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“Candidatus - Liberibacter salagagearum

bacteria emergente asomada a
desarreglos vegetatlvos en aplo y

zanahona
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*El género Candidatus Liberibacter’ comprende seis especies
bacterianas: ‘ Ca. L. asiaticus’, * Ca. L. africanus’, * Ca. L.
americanus’, * Ca. L. endosymbiont’, * Ca. L. solanacearum’, * Ca.
L. europaeus’y * Ca. L. crescens .

*‘Ca. L. asiaticus’ ‘Ca. L. africanus’y ‘Ca. L. americanus’ estan
asociados con el HLB, la enfermedad mas destructiva de los
citricos.
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» ‘Ca. L. solanacearum’, tambiéen llamada ‘* Ca. L. psyllaurous’
esta asociada a la enfermedad de la patata conocida  como
zebra chip.




‘Candidatus Liberibacter solanacearum’

e Bacteria Gram negativa, no cultivable, restringida al floema y transmitida
por injerto y psilidos vectores de forma transovarica

e Asociada a distintas enfermedades en
patata (“Zebra chip disease”), tomate,
pimiento, zanahoria y otras especies

* En general causa sintomas de desarreglos
vegetativos variables segun los cultivos




Liberibacter solanacearum
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ESPANA: Sintomas en zanahoria: Canarias, Alicante,
Albacete, Logrono y Sevilla desde 2007




Sintomas: enrojecimiento, enrollado
y proliferacion anormal de hojas;
enanismo de tallos y raices;
proliferacion de raices secundarias
y forma filiforme del final de la raiz







18,288 plantas de zanahoria cv. Maestro PCR tiempo real
fueron inspeccionadas visualmente: ‘Ca. L. solanacearum’

+ -

86 2 88

873 (4,8%) mostraron proliferacion y
enrojecimientos

+

100 plantas sintomaticas fueron analizadas
individualmente

Fitoplasmas

La sintomatologia observada se asocia con la
deteccion de ‘Ca. L. solanacearum’ y fitoplasmas
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Nueva sintomatologia en apio en Villena

(Alicante) desde 2007
- -

Pérdidas de produccion comercial de hasta 70%,

desabastecimiento del mercado y cuantiosas pérdidas econémicas






Etiologia de los

desordenes en
aplo y zanahoria




Asociacion de sintomas con deteccion de
‘Ca. Liberibacter solanacearum’ y/o fitoplasmas

Presencia de sintomas y deteccion _ ) g
especifica de Presencia de sintomas y deteccion

universal de
(Teresani et al., 2013) (Hren, etal., 2007)

Sintomas PCR en tiempo real Sintomas PCR en tiempo real
("spot" + DNA) ("spot" + DNA)
Positivo Negativo Total Positivo Negativo Total
Desarreglos 213 Desarreglos 53
Normal 38 Normal 26

Total 251 Total 79
Analisis de varianza
| LR_[ ChisgDf | Pr(>Chisg
Fitoplasmas | 034 | 2 | 0.8

Se demuestra la asociacion estadistica de los sintomas encontrados en apio con la
presencia de ‘Ca. Liberibacter solanacearum’ y no con fitoplasmas




Microscopia electronica de barrido (Ay B) y
microscopia electronica de transmision (Cy D)
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Transmision experimental

por Cuscuta campestris en invernadero §

Apio === \/inca rosea
=) Tomate

Zanahoria ====s) Zanahoria
=) \/inca rosea




Puesta a punto de
metodos de

diagnadstico y
deteccion




Puesta a punto de un sistema sensible y
fiable de deteccidén de PCR en tiempo real

Ext.
Vegetal +

Liefting et al., 2009 +

Li et al., 2009
(Lsof/Ol2c) +

Ravindran et al. (adk) +
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Ravindran et al. (TX) +

Li et al. 2009

T. Real

IVIA

Protocolo de PCR en tiempo real para la deteccion de
‘Ca. L. solanacearum’ que se puede utilizar con métodos directos
de preparacion de muestras (sin extraccion previa del ADN)




Preparacion de extractos

1) Anadir la muestray PBS, pH 7,2 (aprox. 1 peso: 5-10
volumenes).

2) Homogenizacion semi-automatica utilizando el Homex
(Bioreba).

3) Usar 1,5 mL del extracto o almacenarlo a -20°C has ta el
analisis.




Método directo de preparacion de muestras para
PCR a tiempo real: “Spot”

1) Preparar un extracto
2) Depositar 5 pl en una membrana de papel dentro de un
tubo Eppendorf




3) Anadir 100 pl de agua
destilada y agitar

4) Transferir 3 pl del
extracto (como muestra)
directamente para
amplificacion por PCR en

tiempo real (1,5 horas)
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Se ha puesto a punto un kit completo de deteccion en colaboracidon con
Plant Print Diagnostics (www.plantprint.net) para analisis de numerosas
muestras de una forma sencilla, econoémica y precisa




EUPHRESCO tool book - Tool

EUPHRESCO Call

Potato phytoplasmas and ‘Ca. Liberibacter solanacearum’
I
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PERFORMANCE STUDY N°1:
“Candidatus Liberibacter solanacearum” DETECTION BY REAL-TIME PCR
USING PLANT PRINT DIAGNOSTICS S.L. COMPLETE KIT

Performance test kit components:

1) 2 wials (blue cap) containing 1 mL distilled sterile water DN/RNases free: one for
master mix preparation and the other for sample extraction/preparation.

2) 1 wial (yellow cap) containing lyophilized complete (TagMan FAM/TAMRA)
master mix for “Ca. Liberibacter solanacearum” amplification. Contains enough
master mix for 50 reactions using 9 nL/reaction.

3) 10 numbered Eppendort tubes, contaming 10 different immobilized blind positive
and negative samples.

4) 1 detailed protocol of conventional kit (for additional mformation).



Ring -Test del kit disenado en IVIA

27 Laboratorios / 17 paises: Austria, Argentina, Bolivia, Brasil, Costa
Rica, Francia, Grecia (2), Hungria, Israel, Italia, Nueva Zelanda, Paises
Bajos, Espaia (9), Turquia, Reino Unido, Uruguayy EEUU (2)

10 muestras ciegas (5 positiva y 5 negativas) inmovilizadas en papel
un mes antes y almacenadas a temperatura ambiente.

Kit completo enviado por correo a temperatura ambiente en
noviembre 2012.

Total 44 resultados / 440 datos

Planti rii- —

Diagnostics,SL.

mix |

Plant

-EU Patent N® 2.377.690
IVIA-FUNDECITRUS,




PARAMETROS DE DIAGNOSTICO

Parameter Value SE lo Cl 95%
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CONCLUSIONES PARTE I

La sintomatologia observada en zanahoria se asocia con la
deteccion de ‘Ca. L. solanacearum’ y fitoplasmas.

La sintomatologia observada en apio se asocia solo con la deteccidn
de ‘Ca. L. solanacearum’. Apio nuevo huésped.

Se ha puesto a punto un eficaz sistema de diagnodstico (PCR en

tiempo real) que permite la deteccidn fiable y especifica de la
bacteria en 2 horas en material vegetal e insectos vectores.

Existe un kit comercial validado que permite la deteccion directa,
precisa y economica de la bacteria que contribuira al mejor
conocimiento epidemiologico y al control de la enfermedad.




Epidemiologia
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Parcelas expgrlmentales (aI menos una de
“cada ciclo de cultivo): |

-Emvalgunas parcelas no se observaron A0
;sintomasini se detecto*. Call . '

.“i“En'otras parcelds, frecuentés sintomas
fueron observados y se detecto
‘Ca.L.solanacearum’ en mas del 65 % de las
plantas cultivadas al aire libre.

s

-No se detecto * Ca.L.solanacearum’ en plantas . ?
cultivadas bajo malla, ni tampoco se i
observaron sintomas.




Muestreo

Se toman hojas de la parte media de la planta (una
hoja en plantas pequenas y 2-3 hojas en plantas
adultas)




Muestreo

Las muestras se
Introducen en bolsas de
plastico de malla fina
(Bioreba o Plant Print) y
se transportan en frio al
laboratorio




Determinacion de las especies
de psilidos vectores

‘Ca. Liberibacter solanacearum’ es
transmitida por psilas de forma persistente
(adquisicion durante su alimentacion en una
planta enferma y tras un corto periodo de
Incubacion son capaces de transmitir la
bacteria durante toda su vida incluso de
forma transovarica).
En otros paises las especies vectoras
descritas son: Bactericera cockerelli y Trioza
apicalis (no presentes en Espana)
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Monitoreo de artropodos que

aterrizan en apio (ciclo temprano)

N° of arthropds (Villena, 2011, celery, sticky plant, plot 08)
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Monitoreo de artropodos que

aterrizan en apio (ciclo medio)

N° of arthropds (Villena, 2011, celery, sticky plant, plot 26)

—e—Diuraphis noxia

—a—otros Aphididae
Typhlocybinae
otros Cicadellidae

——Psylloidea




Monitoreo de artropodos que

aterrizan en apio (ciclo tardio)

N° of arthropds (Villena, 2011, celery, sticky plant, plot 01)
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Principales picos de vuelo anual (2011)

Aphididae : 2 picos principales (mitad de mayo y mitad de ju  nio).
Cicadellidae Typhlocybinae : 2 picos principales ( final de septiembre e
Inicio de noviembre).

Cicadellidae no Typhlocybinae : 1 pico principal (final de junio).

Psylloidea : 2 picos principales (final de julio y mitad de ag 0sto).




Monitoreo de
artropodos

Trampas

Psylloidea
2009 2010

Bactericera tremblayi

Psyllidae: 5 % 0,63 % 0,57 %
Cacopsylla pyri 5 % 0,56 %

TOTAL 25.836 26.140 527
Villaescusa et al. (2011). Boletin Sanidad Vegetal, Plagas 37, 163-1 71.




Deteccidn de * Ca. Liberibacter solanacearum’ en
psilidos individuales por “squash real-time PCR”

Villena / apios sin sintomas cultivados en area pr6  xima
a zanahorias con sintomas / 2011

N2 capturas | Identificados | Escachados Deteccion

211 Triozidae 10 (4.7%)
(probablemente B.tremblayi)

Sto. Domingo de la Calzada (La Rioja) / zanahorias  sintomaticas / 2012

N2 capturas Identificados | Escachados Deteccion

25 B. tremblayi 24 (96.0%)
38 B. nigricornis 36 (94.7%)

Por lo menos tres especies diferentes de Bactericera han sido
detectadas como posibles vectores de* Ca.L.solanacearum’
(dianas de * Ca.L.solanacearum’ amplificadas por “squash real-
time PCR): B. tremblayi y B. nigricornis en la peninsulay B.
trigonica en las Islas Canarias.




¢,La infeccion primaria de
zanahorias se debe a la
transmision por semilla de

‘Ca. Liberibacter solanacearum’?

La deteccion simultanea de sintomas en zanahoria en diversos
paises (oficial en Finlandia, Espafia y Francia) y transmitidos por
distintas especies de psilidos hace sospechar que la infeccion
primaria provenga de semillas.




MINISTERIO DE AGRICULTURA PESCA Y ALIMENTACION
INETITUTO  MACIONAL DE DEMILLAS Y PLANTAS OE WIVERD
MUESTRA OFICIAL DE SEMILLA PRECINTADA

Bipacis . yartedod

PROTOCOLO PARA il TEmenen
DETECTION DE
‘Ca.L.solanacearum’ EN

SEMILLAS




- 1 g (aprox. 500 semillas de zanahoria)

- Machacadas en AFT pH 7,2
en bolsas de plastico

- Purificacion de DNA CTAB

- PCR en tiempo real

- 1 semilla

- Machacada en un tubo con 50
uL de AFT pH 7,2

- Spot 5 pL en papel Whatman 3MM

- PCR en tiempo real




Se realizan semilleros con lotes
positivos para determinar la
posible transmision por semilla.
Estan pendientes de finalizacion
los ensayos.
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Control de la

enfermedad




Ensayo de productos quimicos

(realizados por Conselleria de Presidencia 'y de Agr icultura,
Pesca, Alimentacion y Agua en 2009)

Plantas

Tratamientos sintomas/plantas
totales

Azadiractin 41/90
Abamectina 44/90

Imidacloprid 38/89
Tiametoxan 40/89

Control 40/90>

\EIE 18/90

No se observaron diferencias significativas entre | 0s tratamientos
guimicos.
Sin embargo, en cultivo bajo malla disminuyeron sig nificativamente
las plantas con sintomas







CONCLUSIONES PARTE II:

Al menos tres especies de psilidos son posibles vectores de la
bacteria en Canarias y en la peninsula.

La lucha quimica reduce el nivel de poblacion de vectores
pero no evita la transmision.

El cultivo bajo malla reduce significativamente la prevalencia
de la enfermedad. Su coste impide que se utilice de forma
generalizada.

Si se confirma la transmision por semilla, el control sanitario
de los lotes deberia efectuarse.

Si el problema persiste se deberian iniciar programas de

mejora para obtener variedades tolerantes/resistentes.




MUCHAS GRACIAS POR
SU ATENCION




