sono stati selezionati sei frutteti di
due aziende cubane: Ceballos nella provincia di Ciego de Avila e Victoria de Girén nella provincia di Matanzas.
U attivita TROPICSAFE & stata sviluppata in un blocco di 900 piante in ogni frutteto. In Ceballos, la strategia prevede
I'uso di alberi sani per il reimpianto, il controllo chimico a livello locale degli insetti vettori (quando presenti) e
quando le piante sono in fase di pregermogliamento (per proteggere le nuove foglie); e la rimozione di alberi infetti
(eradicazione). In Victoria de Girén, la strategia & simile ma senza eradicazione.

Le varietd commerciali comprendono |'arancio dolce “Valencia” [Citrus sinensis (L.) Osb.], i pompelmi “Marsh” e
“Ruby” (Citrus paradisi Macf.) innestati ed i portainnesti arancio amaro (C. aurantium L.), “Citranges carrizo”
e “C-35" (Poncirus trifoliata x Citrus sinensis). Da marzo 2017 in ciascun frutteto sono stati effettuati monitoraggi
sistematici ogni due mesi per l'individuazione delle piante sinftomatiche a HLB. Il sinftomo principale utilizzato
per la diagnosi visiva & stata la presenza della tipica maculatura asimmetrica nelle foglie.

Il fungo entomopatogeno Hirsutella & stato applicato in tutte le aziende agrumicole di Cuba. Diversi isolati di
funghi entomopatogeni sono stati isolati da adulti infetti di D. citri. Il substrato utilizzato & stato il quello agarizzato
contenente patata e destrosio (PDA) ed il fungo & stato identificato mediante metodiche di tassonomia classica.
Sono stati effettuati e messi a confronto tre trattamenti: (i) Hirsutella sp., (i) insetticidi sistemici e di contatto e (iii)
non trattato (controllo). La presenza di ninfe & stata determinata mediante campionamento visivo di 20 foglie per
pianta.

Infine, per quanto riguarda la valutazione dell’efficacia dell’applicazione di caolino al 5% contro D. citri, viene
effettuato un confronto tra la presenza di insetti sulle piante trattate con questo prodotto e le piante senza trattamento.
Il frutteto selezionato (arancio “Valencia”) & situato nell’azienda sita ad Isla de la Juventud. Le applicazioni di
caolino sono state effettuate a marzo, maggio e settembre 2018. Il numero di uova, ninfe ed adulti di D. citri & stato
registrato da marzo a novembre 2018. Quattro rami per pianta sono stati selezionati in base ai punti cardinali.
Per valutare la popolazione di D. citri & stata utilizzata una scala arbitraria: scarsa (w): 1- 2 individui, media (m):
3-5 e alta: piv di 5 individui.

* X Questo progetto e stato finanziato nell’ambito del
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Primi risultati incoraggianti. Eradicazione come
soluzione possibile

| primi risultati di eradicazione negli agrumeti di Ceballos ottenuti fino a ottobre 2018 hanno mostrato una
bassa incidenza di piante sintomatiche con la presenza di piccoli focolai vicino alla strada. Questo risultato &
principalmente da mettere in relazione con un controllo efficace degli insetti vettori (bassi livelli di popolazione) che
permettono di evitare infezioni secondarie ed una importante diffusione della malattia. Inoltre, questi agrumeti sono
lontani da quelli vecchi. Cid ha consentito applicazioni meno frequenti di sostanze chimiche in modo preventivo e
solo ai margini del campo. Poiché il numero di piante sinftomatiche era ridotto, & perd stato impossibile effettuare
analisi epidemiologiche. Tuttavia, questo risultato & un indicatore positivo dell’efficacia della strategia di gestione
utilizzata.

Negli agrumeti di Victoria de Girén, l'incidenza della malattia era piv alta che in quelli di Ceballos e le piante
sintomatiche sono state rilevate fin dall’inizio della valutazione. Lincidenza delle piante sintomatiche ha mostrato
un marcato aumento di tutti gli agrumeti. Questa & probabilmente una conseguenza della permanenza della fonte
di inoculo primario rappresentata da piante infette da HLB non sradicate.
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® Incremento temporale dell'incidenza di alberi sintomatici negli agrumeti di Victoria de Girén, a
Jagiey Grande da marzo 2017 a ottobre 2018. Agrumeti valutati: arancio dolce “Valencia Criolla”
innestato su “C-35 citrange” (JGT-14-3), “Valencia Criolla” arancio dolce innestato su arancio amaro
(JGT-14-4) e pompelmo “Marsh Jibarito” innestato su arancio amaro (JGT-21).
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m COME FUNZIONAZ (continua dalla pagina precedente)

Per quanto riguarda la pratica di applicazione del fungo enfomopatogeno nei diversi agrumeti, adulti

di D. citri infetti sono stati raccolti a Jiguani, Contramaestre e Sola nelle province di Granma, Santiago de Cuba e
Camaguey. Gli isolati ottenuti da questi insetti campionati includevano specie del genere Hirsutella. Gli isolati sono
stati mantenuti su substrato PDA in condizioni controllate. | risultati preliminari suggeriscono un possibile uso di
questo fungo per il controllo biologico dell’insetto vettore. Il confronto dell’efficacia dei tre trattamenti (i) Hirsutella
sp., (li) insefticidi sistemici e di contatto e (iii) non trattato (controllo) & in corso.

Alcuni risultati preliminari per I'applicazione di caolino hanno mostrato la sua capacita repellente poiché ha
modificato il comportamento di D. citri e non sono stati rilevati individui dopo le applicazioni. Popolazioni di D. citri
sono state individuate solo nei primi mesi di applicazione del prodotto (marzo e maggio 2018). Una sola pianta
con adulti & stata rilevata a giugno e novembre 2018.

Le potenziali vie di diffusione di HLB includono la presenza di inoculo negli agrumeti (cioé piante sinfomatiche
infette) e di popolazioni dell'insetto vettore. Le misure per il suo controllo si concentrano principalmente sulla
riduzione dell'inoculo mediante rimozione frequente degli alberi colpiti da HLB e sul controllo delle popolazioni di
psillidi vettori mediante trattamenti alternativi. | primi risultati indicano che tutte le misure sperimentate hanno avuto
un effetto positivo, sia diminuendo la diffusione della malattia sia riducendo i livelli di popolazione del vettore.

cifri parassitizzata da funghl ® Isolamento del fungo entomopatogeno su
entomopcltogenl su foglia di agrumi (foto di J.L. substrato PDA (foto di M. Ramos).
Rodriguez Tapia).
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m THE PROBLEM ADDRESSED
“Huanglongbing”: a threat to the citrus industry in Europe

The African citrus psyllid, Trioza erytreae (Del Guercio) (Hemiptera: Triozidae), is the most recent citrus pest
introduced to the European mainland. It was detected in north-western Spain in 2014 (Cocuzza et al., 2017), and
since then it has spread along the Portuguese coast as far as Lisbon, infesting citrus trees in private gardens. This
psyllid transmits the citrus greening or “huanglongbing” (HLB) disease, which is one of the most devastating citrus
diseases in the world (Bové 2006). This disease is associated with three phloem a-proteobacteria: ‘Candidatus
Liberibacter asiaticus’ (Clas), ‘Ca. L. americanus’ (Clam) and ‘Ca. L. africanus’ (Claf). Trioza erytreae is a vector
that transmits CLaf.

Although HLB has not been detected yet in mainland Europe (Cocuzza et al., 2017), the mere presence of the psyllid
is a major threat for the Mediterranean citrus industry. As an example of the economic impact of HLB, this disease
caused losses of 4,554 million US dollars and more than 8,000 jobs directly or indirectly linked to the Florida citrus
industry between 2005 and 2011 in the USA (Hodges and Spreen 2012).

e Asymptomatic (left) and symptomatic (centre and right) citrus trees infected by the “huanglongbing”
(HLB) or greening. The disease is transmitted by the psyllids Trioza erytreae and Diaphorina citri. Photo
by César Monzé.
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m THE PRACTICE/INNOVATION PROPOSED BY TROPICSAFE
A natural enemy to control the disease

One of the main aims of TROPICSAFE is to develop advanced and novel pest management strategies that provide
a reduction in the environmental impact of plant protection approaches. Among these strategies, the classical
biological control (i.e. the introduction of natural enemies from the area of origin of the target pest) is probably the
most feasible and environmentally friendly strategy to manage T. erytreae in Europe (Cocuzza et al., 2017).

TROPICSAFE has initiated a classical biological control program to introduce the parasitoid Tamarixia dryi
(=Tetrastichus dryi) (Waterston) (Hymenoptera, Eulophidae) from its area of origin (South Africa). This parasitoid
is the most abundant and effective biological control agent of T. erytreae in sub-Saharan Africa. This solitary
ectoparasitoid has already been successfully introduced to Reunion Island and Mauritius in the 1980s, where T. dryi
regulated the populations of the psyllid (Aubert and Quilici 1986).

m HOW IS TROPICSAFE IMPLEMENTING IT¢
Collection and importation of the parasitoid

Taking into consideration the success of Tamarixia dryi, the Valencian Institute of Agrarian Research (IVIA) applied
to obtain the legal permits to introduce this parasitoid into Europe. Once obtained, four citrus producing areas
of South Africa (Western Cape, Mpumalanga, Limpopo and Gauteng) were sampled from September 21+ to
December 9™ of 2017 with the collaboration of the Universities of Pretoria and Stellenbosch and the Citrus
Research International (CRI) to obtain and establish several isolines of T dryi. The parasitoid was identified by a
combination of morphological and molecular characterization. During the survey, two other species of primary
parasitoids were recovered, including a new species of the genus Tamarixia that is now under description by
specialists at the University of Riverside (California, USA).

On December 2017, T. dryi isolines were sent to the Canarian Institut of Agrarian Research where a colony of the
parasitoid was established. During 2018, several laboratory studies were conducted to: i) confirm that the imported
parasitoids are not infested by ‘Ca. L. africanus’, ii) determine the specificity of T. dryi; and iii) study its potential as
a biological control agent. These studies are all required before it is released into the field.

* Collection of Tamarixia dryi in four citrus producing areas from South Africa in 2017. Details of the colony of T. dryi
established under controlled conditions in Spain before it is released.

b o www.tropicsafe.eu
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m HOW IS IT WORKING?
A high potential to control Trioza erytreae in Europe

Laboratory experiments have demonstrated that T. dryiis a highly specific parasitoid and its release and establishment
in Europe within the classical biological control program of T. erytreae should not affect native psyllid species. T.
dryi did not parasitize any of the 11 non-target psyllids tested, including five species of genus Trioza. These
psyllids were selected and tested for their phylogenetic proximity to T. erytreae as well as for ecological reasons.

Molecular techniques confirmed that the specimens of T. dryi were not infected by ‘Ca. L. africanus’. Therefore, and
taking into consideration the two latter results, no significantenvironmental impact is expected with the release of T. dryi.

Laboratory and field assays have also demonstrated that T. dryi has a high potential to control T. erytreae
in Europe. Female parasitoids attack and parasitize T. erytreae nymphs from the 39 to the 5" instar. The
parasitoid can survive for more than 30 days when it feeds on the honeydew of its hosts. Its sex ratio in the
colonies and field tends to be female biased (more females than males are produced). It tends to feed on hosts
of different size. These characteristics highlight the potential of T dryi for biological control of T erytrece.

® Details of the parasitoid Tamarixia dryi when it attacks and parasitizes the psyllid Trioza erytreae,
egg (red arrow), pupae (below Tryoza erytreae) and adult of T. dryi; colony of T. erytreae parasitized
by T. dryi.
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Citrus, integrated pest management (IPM), biological control, parasitism
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Une option pour la lutte biologique contre le “huanglongbing”
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m LE PROBLEME ABORDE
Le “huanglongbing”: une menace pour I'agrumiculture en Europe

Le psylle africain des agrumes, Trioza erytreae (Del Guercio) (Hemiptera : Triozidae), est le plus récent ravageur
des agrumes introduit sur le continent européen. Il a été détecté dans le nord-ouest de I'Espagne en 2014 (Cocuzza
et al., 2017), et depuis lors il s’est disséminé le long de la céte Portugaise jusqu’a Lisbonne, infestant les agrumes
dans les jardins privés. Ce psylle transmet la maladie du “citrus greening” ou “huanglongbing” (HLB), qui est
I'une des maladies les plus dévastatrices des agrumes dans le monde (Bové 2006). Cette maladie est associée &
trois protéobactéries du phloéme a-proteobacteria: ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’” (Clas), Ca. L. americanus’
(CLam) et ‘Ca. L. africanus’ (CLaf). Trioza erytreae est un vecteur qui transmet Claf.

Bien que le HLB n’ait pas encore été détecté en Europe continentale (Cocuzza et al., 2017), la simple présence du
psylle est une menace majeure pour I'agrumiculture. A titre d’exemple on estime que |'impact économique du HLB
sur la filiere agrumes en Floride (USA) entre 2005 et 2011 a entrainé des pertes de 4.554 millions de dollars US et
plus de 8.000 emplois directement ou indirectement (Hodges et Spreen 2012).

® Arbres asymptomatiques (& gauche) et symptomatiques (au centre et & droite) infectés par le
"huanglongbing” (HLB) ou “citrus greening”. La maladie est transmise par les psylles Trioza erytreae
et Diaphorina citri. Photo de César Monzé.
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m LA PRATIQUE / INNOVATION PROPOSEE PAR TROPICSAFE
Un ennemi naturel pour contréler la maladie

L'un des principaux objectifs de TROPICSAFE est de développer des stratégies de pointe novatrices de lutte permettant
de réduire |'impact environnemental des approches phytosanitaires. Parmi ces stratégies, la lutte biologique
classique (c’est-a-dire I'introduction d’ennemis naturels provenant de la zone d’origine du ravageur cible) est
probablement la stratégie la plus réaliste et la plus respectueuse de I'environnement pour lutter contre T. erytreae en
Europe (Cocuzza et al., 2017).

TROPICSAFE a lancé un programme classique de lutte biologique pour introduire le parasitoide Tamarixia dryi
(=Tetrastichus dryi) (Waterston) (Hymenoptera, Eulophidae) & partir de sa région d’origine (Afrique du Sud). Ce
parasitoide est I'agent de lutte biologique le plus abondant et le plus efficace de T. erytreae en Afrique subsaharienne.
Cet ectoparasitoide solitaire a déja été introduit avec succés & La Réunion et & Maurice dans les années 1980, ou

T. dryi a régulé les populations du psylle (Aubert et Quilici 1986).

B COMMENT TROPICSAFE LA MISE EN OEUVRE?
Collecte et importation du parasitoide

Compte tenu du succés de Tamarixia dryi, I'Institut Valencien d'Investigation Agronomique (IVIA) a demandé
les autorisations légales pour introduire ce parasitoide en Europe. Une fois obtenues, quatre zones productrices
d’agrumes d’Afrique du Sud (Western Cape, Mpumalanga, Limpopo et Gauteng) ont été échantillonnées du 21
septembre au 9 décembre 2017 avec la collaboration des Universités de Pretoria et de Stellenbosch et du “Citrus
Research International” pour obtenir et établir plusieurs lignées iso-géniques de T. dryi. Le parasitoide a été identifié
par une combinaison de caractérisation morphologique et moléculaire. Au cours de I'étude, deux autres espéces de
parasitoides primaires ont été récupérées, dont une nouvelle espéce du genre Tamarixia qui est maintenant décrite
par des spécialistes de |'Université de Riverside (California, USA).

En décembre 2017, des lignées iso-géniques de T dryi ont été envoyées & l'Institut Canarian d'Investigation
Agronomique ou une colonie du parasitoide a été établie. En 2018, plusieurs études de laboratoire ont ét¢ menées
pour: i) confirmer que les parasitoides importés ne sont pas infectés par ‘Ca. L. africanus’; ii) déterminer la spécificité
de T. dryi; et iii) étudier son potentiel comme agent de lutte biologique. Ces études sont toutes nécessaires avant

qu'il ne soit libéré sur le terrain.

* Collecte de Tamarixia dryi dans quatre régions productrices d’agrumes d’Afrique du Sud en 2017. Détails sur la colonie de
T. dryi établie dans des conditions contrdlées en Espagne avant sa dissémination.
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m COMMENT CA MARCHE?
Un fort potentiel pour lutter contre Trioza erytreae en Europe

Des expériences en laboratoire ont démontré que T. dryi est un parasitoide trés spécifique et que sa dissémination
et son établissement en Europe dans le cadre du programme classique de lutte biologique contre T. erytreae ne
devraient pas affecter les espéces indigénes de psylles. T. dryi n’a parasité aucun des 11 psylles non ciblés testés,
dont cing espéces du genre Trioza. Ces psylles ont été sélectionnés et testés pour leur proximité phylogénétique avec
T. erytreae ainsi que pour des raisons écologiques.

Des techniques moléculaires ont confirmé que les spécimens de T. dryi n’étaient pas infectés par ‘Ca. L. africanus’.
Par conséquent, et compte fenu de ces deux derniers résultats, aucun impact environnemental significatif n’est
attendu avec libération au champ de T. dryi.

Des essais en laboratoire et sur le terrain ont également démontré que T. dryi a un fort potentiel pour lutter contre
T. erytreae en Europe. Les parasitoides femelles attaquent et parasitent les nymphes de 7. erytreae du 3éme au 5éme
stade. Le parasitoide peut survivre plus de 30 jours lorsqu’il se nourrit du miellat de ses hétes. Son sex-ratio dans
les colonies et sur le terrain tend & étre biaisé chez les femelles (plus de femelles que de males sont produites). Il a
tendance & se nourrir d’hétes de tailles différentes. Ces caractéristiques mettent en évidence le potentiel de T. dryi
pour la lutte biologique contre T. erytrece.

e Détails du parasitoide Tamarixia dryi quand il attaque et parasite le psylle Trioza erytreae, oeuf
(eche rouge), pupes (sous Tryoza erytreae) et adulte de T. dryi; colonies de T. erytreae parasitées par
T. dryi.
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INTRODUCCION DEL PRINCIPAL PARASITOIDE
DE TRIOZA ERYTREAE EN EUROPA

Una alternativa de control biolégico para el “huanglongbing”
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m PROBLEMA ABORDADO
“Huanglongbing”: una amenaza para la industria de citricos en Europa

El psilido africano de los citricos, Trioza erytreae (Del Guercio) (Hemiptera: Triozidae), es la plaga en citricos
mdés reciente introducida en el continente europeo. Fue detectada en el noroeste de Espafia en 2014 (Cocuzza
et al., 2017), y desde entonces se ha extendido a lo largo de la costa de Portugal hasta Lisboa, infestando
citricos en jardines particulares. Este psilido transmite la enfermedad de verdeo de los citricos también conocida
como “huanglongbing” (HLB), una de las mds devastadoras del mundo (Bové 2006). El HLB esté relacionado con
tres a-proteobacterias de floema: ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ (Clas), ‘Ca. L. americanus’ (Clam) y ‘Ca. L.
africanus’ (Claf). Trioza erytreae es el vector que transmite Claf.

A pesar de que el HLB todavia no ha sido detectado en el continente europeo (Cocuzza et al., 2017), la mera
presencia del psilido es una amenaza para la industria de los citricos en el Mediterréneo. Como ejemplo del impacto
econémico que el HLB puede tener en el sector, estdn las cifras de EEUU, donde esta enfermedad causé pérdidas
econémicas de 4.554 millones de délares y eliminé mas de 8.000 puestos de trabajo directa e indirectamente
relacionados con la industria de los citricos en Florida, entre 2005y 2011 (Hodges y Spreen 2012).

e Citricos asintomdticos (izquierda) y sinfomdticos (centro y derechay) infectados por “huanglongbing”
(HLB) o verdeo. Esta enfermedad es transmitida por los psilidos Trioza erytreae y Diaphorina citri.

Fotografia César Monzé.

Este proyecto ha recibido financiacion del

. programa de investigacion e Innovacion de la

WWWh’OpICSGfeeU Unidn Europea H2020, bajo el acuerdo de
concesidn N¢ 727458



FICHA DE INNOVACION TECNICA

m PRACTICA/INNOVACION PROPUESTA POR TROPICSAFE
Un enemigo natural para controlar la enfermedad

Uno de los obijetivos principales de TROPICSAFE es el desarrollo de nuevas estrategias de gestién de plagas que
proporcionen una reduccién del impacto medioambiental de las medidas de control fitosanitarias. Entre ellas, el
control biolégico clésico (i.e. introduccién de enemigos naturales en zonas de origen de las plagas) es probablemente
la estrategia de manejo de T. erytreae mds viable y mds respetuosa con el medioambiente (Cocuzza et al., 2017).

TROPICSAFE ha iniciado un programa de control biolégico clésico para introducir el parasitoide Tamarixia dryi
(=Tetrastichus dryi) (Waterston) (Hymenoptera, Eulophidae) de su zona de origen (Suddfrica). Este parasitoide es
el agente de control biolégico de T. erytreae més abundante y efectivo en el Africa subsahariana. Este parasitoide
solitario ha sido introducido con éxito en la isla de la Reunién y Mauricio en los ‘80, donde T. dryi regulé las
poblaciones del psilido (Aubert y Quilici 1986).

m ;COMO SE ESTA IMPLEMENTANDO?
Captura e importacién del parasitoide

Teniendo en cuenta el éxito de Tamarixia dryi, el Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA) solicité
los permisos legales para su introduccién en Europa. Una vez obtenidos, entre el 21 de septiembre y el 9 de
diciembre de 2017 y en colaboracién con la Universidad de Pretoria y Stellenbosch y Citrus Research International,
se muestrearon cuatro zonas productoras de citricos de Sudéfrica (Cabo Occidental, Mpumalanga, Limpopo
y Gauteng), a fin de obtener y establecer varias isolineas de T. dryii. El parasitoide fue identificado mediante
combinacién de caracterizacién morfolégica y molecular. Durante el estudio se recuperaron otras dos especies de
parasitoides primarios, incluidas nuevas especies del género Tamarixia, que actualmente estén siendo analizadas
por especialistas de la Universidad de Riverside (California, EE.UU.). En diciembre 2017, isolineas de T. dryi fueron
enviadas al Instituto Canario de Investigaciones Agrarias, donde se ha establecido una colonia del parasitoide.

Durante 2018, se realizaron varios estudios en laboratorio con el fin de: i) confirmar que los parasitoides importados
no estdn infestados por ‘Ca. L. africanus’; ii) determinar la especificidad de T. dryi; y iii) estudiar su capacidad
como agente de control biolégico. Todos estos estudios son requeridos como paso previo a su liberacién en campo.

® Recogida de Tamarixia dryi en cuatro zonas productoras de citricos de Sudéfrica en 2017. Detalles de la colonia de T. dryi
creada bajo condiciones controladas en Espafia antes de su liberacién.
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m ;COMO ESTA FUNCIONANDO?
Alta capacidad para controlar Trioza erytreae en Europa

Experimentos de laboratorio han demostrado que T. dryi es un parasitoide muy especifico y que su liberacién y
establecimiento en Europa dentro del programa de control biolégico clésico de T. erytreae, no deberia afectar a
especies autéctonas de psilido. Se ha comprobado que T. dryi no parasité ninguno de los 11 psilidos no-objeto
analizados, incluidas cinco especies del género Trioza. Estos fueron seleccionados y analizados por su proximidad
filogenética a T. erytreae y también por razones ecolégicas. Técnicas moleculares han confirmado ademds, que los
ejemplares de T. dryi no han sido infectados por ‘Ca. L. africanus’. Por lo tanto, en base a estos dos resultados, no
hay riesgo de impacto medioambiental negativo por la liberacién de T. dryi.

Ensayos de campo y en laboratorio también han demostrado que T. dryi dispone de una alta capacidad de control
de T. erytreae en Europa. Las hembras de parasitoide atacan y parasitan ninfas de T. erytreae del tercero al
quinto estadio. El parasitoide puede sobrevivir mas de 30 dias cuando se alimenta de melazo de su huésped. La
proporcién de sexos en sus colonias suele ser dominada por hembras (se producen mds hembras que machos). El
parasitoide se alimenta de huéspedes de diferentes tamafios. Estas caracteristicas revelan la capacidad de T. dryi
para el control biolégico de T. erytreae.

® Detalles del parasitoide Tamarixia dryi atacando y parasitando psilido de Trioza erytreae, huevo
(flecha roja), pupas (debajo Tryoza erytreae) y adulto de T. dryi. Colonia de T. erytreae parasitada
por T. dryi.
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INTRODUZIONE DEL PRINCIPALE PARASSITOIDE
DI TRIOZA ERYTREAE IN EUROPA

Un’opzione per il controllo biologico di “huanglongbing”

INFORMATIVA
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TECNICA
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m IL PROBLEMA PRESO IN ESAME
“Huanglongbing”: una minaccia per l'industria agrumicola
europea

Lo psillide africano degli agrumi, Trioza erytreae (Del Guercio) (Hemiptera: Triozidae), & il piU recente insetto
infestante di agrumi introdotto nel continente europeo. E stato rilevato nel nord-ovest della Spagna nel 2014
(Cocuzza etal., 2017) e da allora si & diffuso lungo la costa portoghese fino a Lisbona, infestando gli alberi di agrumi
nei giardini privati. Questo psillide trasmette una malattia nota come “greening” degli agrumi o “huanglongbing”
(HLB), che & una delle piv devastanti al mondo (Bové 2006). Questa malattia & associata a tre a-proteobatteri
ad habitat floematico: ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ (Clas), ‘Ca. L. americanus ‘(Clam) e ‘Ca. L. africanus
(Claf). Trioza erytreae & vettore di CLaf.

Sebbene HLB non sia ancora stato rilevato nell’Europa continentale (Cocuzza et al., 2017), la semplice presenza
dello psillide rappresenta una grave minaccia per l'industria degli agrumi del Mediterraneo. Come esempio
dell'impatto economico di HLB, questa malattia ha causato perdite di 4.554 milioni di dollari USA e di oltre 8.000
posti di lavoro direttamente o indirettamente legati all’industria degli agrumi in Florida (USA) tra il 2005 ed il 2011
(Hodges e Spreen 2012).

e Alberi di agrumi asintomatici (a sinistra) e sintomatici (centro e destra) infettati da “huanglongbing”
(HLB) o “greening”. La malattia & trasmessa dagli psilidi Trioza erytreae e Diaphorina citri. Foto di
César Monzé.

* * % Questo progetto é stato finanziato nell’ambito del

WWW.trOpICSGfe eu * : p.rogrammg deII’U'ninone Egropea Horizon 2020
* 4 x ricerca ed innovazione con il contratto No 727459




SCHEDA INFORMATIVA TECNICA

m LINNOVAZIONE PRATICA PROPOSTA DA TROPICSAFE
Un nemico naturale per controllare la malattia

Uno degli obiettivi principali di TROPICSAFE & lo sviluppo di strategie avanzate e innovative di gestione dei parassiti
che consentano una riduzione dell'impatto ambientale negli approcci di protezione delle piante. Tra queste strategie,
il controllo biologico classico (cioé I'introduzione di nemici naturali dall’area di origine del parassita bersaglio) &
probabilmente la strategia piv fattibile ed ecocompatibile per la gestione di T. erytreae in Europa (Cocuzza et dl.,
2017).

TROPICSAFE ha avviato un classico programma di controllo biologico per introdurre il parassitoide Tamarixia
dryi (=Tetrastichus dryi) (Waterston) (Hymenoptera, Eulophidae) dalla sua area di origine (Sud Africa). Questo
parassitoide & I'agente di controllo biologico piv abbondante ed efficace di T. erytreae nell’ Africa sub-sahariana.
Questo ectoparassitoide solitario & gia stato introdotto con successo a Reunion e Mauritius negli anni ‘80, dove
T. dryi & risultata in grado di regolare le popolazioni della psilla (Aubert e Quilici 1986).

m COSA FA TROPICSAFE?
Raccolta ed importazione del parassitoide

Prendendo in considerazione il successo di Tamarixia dryi, |'lstituto Valenziano di Ricerca Agricola (IVIA) ha chiesto
i permessi per introdurre questo parassitoide in Europa. Una volta ottenuti, sono stati effettuati campionamenti
in quattro regioni produttrici di agrumi del Sud Africa (Western Cape, Mpumalanga, Limpopo e Gauteng) dal
21 settembre al 9 dicembre 2017 con la collaborazione delle Universita di Pretoria e Stellenbosch e del “Citrus
Research International” per ottenere e stabilizzare alcuni cloni di T. dryi. Il parassitoide & stato identificato mediante
una combinazione di caratteristiche morfologiche e molecolari. Durante I'indagine sono state recuperate altre due
specie di parassitoidi primari, tra cui una nuova specie del genere Tamarixia che & ora oggetto di identificazione
da parte di specialisti presso I'Universita di Riverside (California, USA).

In dicembre 2017, i cloni di T dryi sono stati inviati all'lstituto Canario di Ricerca in Agricoltura dove & stata
prodotta una colonia del parassitoide. Nel 2018 sono stati condotti diversi studi di laboratorio per: i) confermare
che i parassitoidi importati non fossero infetti da ‘Ca. L. africanus *; ii) determinare la specificita di T. dryi; e iii)
studiarne il potenziale come agente di controllo biologico. Questi sono gli studi richiesti prima di poter rilasciare

in campo il parassitoide.

® Raccolta di Tamarixia dryi in quattro aree agrumicole del Sud Africa nel 2017. Dettaglio della colonia di T. dryi prodotta in
condizioni controllate in Spagna prima del suo rilascio.
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m COME FUNZIONA?
Un’alta possibilita di controllare Trioza erytreae in Europa

Gli esperimenti di laboratorio hanno dimostrato che T. dryi & un parassitoide altamente specifico e che il suo rilascio
ed il suo insediamento in Europa nell’ambito di un classico programma di controllo biologico di T. erytreae non
dovrebbe interessare le specie di psillidi nativi. T. dryi non ha parassitizzato nessuno degli 11 psillidi non bersaglio
saggiati, incluse cinque specie del genere Trioza. Questi psillidi sono stati selezionati e saggiati per la loro vicinanza
filogenetica a T. erytreae e per ragioni ecologiche. Le tecniche molecolari hanno confermato che gli esemplari di
T. dryi non erano infetti da ‘Ca. L. africanus ‘ pertanto, tenendo conto di questi risultati, non si prevedono impatti
ambientali significativi con il rilascio di T. dryi.

Le verifiche di laboratorio e sul campo hanno anche dimostrato che T. dryi ha un alto potenziale di controllo di T.
erytreae in Europa. | parassitoidi femminili attaccano e parassitano le ninfe di 7. erytreae dal 3° al 5° stadio. |l
parassitoide pud sopravvivere per piv di 30 giorni quando si nutre della melata dei suoi ospiti. Il rapporto tra i sessi
nelle colonie ed in campo tende ad essere a prevalenza femminile (vengono generate pit femmine che maschi).
Tende a nutrirsi su ospiti di dimensioni diverse. Queste caratteristiche confermatno il potenziale di T. dryi per il
controllo biologico di T. erytreae.

* Dettagli del parassitoide Tamarixia dryi quanto attacca e parassitizza lo psillide Trioza erytreae, uovo
(freccia rossa), pupa (softo Tryoza erytreae) e adulto di T. dryi; colonia di T. erytreae parassitizzata
da T. dryi.
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PAROLE CHIAVE

Agrumi, gestione integrate delle malattie (IPM), controllo biologico, parassitismo
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PREPARATION OF REFERENCE MATERIAL
FOR MOLECULAR TESTING OF
‘CANDIDATUS PHYTOPLASMA SOLANI’

TECHNICAL
INNOVATION
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m THE PROBLEM ADDRESSED
Lack of well-characterized and certified material for use as
phytoplasma reference positive control

The important economic sector of world grapevine production of 74 million tons is threatened by several grapevine
yellows (GY) diseases associated with the presence of phytoplasmas. There is presently a lack of availability of well-
characterized and certified material suitable for use as reference positive controls in different diagnostic schemes,
validation studies, performance studies and proficiency tests, which are all part of the management programs for
fast and accurate detection of GY phytoplasmas.

‘Candidatus Phytoplasma solani’ associated with “bois noir”, the most widespread disease of grapevine in the
Euro-Mediterranean basin, was selected as a model. In the last 20 years, “bois noir” has become a major limiting
factor in the European viticulture, which seriously affects quality and quantity of grapevine production with infection
rates reaching 50-80% in some areas. In South Africa GY is associated with the presence of ‘Ca. P. asteris’ while in
Chile and in the other countries several diverse phytoplasmas are present. Molecular methods are needed to detect
‘Ca. P. solani’ or “Ca. P. asteris’ in low concentrations and in many samples and quantitative PCR is a commonly
used method. It gives a numerical result which reflects the concentration of the target in the sample. However, these
numerical values also depend on the specific reagents, their concentrations and the instrument used. Thus the results
obtained in different laboratories are not directly comparable. A reference material can be used as a fixed point in
all the studies and research making the results directly comparable among laboratories and, even more importantly,
over the time. Certified reference materials are not available for plant pathogens. To overcome this difficulty, we
have prepared two types of reference materials for phytoplasmas of grapevine.

* Transmission electron microscope picture of cross-section
of a midrib of symptomatic Catharanthus roseus infected
with ‘Ca. P. solani’ (Photo: M. Tusek Znidarig).

i ecetsed funding from

. the Eur nmigl's Horizon 2020

www.tropicsafe.eu § e angaine
under grant agreement Mo 72745




TECHNICAL INNOVATION FACTSHEET

Two new reference materials for grapevine
phytoplasmas

Two types of reference materials have been prepared:

1) DNA sequences of the target region used for the quantitative PCR originally described by Hren et al. (2007),
together with nucleotide data available in NCBI, were used for designing synthetic DNA, e.g. gBlocks, IDT. Synthetic
double-stranded DNA of known size and amount is cheap and provides high amounts of the specific sequence
target suitable for technical assessment of tests and as a positive control for testing,

2) DNA from grapevine naturally infected with ‘Ca. P. solani’ was selected and protocols for its quantification by
digital droplet PCR were designed for assigning reference values to the concentration of target sequences. This
method enables absolute quantification without the need for standards and calibration.

Publically available sequence data and characterization of
material with digital droplet PCR

Preparation of reference material is a challenging process requiring high accuracy, and it is particularly difficult,
demanding and time consuming since the growth of phytoplasmas in artificial media is still not a routine
method. The two types of reference materials prepared during the TROPICSAFE project are the prerequisites
for further studies of grapevine infected with either ‘Ca. P. solani’ or ‘Ca. P. asteris’ that require reference
positive fest controls. Both approaches for preparation of reference material are easily transferrable to other
phytoplasmas and DNA targets. Moreover, they have been applied to assigned values to reference materials
used in international proficiency tests organized by the National Institute of Biology in Slovenia for a number of
different pathogens.

The first reference material is based on the synthetic double-stranded DNA, for which the publically available
sequence data were used. The known size and amount allows preparation of material with relatively well-defined
target concentration without additional testing.

The second reference material, more similar to the diagnostic samples, is based on DNA samples from grapevine
leaf veins infected with ‘Ca. P. solani’. Reference values of target sequence concentrations were assigned after the
characterization of the material with digital droplet PCR, a gold standard method for absolute quantification.

> gBlock control on KT281865.1 Candidatus Phytoplasma solani isolate STOL3 1-acyl-sn-
glycerol-3-phosphate acyltransferase gene, partial cds
ACGTAAAACAGCTTTAAGTTTAATAAAGGCAATTCCAAAAGTAAAAGCAGGTTTAGCGATG
GTTGTTTTTCCTGAAGGTGGTATTAAAGATCGAAATGATGAAGCAACGGTACCACTTTTAG
AGGGGTCTTTTAAAATTGCTTTTAAAACGCAAGCCGA

* Sequence of the proposed synthetic DNA control for the “Ca. P. solani” amplicon targeted by qPCR.
Shaded areas correspond to primer and probe annealing sites, the sites recognized by the reagents
used to detect the pathogen.
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Potential of reference positive test controls and their
transfer to other phytoplasmas and DNA targets

In a synthetic DNA reference material a potential drawback is that the synthesized DNA is target specific and
therefore a fest specific sequence; its known size and amount allow preparation of material with relatively well
defined target concentration without additional testing. Based on the selected target sequence this reference material
can be ordered commercially, which is an important advantage of this approach.

The plant material naturally infected with ‘Ca. P. solani’ was characterized by digital droplet PCR (ddPCR) as o higher
quality method in metrological and clinical fields for absolute quantification of target concentrations without the
need for calibration. For the preparation of reference material, a current gPCR protocol was successfu”y transferred
to the ddPCR format and used to determine absolute concentration of the target DNA copies in the samples. The
protocol can be used to assign values to naturally infected samples or artificially prepared defined mixtures.

Either of the two types of reference material described here are fit for the purpose. A reference material with a
known target concentration provides comparability over the tests and, more importantly, over the time as it can be
repeatedly prepared with the same characteristics. The described approach is transferrable to other phytoplasmas
and DNA targets.

Synthetic dsADN Naturally infected
(gBlock™) samples

« High amounts of target » Similar to the diagnostic samples
P sequence DN A  More commutable
R |+ Well defined target +« (Can be usedin a variety of
0 concentration molecular tests
S5 |« Commermially available  Provides information on the

« Comparabile over tests influence of DM A extraction
c
o Sequence specific « Limited amounts and avail ability
N DM A extraction not needed | » DNA extraction needed
s

e Characteristics of the two types of reference materials prepared for the “Ca. P.
solani” agent of the “bois noir” disease.
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PREPARATION DE MATERIEL DE REFERENCE POUR
L’ANALYSE MOLECULAIRE DU
‘CANDIDATUS PHYTOPLASMA SOLANI’
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m LE PROBLEME ABORDE
Absence de matériel bien caractérisé et certifié pour |'utilisation
comme témoins positifs de référence de phytoplasmes

L'important secteur économique de la vigne représente une production mondiale de 74 millions de tonnes, et est
menacé par plusieurs maladies de type jaunisse de la vigne (JV) associées & la présence de phytoplasmes. Il y a
actuellement un manque de disponibilité de matériels bien caractérisés et certifiés pouvant servir de témoins positifs
de référence dans différents systémes de diagnostic, études de validation, études de performance des tests et tests
de compétence, qui font tous partis du programme de gestion de la maladie par une détection rapide et précise des

phytoplasmes responsables de JV.

‘Candidatus Phytoplasma solani” associé au bois noir, la maladie de la vigne la plus répandue dans le bassin euro-
méditerranéen, a été choisi comme modéle. Au cours des 20 derniéres années, le bois noir est devenu un facteur
limitant majeur de la viticulture européenne, qui affecte sérieusement la qualité et la quantité de la production
viticole avec des taux d'infection atteignant 50-80% dans certaines zones. En Afrique du Sud, la JV est associée
& la présence de ‘Ca. P. asteris’ alors qu’au Chili et d’autres pays plusieurs phytoplasmes sont présents. Des
méthodes moléculaires sont nécessaires pour détecter la présence de ‘Ca. P. solani’ ou ‘Ca. P. asteris’ présents en
faibles concentrations dans de nombreux échantillons et la PCR quantitative (qPCR) est une méthode couramment
utilisée. La gPCR donne un résultat numérique qui refléte la concentration de la cible dans I'échantillon. Cependant,
ces valeurs numériques dépendent également des réactifs spécifiques, de leurs concentrations et de I'instrument
utilisé. Les résultats obtenus dans différents laboratoires ne sont donc pas directement comparables. Un matériel de
référence peut étre utilisé comme point fixe dans toutes les études et recherches, ce qui rend les résultats directement
comparables entre laboratoires et, plus important encore, dans le temps. Les matériels de référence certifiés ne sont
pas disponibles pour les agents pathogénes des plantes. Pour surmonter cette difficulté, nous avons préparé deux
types de matériels de référence pour les phytoplasmes pathogénes de la vigne.

* Image au microscope électronique & transmission de la coupe transversale de la nervure principale
de Catharanthus roseus symptomatique infecté par ‘Ca. P. solani’ (photo: M. Tusek Znidari¢).
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Deux nouveaux matériels de référence pour les
phytoplasmes de la vigne

Deux types de matériels de référence ont été préparés:

1) les séquences d’ADN de la région cible utilisée pour la PCR quantitative décrite initialement par Hren et al.
(2007), ainsi que les données nucléotidiques disponibles auprés du NCBI, ont été utilisés pour définir I’ADN
synthétique, par ex. gBlocks, IDT. 'ADN double brin synthétique de taille et de quantité déterminée est bon
marché et fournit des quantités élevées de la séquence cible spécifique et est approprié comme témoin positif
pour |'évaluation technique et comme contréle positif dans les tests;

2) des ADN en collection de vigne infectée naturellement par ‘Ca. P. solani’ ont été sélectionnés et des protocoles
de quantification par PCR digitale en gouttelettes ont été concus pour attribuer des valeurs de référence aux
concentrations des séquences cibles. Cette méthode permet une quantification absolue sans avoir besoin de
standards et d'étalonnages.

Utilisation de données de séquence accessibles au public et
caractérisation du matériel par PCR digitale en gouttelettes

La préparation du matériel de référence est un processus difficile qui exige une grande précision et qui est
particuliérement exigeant et chronophage puisque la croissance des phytoplasmes en milieux artificiels n’est
pas encore une méthode de routine. Les deux types de matériels de référence préparés dans le cadre du projet
TROPICSAFE sont les conditions préalables & la poursuite des études sur la vigne infectée par ‘Ca. P. solani’ ou
par ‘Ca. P. asteris’ qui nécessitent des contrdles positifs de référence. Les deux approches pour la préparation du
matériel de référence sont facilement transférables & d’autres phytoplasmes et cibles d’ADN. De plus, ils ont été
utilisés pour attribuer des valeurs & des matériels de référence utilisés dans des essais internationaux de compétence
organisés par |'Institut National de Biologie (Slovénie) pour différents organismes nuisibles.

Le premier matériel de référence est basé sur I'’ADN synthétique double brin, pour lequel les données de séquences
accessibles au public ont été utilisées. Les tailles et quantités connues permettent de préparer des matériels de
références avec une concentration de la séquence cible relativement bien définie, et ne nécessitent pas d’essais
supplémentaires.

Le deuxiéme matériel de référence, correspondant mieux aux échantillons diagnostiqués, est basé sur des échantillons
d’ADN provenant de nervures de fevilles de vigne infectées par ‘Ca. P. solani’. Les valeurs de référence des
concentrations de la séquence cible ont été attribuées apres la caractérisation du matériel de référence & I'aide de
la PCR digitale en gouttelettes, une référence pour la quantification absolue.

> gBlock control on KT281865.1 Candidatus Phytoplasma solani isolate STOL3 1-acyl-sn-
glycerol-3-phosphate acyltransferase gene, partial cds
ACGTAAAACAGCTTTAAGTTTAATAAAGGCAATTCCAAAAGTAAAAGCAGGTTTAGCGATG
GTTGTTTTTCCTGAAGGTGGTATTAAAGATCGAAATGATGAAGCAACGGTACCACTTTTAG
AGGGGTCTTTTAAAATTGCTTTTAAAACGCAAGCCGA

e Séquence de I’ADN synthétique témoin proposé pour étre la cible amplifiée par qPCR pour le ‘Ca.
P. solani’. Les zones grisées correspondent aux sites d’hybridation des amorces et de la sonde, site
reconnus par les réactifs utilisés pour détecter I'agent pathogéne.
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FICHE D'INNOVATION TECHNIQUE

Potentiel des témoins positifs de référence et de leur
transfert & d’autres phytoplasmes et cibles d’ADN

Avec un matériel de référence avec de I'’ADN synthétique, I'un des inconvénients potentiels est que I’ADN synthétisé
est spécifique d’une cible et donc d’une séquence spécifique au test, sa taille et sa quantité connues permettent la
préparation d’'un matériel de référence avec une concentration cible relativement bien définie sans test supplémentaire.
En fonction de la séquence cible choisie, ce matériel de référence peut étre commandé commercialement, ce qui
constitue un avantage important de cette approche.

Du matériel végétal naturellement infecté par ‘Ca. P. solani’ a été caractérisé par la PCR digitale en gouttelettes
qui est la meilleure méthode dans les domaines de la métrologique clinique pour la quantification absolue des
concentrations cibles sans un besoin d'étalonnage. Pour la préparation du matériel de référence, un protocole
gPCR actuel a été transposé avec succés au format de la PCR digitale en gouttelettes et utilisé pour déterminer la
concentration absolue des copies d’ADN cibles dans les échantillons. Le protocole peut étre utilisé pour attribuer des
quantités & des échantillons infectés naturellement ou & des mélanges définis et préparés artificiellement.

Les deux types de matériels de référence décrits ici conviennent & |'objectif visé. Un matériel de référence dont la
concentration de la cible est connue et permet d’assurer la comparaison au fil des essais et, plus important encore,
au fil du temps, puisqu’ils peuvent étre préparés de facon répétée avec les mémes caractéristiques. L'approche
décrite est transférable & d’autres phytoplasmes et cibles ADN.

ds-ADN synthétique Echantillons naturellement

{gBlock) infectés

+ Similaire aux echantillons

+ Grande quantité d'ADN diagnostiqués

P cible +«  Plus commutable

R|" gigr;cggrtﬁgon dela cible + Peut &tre utilisé dans une
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e Caractéristiques des deux types de matériels de référence préparés pour
I'agent ‘Ca. P. solani’ responsable de la maladie du bois noir.
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FICHE D'INNOVATION TECHNIQUE

Matériel de référence, détection, agent pathogéne de plante, PCR digitale en gouttelettes
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PREPARACION DE MATERIAL DE REFERENCIA
PARA PRUEBAS MOLECULARES DE
‘CANDIDATUS PHYTOPLASMA SOLANI’

FICHA DE
INNOVACI
TECNICA

m PROBLEMA ABORDADO
Ausencia de material de referencia caracterizado y certificado
para controles positivos de fitoplasma

El importante sector econémico vitivinicola mundial, con una produccién de 74 millones de toneladas, esté
amenazado por varias enfermedades de la amarillez de la vid (GY) asociadas a la presencia de fitoplasmas.
Actualmente existe la necesidad de disponer de material bien caracterizado y certificado, adecuado para su uso
como controles positivos de referencia en diferentes sistemas de diagnéstico, pruebas de validacién, estudios de
rendimiento y test de aptitud; que forman parte de programas de gestién para deteccién répida y precisa de
fitoplasmas de la amarillez de la vid.

Se ha seleccionado como modelo ‘Candidatus Phytoplasma solani’ asociado a “bois noir”, la enfermedad de la
vid mds extendida en la cuenca euro-mediterrdnea. En los Gltimos 20 afios, “bois noir” se ha convertido en el
mayor factor limitante para la viticultura en Europa, afectando seriamente a la calidad y cantidad de la produccién
vitivinicola, con tasas de infeccién que alcanzan entre un 50% y un 80% en algunas zonas. En Sudéfrica, GY esté
asociado a la presencia de ‘Ca. P. asteris” mientras que en Chile y otros paises esté asociado a diversas variedades
de fitoplasmas. Se necesita recurrir a métodos moleculares para detectar la presencia de ‘Ca. P. solani ‘o ‘Ca.
P. asteris’ en bajas concentraciones y en un alto nimero de muestras, utilizandose cominmente el método de la
PCR cuantiativa, que proporciona un resultado numérico que refleja la concentracién del objetivo en la muestra.
Sin embargo, estos valores numéricos también dependen de los reactivos especificos, de sus concentraciones y
del instrumento empleado. De este modo, los resultados obtenidos en diferentes laboratorios no son directamente
comparables. El material de referencia puede ser utilizado como punto de partida en todos los estudios e
investigaciones, permitiendo la comparacién de resultados entre laboratorios y, lo que es mds importante, a lo
largo del tiempo. No se dispone de materiales de referencia certificados para patégenos vegetales. Para abordar
esta dificultad, hemos elaborado dos tipos de materiales de referencia para fitoplasmas de la vid.

® Imagen de microscopia electrénica en transmisién de seccién transversal de la vena principal de
Catharanthus roseus sintomdtica infectada con ‘Ca. P. solani’ (Fotografia: M. Tusek Znidari¢).
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Dos nuevos materiales de referencia para fitoplasmas

de la vid

Se han preparado dos tipos de material de referencia:

1) secuencias de ADN de la regién objetivo utilizadas en PCR cuantitativa, originalmente descrita por Hren
et al. (2007), junto con datos de nucledtidos disponibles en NCBI, se han empleado para el disefio de ADN
sintético (e.j gBlocks, IDT). El disefio de ADN sintético de cadena doble, de tamafio y cantidad conocidos, tiene
unos costes bajos de produccién y proporciona altas cantidades de la secuencia especifica objetivo apropiadas
para su uso en evaluaciones técnicas de tests y como control positivo en pruebas de ensayo;

2) se ha seleccionado ADN previamente recolectado y clasificado de vides naturalmente infectadas por ‘Ca. P.
solani’ y se han disefiado protocolos para su cuantificacién mediante PCR digital en gotas, con el fin de asignar
valores de referencia a la concentracién de secuencias obijetivo. Este método permite la cuantificacién absoluta
sin necesidad de estdndares ni de calibracién.

Uso de datos de acceso publico de secuencias disponibles y
caracterizacion de material mediante PCR digital en gotas

La preparacién de material de referencia es un proceso desafiante que requiere de una gran precisién
y que es particularmente dificil, exigente y laborioso, ya que el cultivo de fitoplasmas en medio artificial
todavia no es un método rutinario. Los dos tipos de material de referencia preparados durante el proyecto
TROPICSAFE son los requisitos previos para estudios adicionales sobre vifiedos infectados, bien por ‘Ca.
P. solani’, bien por ‘Ca. P. asteris’, que requieran controles positivos de referencia validados. Ambos
métodos de preparacién de material de referencia son fdcilmente transferibles a ofros fitoplasmas y ADN
objetivo. Por ofra parte, han sido empleados para asignar valores a materiales de referencia utilizados
en tests de aptitud internacionales para diferentes plagas, organizados por el Instituto Nacional de Biologia.

El primer material de referencia descrito esté basado en secuencias sintéticas de ADN de doble hebra, para el que
se han utilizado datos de secuencias de acceso publico. Conocer el tamafio y la cantidad de las secuencias permite
la preparacién de material con una concentracién objetivo bastante precisa, sin necesidad de estudios adicionales.

El segundo material de referencia descrito, mds similar a las muestras de diagnéstico, esté basado en muestras
de ADN extraidas de venas foliares de hojas de vid infectadas por ‘Ca. P. solani’. Los valores de referencia de las
concentraciones de secuencia objetivo han sido asignados tras la caracterizacién del material mediante PCR digital
en gotas, una metodologia de referencia para la obtencién de cuantificacién absoluta.

> gBlock control on KT281865.1 Candidatus Phytoplasma solani isolate STOL3 1-acyl-sn-
glycerol-3-phosphate acyltransferase gene, partial cds
ACGTAAAACAGCTTTAAGTTTAATAAAGGCAATTCCAAAAGTAAAAGCAGGTTTAGCGATG
GTTGTTTTTCCTGAAGGTGGTATTAAAGATCGAAATGATGAAGCAACGGTACCACTTTTAG
AGGGGTCTTTTAAAATTGCTTTTAAAACGCAAGCCGA

* Secuencia de ADN sintético de control propuesto por el amplicén obijetivo de ‘Ca. P. solani’ por cPCR.
Las dreas sombreadas corresponden a las zonas de hibridacién del primer y la sonda, reconocidas
por los reactivos empleados en la deteccién del patégeno.

Este proyecto ha recibide financiacion del
programa de Investigacion e Innovacian de la
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Potencial de los ensayos con controles positivos de
referencia y su transferencia a otros fitoplasmas y ADN obijetivo

En un material de referencia de AND sintético, el potencial inconveniente es que se trata de un obijetivo especifico,
por lo que se realiza un test para una secuencia especifica. Sin embargo, el disponer de tamafio y cantidad
conocidos permiten la preparacién de material con una concentracién bastante precisa sin necesidad de realizar
ensayos adicionales. Una importante ventaja de este material de referencia es que se pueden realizar pedidos
comerciales de la secuencia objetivo seleccionada.

Materiales de plantas infectadas de forma natural por ‘Ca. P. solani’ han sido caracterizados mediante PCR digital
en gotas (dgPCR) como un método de mejor calidad en los campos metrolégico y clinico, para la cuantificacién
absoluta de concentraciones objetivo sin necesidad de calibracién. Para la preparacién del material de referencia,
se ha transferido con éxito al formato dgPCR un protocolo de cPCR actual, y se utilizé para determinar la
concentracién absoluta de las copias de ADN objetivo en las muestras. El protocolo puede utilizarse para asignar
valores a muestras infectadas naturalmente o a mezclas producidas artificialmente.

Cualquiera de los dos tipos de material de referencia aqui descritos es vdlido para este fin. Un material de referencia
con una concentracién objetivo conocida permite la comparacién entre estudios y, lo que es mds importante, a
lo largo del tiempo, ya que puede preparase repetidamente con las mismas caracteristicas. El método descrito es
transferible a otros fitoplasmas y ADN objetivo.

dsADN sintético Muestras infectadas
(gBlock) naturalmente
« Similar a las muestras
+ Altas cantidades de diagnosticas
P sencuencia de ADN objeto «  Mas versatil
R |+ Concentracion objeto bien + Puede ser usado en varias
0 definida pruebas moleculares
§ |+ Comercialmente disponible |« Proporcionainformacion sobre
+« Comparable entre estudios la influencia de extraccion de
ADN
c
(0]
N |+ Secuencia especifica + (Cantidades y disponibilidad
T |+ Exfraccion de ADN no limitadas
R necesara « Extraccion de ADN necesaria
A
S

e Caracteristicas de los dos tipos de material de referencia preparado para ‘Ca.
P. solani’, agente de la enfermedad “bois noir”.
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PALABRAS CLAVE

Material de referencia, deteccién, patégeno de plantas, PCR digital en gotas
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PREPARAZIONE DEL MATERIALE DI RIFERIMENTO
PER SAGGI MOLECOLARI PER L'INDIVIDUAZIONE DI
'CANDIDATUS PHYTOPLASMA SOLANI’
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m IL PROBLEMA PRESO IN ESAME
Mancanza di materiali di riferimento ben caratterizzati e certificati per
I'impiego come controllo positivo per la diagnosi della presenza di

fitoplasmi

L'importante seftore economico della produzione della vite ha un volume di 74 milioni di tonnellate ed & seriamente
minacciato dalla presenza dei giallumi associati a fitoplasmi. Attualmente vi & una mancanza di disponibilita di
materiali ben caratterizzati e certificati adatti all’'uso come controlli di riferimento positivi per protocolli diagnostici,
studi di validazione, saggi di efficienza e di efficacia effettuati nell’ambito di programmi per il rilevamento rapido
e accurato dei fitoplasmi della vite.

A questo scopo si & scelto di operare su ‘Candidatus Phytoplasma solani’” associato al legno nero che ¢ la malattia
piv diffusa della vite nel bacino euro-mediterraneo, impiegandolo come modello. Negli ultimi 20 anni il legno nero
& diventato un importante fattore limitante nella viticoltura europea, che incide seriamente sulla qualits e quantita
delle produzioni viticole con tassi di infezione che raggiungono il 50-80% in alcune aree. In Sud Africa i giallumi
sono associati alla presenza di ‘Ca. P. asteris ‘mentre in Cile ed in altri stati sono presenti fitoplasmi diversi. Sono
necessari metodi molecolari per rilevare la presenza di ‘Ca. P. solani’ o ‘Ca. P. asteris’ in basse concentrazioni
ed in molti campioni ed allo scopo viene comunemente impiegato il metodo di PCR quantitativa che fornisce un
risultato numerico che riflette la concentrazione del target nel campione. Tuttavia, questi valori numerici dipendono
anche dai reagenti specifici, dalle loro concentrazioni e dallo strumento utilizzato. Pertanto i risultati ottenuti in
diversi laboratori non sono direttamente confrontabili. Un materiale di riferimento puo essere utilizzato come punto
fisso in tutti gli studi e le ricerche, rendendo i risultati direttamente confrontabili tra i laboratori e, cosa ancora piu
importante, nel tempo. | materiali di riferimento certificati non sono disponibili per i patogeni delle piante. Per
superare questa difficoltd, abbiamo preparato due tipi di materiali di riferimento per i fitoplasmi della vite.

® Foto al microscopio elettronico a trasmissione di tubi floematici in sezione trasversale di
Catharanthus roseus sintomatico ed infetto da ‘Ca. P. solani’ (Foto: M. Tusek Znidarig).
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SCHEDA INFORMATIVA TECNICA

Due nuovi materiali di riferimento per i fitoplasmi
della vite

Sono stati preparati due tipi di materiali di riferimento:

1) sequenze di DNA della regione bersaglio utilizzate per effettuare PCR quantitativa come descritta da Hren et
al. (2007); queste sequenze insieme ad altre disponibili in NCBI sono inoltre state utilizzate per progettare DNA
sintetico, ad es. gblocchi, IDT. Il DNA sintetico a doppio filamento di dimensioni e quantita conosciute & economico e
fornisce quantita elevate della sequenza bersaglio per la valutazione tecnica dei saggi diagnostici e come controllo
positivo per i medesimi;

2) DNA da vite naturalmente infetta da ‘Ca. P. solani’ & stato selezionato e sono stati preparati protocolli per la
sua quantificazione mediante PCR digitale in goccia per assegnare valori di riferimento alla concentrazione delle
sequenze target. Questo metodo consente la quantificazione assoluta senza necessitd di standard e calibrazione.

Utilizzo di dati di sequenza disponibili pubblicamente e
caratterizzazione del materiale con PCR digitale in goccia

La preparazione del materiale di riferimento & un processo importante che richiede un’elevata precisione, ed &
particolarmente difficile, impegnativo e laborioso poiché la crescita dei fitoplasmi in substrati artificiali non &
ancora un metodo di routine. | due tipi di materiali di riferimento preparati durante il progetto TROPICSAFE sono
i prerequisiti per ulteriori studi su vite infetta da ‘Ca. P. solani’ o ‘Ca. P. asteris’ che richiedano controlli positivi
di riferimento validati. Entrambi gli approcci per la preparazione del materiale di riferimento sono facilmente
trasferibili ad altri fitoplasmi e DNA bersaglio. Inoltre questi metodi sono stati applicati assegnando valori definiti
ai materiali di riferimento utilizzati nei test internazionali di efficienza organizzati dall’Istituto Nazionale di Biologia
della Slovenia per numerosi altri patogeni.

Il primo materiale di riferimento & basato sul DNA sintetico a doppio filamento, per il quale sono stati utilizzati i dati
di sequenza disponibili pubblicamente. La dimensione e la quantita note consentono la preparazione di materiale
con concentrazione bersaglio relativamente ben definita senza necessita di saggi aggiuntivi.

Il secondo materiale di riferimento, piu simile ai campioni diagnostici, & basato su campioni di DNA ottenuti
da nervature fogliari di vite infette da ‘Ca. P. solani’. | valori di riferimento delle concentrazioni della sequenza
bersaglio sono stati assegnati dopo la caratterizzazione del materiale con PCR digitale in goccia, che rappresenta
il metodo migliore per ottenere una quantificazione assoluta.

> gBlock control on KT281865.1 Candidatus Phytoplasma solani isolate STOL3 1-acyl-sn-
glycerol-3-phosphate acyltransferase gene, partial cds
ACGTAAAACAGCTTTAAGTTTAATAAAGGCAATTCCAAAAGTAAAAGCAGGTTTAGCGATG
GTTGTTTTTCCTGAAGGTGGTATTAAAGATCGAAATGATGAAGCAACGGTACCACTTTTAG
AGGGGTCTTTTAAAATTGCTTTTAAAACGCAAGCCGA

* Sequenza del controllo sintetico di DNA proposto per I'amplicone di ‘Ca. P. solani’ utilizzato in
gPCR. Le aree ombreggiate corrispondono ai siti di ibridazione di oligonucleotidi e sonda riconosciuti
dai reagenti utilizzati per rilevare I'agente patogeno.

* X Questo progetto e stato finanziato nell’ambito del
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SCHEDA INFORMATIVA TECNICA

Potenziale dei campioni di riferimento positivi nei saggi di
controllo e loro trasferimento ad aliri fitoplasmi e DNA bersaglio

In un DNA sintetico di riferimento un potenziale svantaggio & che il DNA sintetizzato & specifico e quindi individua
solo una sequenza specifica, la sua dimensione e quantitd note consentono la preparazione di materiale con
concentrazione relativamente ben definita senza ulteriori saggi di verifica. Sulla base della sequenza bersaglio
selezionata, questo materiale di riferimento pud essere acquistato, il che rappresenta un vantaggio importante di
questo approccio.

Il materiale vegetale naturalmente infetto da ‘Ca. P. solani’ & stato caratterizzato mediante PCR digitale in
goccia (dgPCR), metodo di qualita superiore in campo metrologico e clinico per la quantificazione assoluta
delle concentrazioni bersaglio senza necessita di calibrazione. Per la preparazione del materiale di riferimento,
un protocollo qPCR corrente & stato trasferito con successo nel formato dgPCR ed utilizzato per determinare
la concentrazione assoluta delle copie del DNA bersaglio nei campioni. Il protocollo pud essere utilizzato per
assegnare valori sia a campioni infetti naturalmente che a miscele definite prodotte artificialmente.

Entrambi i tipi di materiale di riferimento qui descritti sono adatti allo scopo. Un materiale di riferimento con
una concentrazione bersaglio nota fornisce comparabilitd rispetto nei saggi e, cosa piv importante, nel fempo in
quanto pud essere preparato ripetutamente con le stesse caratteristiche. L'approccio descritto & trasferibile ad altri
fitoplasmi e DNA bersaglio.
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c
: » Sequenza specifico * Suanti.tsll_itrpitale R
o : isponibilita
T|* g;nnrhe;essﬂadl A E E' necessaria I'estrazione del
R DNA
o

* Caratteristiche dei due tipi di materiale di riferimento preparati per ‘Ca. P.
solani’, agente del legno nero.

* X Questo progetto e stato finanziato nell’ambito del

.+ TROPICSAFE WWW.fFOpICSGfe.eU * : p.rogramm‘a deII’Upinone Egropea Horizon 2020
‘et e ricerca ed innovazione con il contratto No 727459




SCHEDA INFORMATIVA TECNICA

PAROLE CHIAVE

Materiale di riferimento, diagnosi, patogeno delle piante, PCR digitale in goccia

ULTERIORI INFORMAZIONI

Dreo T, Ali¢ S., Mehle N, Dermastia M. 2018. Preparation of defined reference material for molecular testing of “bois noir” phytoplasma.
Proceedings of the 5th European Bois noir workshop, Ljubljana 2018. https://www2.cd-cc.si/ Skripte/boisn/BOISNOIR2018/papers/a29.
pdf

Dreo T., Pirc M. 2019. Final report on the “NIB Proficiency Test Round 2018-01": proficiency test for the molecular detection of Ralstonia
solanacearum species complex (RSSC). Ljubljana: National Institute of Biology. 20 pp.

Hren M., Boben J., Rotter A., Kralj P., Gruden K., Ravnikar M. 2007. Realtime PCR detection systems for “flavescence dorée” and “bois noir”
phytoplasmas in grapevine: comparison with conventional PCR detection and application in diagnostics. Plant Pathology 56, 785-796.

Tanja Dreo fanja.dreo@nib.si, Spela Alié spela.alic@nib.si, Marina Dermastia marina.dermastia@nib.si

Istituto Nazionale di Biologia, Dipartimento di Biotecnologia e Biologia Sistematica, Lubiana, Slovenia

Marzo 2019
P * N Questo progetto é stato finanziato nell’ambito del
WWW.trOplCSQfe .eu : : programma dell’Uninone Europea Horizon 2020

* 4 x ricerca ed innovazione con il contratto No 727459




