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TSWYV resistance Breaking:
aNcora un problema a cui
prestare attenzione



Tripidi sono | vettori
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Broad bean wilt virus 1
(frasmesso da afidi,
occasionalmente presente)




Sintfomi del nuovo tobamovirus

]

Sintomi di rugosita bruna



Sinfomi fogliari
legger

» \Mosaico, clorosi,
non specifici
facilmente
confondibilli




Bollositq,
verde scuro

Questo e un
sinfomo
abbastanza tipico,
ma piu’ raro




Laciniature
fogliari

Margini appuntiti, e
mMosaic, POoi
bollosita




Decolorazioni delle
bacche

A volte queste possono essere
confuse per sinfomi da pepino
Mmosaic






SINTOMI SULLE BACCHE




Qusti i sinomi della
prima segnalazione
in giordania

Questi sinfomi cosi
gravi non sono
comuni




Altri sinfomi su bacche

= Questi sono al limite della commerciabilita. Si frovano
anche sul mercato.




Diagnosi dai sinftomi¢

» Sintomi fogliari, non sempre chiari s& non
quando molto severi

» Variagbilita dei sinfomi a seconda della
cultivar, delle condizioni ambientali e dello
stadio di sviluppo della pianta

®» Diagnosi  sicura solo affraverso test di
laboratorio



DIAGNOSI

d Diagnosi sierologica (assieme ad
Informazioni sulle resistenze presenti
nell’ibrido) possono servire per una
diagnosi massale iniziale.

Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

d Diagnosi molecolare
v’ Estrazione RNA e gRT-PCR
v RT-PCR e sequenziamento (la piu’ sicura)




Reaction of host plants to infection with the new
tolbamovirus

Plant family and species Symptoms produced® Back indexing b
RT-PCR
Inoculated Non inoculated
leaves leaves
Chenopodiaceae
Chenopodium murale CLL NS +
C. quinoa CLL NS +
Cucurbitaceae
Cucurbita pepo NS NS -
Solanaceae
Datura metal NLL NS +
Datura stramonium NLL NS +
Lycopersicon esculentum cv. Marmande NS MM +
Nicotiana benthamiana NLL MM +
N. glutinosa NLL MM +
N. megalosiphon NLL MM +
N. tabacum cv. Samson CLL SM +
N. tabacum cv. White Burley CLL SM +

* CLL = chlorotic local lesions, NLL = necrotic local lesions, MM = mosaic and mottling, SM =
severe mosaic, NS = no symptoms.
®+ = virus detected, - = virus not detected.

A}



ORGANIZZAZIONE GENOMICA

Tomato brown rugose fruit virus

7|7 3,429 5714 6,193
5‘UTR‘ ORFla -I_-> ORF1b ‘ - 3'UTR
ORF2
x 4,911 5,711
126 KDa 30 KDa 17.5 KDa

183 KDa

6393 Nt sSRNA




Analisi flogenetica: ci serve a volte
per capire |'origine

Non raggruppa con gli altri tobamovirus che sono presenti in pomodoro (TMV, ToMV,
and TOMMV).

1 TMV isolate_Shaoxing
g7 TMV isolate Tianzhu-1
TMV Pingtang2
TMV isolate TMV-WS06
100 TMYV isolate Changle-9
TMV isolate TMV-017
TMV China

|8

TMV Rakkyo
100 L TMV strain Ohio V

100 — RheMVisolate:_Japanese
w0l RheMV _isolate_Henan

Tobamovirus Jordan
1m| ToMMV isolate_IMX5
ToMMV 10-100

937 ToMV strain_N5

100

ToMV XIT-1
100 ToMV S5-1
ToMV strain ToMV1-2
ToMV Kl_strain

BPMV Eggplant isolate

1|]]|_I PMMoVstrain_lw

PMMoVstrain LABV
100 PMMoVstrain BR-DF01
100

PMNoV




International Committee on Taxonomy of
Viruses ICTV: Proposal
Tomato brown rugose fruif virus: TOBRFV

Archives of Virology
February 2016, Volume 161, Issue 2, pp 503-506 | Cite as

A new tobamovirus infecting tomato crops in Jordan

Authors Authors and affiliations

M. Salem, A. Mansour, M. Ciuffo, B. W. Falk, M. Turina

Annotated Sequence Record

. . 1 1.3k 22
First Online: 1% November 2015

Shares Downloads Citations

Abstract

In this study, we completed the whole genome sequence of a new tobamovirus isolated from
tomato plants grown in greenhouses in Jordan during the spring of 2015. The 6393-nt single-
stranded RINA (ssRNA) senome encodes four proteins, as do other tobamoviruses: two
replication-related proteins of 126 kDa and 183 kDa, a 30-kDa movement protein (MP) and a
17.5-kDa coat protein (CP). Phylogenetic analysis showed that this virus does not group with
either the tomato mosaic virus (ToMV) or the tobacco mosaic virus (TMV) clades. Instead, it

stems from a branch leading to the TMV clade. Analvsis of possible recombination events



Genere Tobamovirus

Tobacco mosaic virus (TMV)

Tomato mosaic virus (ToMV)

Tomato brown rugose fruit virus (TOBRFV)
Tomato mottle mosaic virus (TOMMV)
Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMYV)
Pepper mild mottle virus (PMMoV)

rika mild mottle virus (PQMMV)

37 species:
Trasmesse tramite

contatto, seme , e
si mantiene
Infettivo nel suolo

kuria etal., 2017



Puo’ infettare anche il peperone

®» Segnalafo prima in Messico, € pol in una
infezione mista anche nella valle del
Giordano
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First report of tobacco mild green mosaic virus and tomato brown
. . . . . . plam

rugose fruit virus Infectlng Capsmum annuum in Jordan 5{4

Nid3 Mohammed Szlem =3, Mengji Cao, Saja Odeh, Massimo Turina, and Rachid Tahzima . -

Published Online: 10 Oct 2019 hittpsu/dol.org/10.1094/PDIS-06-19-1189-PD .

B [ e JF 100is < share First Look

Abstract 1SSN: 0191-2817

e-IS5N: 19437692

Pepper (Capsicum annuum L. is ane of the major vegetable crops in Jordan. During winter growing

seasons of 2015 and 2016, virus symptoms including stunting of young plants, puckering and Metrics

yellow mottling of leaves in sweet pepper plants grown under plastic houses in Jordan Valley, were Downloaded 71 times
observed, The most obvious symptoms were the misshapen fruits that affected the market value

of the crop, which resembled to recent descriptions of tomato brown rugose fruit virus (ToBRFY)

on tomato fruits (Salem et al. 2016). Symptoms on mechanically inoculated indicator hosts At History




Infezione In questo caso
mista con TOMGMV




Distribuzione mondiale di ToOBRFV

EPPO Global Database Last updated: 2019-11-05

Questa settimana
verra ufficialmente
segnalato anche in

Legenda: Endemico Intercettato
O Spagna



EPPO

& EPPO Global Database

Tomato brown rugose fruit virus mosrr)

Categorization
Country/NPPO  List Year addition ~ Yeartransfer  Year deletion
RPPO/EU
EPPO Alert list 2019
EU Emergency measures 2019

v JoBRFV emerged in
Jordanin 2015
Invaded Europe
(Germany, Italy),
Mexico, Ching,
iddle East

Alectine Tiirkev/)

[Alert list

g: EPPO Global Database

Tomato brown rugose fruit virus (rosrev)

Reporting Service articles

Num.

20197192
2019/191
2019/163
2019/145
2019/144
2019/143
2019/124
2019/123
2019/049
2019/027

2015/015

2019/014
2019/013
2019/012

2016/024

Title

Update of the situation of Tomato brown rugose fruit virus in Mexico
Tomato brown rugose fruit virus eradicated from Piemaonte (taly)
First report of Tomato brown rugose fruit virus in the United Kingdom
Tomato brown rugose fruit virus eradicated from Germany

Update on the situation of Tomato brown rugose fruit virus in Sicilia (ltaly)
First report of Tomato brown rugose fruit virus in China

New outbreak of Tomato brown rugose fruit virus in Italy (Piemonte)
First report of Tomato brown rugose fruit virus in Turkey

Mew data on quarantine pests and pests of the EPPO Alert List

New data on quarantine pests and pests of the EPPO Alert List

Tomato brown rugose fruit virus (Tobamovirus- ToBRFV): addition to the
EPPO Alert List

First report of Tomato brown rugose fruit virus in Mexico
First report of Tomato brown rugose fruit virus in Italy (Sicilia)
First report of Tomato brown rugose fruit virus in Germany

Mew data on quarantine pests and pests of the EPPO Alert List

year-
maonth

2019-09
2019-09
2019-08
2019-07
2019-07
2019-07
2019-06
2019-06
2019-03
2019-02

2019-01

2019-01
2019-01
2019-01

2016-02
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FERIAS Y EVENTOS

HM.CLAUSE celebra un encuentro para abordar 000000
los retos que supone el virus ToBRFV de tomate 3

Importing Exporting

Emergency measures for tomato and capsicum seed: Tomato brown

Emergency measures: Tomato
brown rugose fuit virus

Emergency messures for
tomato and capsicum seed:
Tomato mottle mosaic virus
Questions and Answers

Biosecurity food and market science and Forestry

Home » Import » Importinggoods » Plants and plant products > Seeds for sowing > Emergency measures: Tomato brown rugose frut virus

MISURE DI EMRGENZA TN TUTTO 1L MONDUO,; ANCHE
LIMITAZIONI COMMERCIALI!!

Lol oo ]
Tomato Brown Rugose Fruit Virus (ToBRFV) Threatens
the Tomato and Pepper Industry

orimmEe

L casa de il HACLAUSE s colebraci s

1 el s TolRF qus afecta 5|
tamate. Aunque aiet na ha iega
i condact g conczer sus
. Ene sus propuesias,
Flctco para el cornrol

Farming, Trade and ABARES Water policy °
T

Travelling to
o
Australia

drought access ‘economics pererr

2
Weilllbejoined by,expertsifiom ; DeRuter RODTSTOCK  TOMATO. PEFPER. CUCUMBER ESGPLANT @
@FeraScience, @DefraGovUK and Julius H
Kahn Institut.

W 3 TR T
ow.ly/qDCW300sjMy S

#tbrfv

Cultivation Insights

Tomato Brown
Rugose Fruit
Virus

—_— SACATILE f

Tomato Brown Rugose Fruit lirus

rugose fruit virus

Questions and A — 26 September 2019

Emergency measures

G Tomato brown migess frstvine X

Note: Information on this page is subject to change as new di . (R — — ables/déadiy R ; vt @ i =

AMHPAC .

st defence for ToBRFY

fv Prevention is the b

vens wamp ying

@ Crors

Your MVP this season.
) more about the Orondis

mvnry of fungicides » — ?-p e — syngenta

NARIO

21 DE JUNIO AUDITORIO DE LA ‘A

YOUR ACRES|
info@cesavesin. Www.cesavesin.org.mx YOUR LIVELIHOOD!
OUR PRIORITY]

'YOUR LIVELIHOOD

AMHPAC

LOOK OUT, PESTS.
MINECTO PRO DOESN'T MISS.
Learn more »

WEBINAR

Virus Rugoso

Tomato Brown Rugose Fruit Virus (ToBRFV).
Jueves 04 de abril de 2015, 11:00 horas Centro.

21 junio, 2019 @0 8:00 am — 2:15 pm

@ MinectoPro
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SUBSCRIBE TODAY FOR
Vgl NEWS

‘The 2018 Conference Program is Now Livel Don't miss groundbreaking sessions from Robert Saik, Mike Omeg, Danny Royer, Vonnie Estes, and more! See
GROWING {2 2019 Program >

Expositor:
Dr. José Antonio Garzén Tiznado
Esgecalsta en Botenologiade Pantas

Acompéianos en este webinar y consulta con el experto.

S TR e T | £n caso de tener alguna duda, comunicate al (667)715 5830

extensin 103 0 al correo de Geraldine Gallegos - ggallegos@amhpac.org
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RESISTENZA?222<¢ TOBRFV in prove di campo nella
W Vvalle del Giordano. Fatti molti screen per varie
ditte, niente di utilizzabile
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Modalita di Diffusione

FONTE DI INOCULO PRIMARIO:
1. Semente

2. Residui nel terreno infetto
3/ Malerbe

DIFFUSIONE SECONDARIA IN CAMPO:

nsetti impollind’rori Bombus terrestris

. Lavorazioni, sfrumenti contaminati .....



Solo contaminazione esterna:
problema quindi facilmente
risolvibile

Semi sani Semi infetti Semi sani



| SEMI TRATTATI NON SONO PIU’ POSITIVI PER ToBRFV

Sani

Trattati

ey

i non trattati

Infetti non trattati nuovi

\

half seed face up (seed coat printed
onto the membrane)

Embryo only

half seed face down (internal part
without embryo printed onto the

membrane)
half seed face down (internal part

complete with embryo printed onto the

membrane)
half seed face up (seed coat printed

onto the membrane)

Embryo only

half seed face down (internal part
without embryo printed onto the
membrane)

half seed face down (internal part
complete with embryo printed onto the
membrane)



Tobamovirus sono particolart: non
hanno vettore biologico

» NMolto stabile, difficile da denaturare.

®» Danni meccanici per strofinamento sono
sufficienti per la trasmissione da pianta @
pianta, spesso mediata dall’'uomo.

» Disseminazione rapida da una fila all’altra,
acqua di circolazione nelle idroponiche.

» Distribuzione tipica lungo la fila (derivata
dalla lavorazione).




Quali sono le operazioni colturali che
conftribuiscono di piu’ allo
trasmissione della malattiae

v Durante la legatura, la cimatura, la raccolta

v Contaminazione delle mani e dei vestiti, scarpe
guanti ecc.

v Per la contaminazione basta anche solo il
contatto



Quali possono essere le misure di
controlloe

» | [MITARE |le fonti di infezione primaria:
v’ Usare semente certificata virus-free

v’ Cercare di inserire un minimo di rotazione
colturale (ma sembra che In alcune
sifuazioni sia difficile trovare alternative
economiche valide)

v Rimozione e distruzione adeguata del
residul della coltura precedente

v’ Disinfezione delle serre e delle attrezzature
per la lavorazione




Altre misure

O PREVENZIONE O RALLENTAMENTO DELLA DIFFUSIONE DELLA
MALATTIA:

itare gli interventi, e se si hanno Ilotti contaminati,
stiroare, o lavoraly per ultimi

v' Disinfettare le mani frequentemente, e anche le attrezzature
per la lavorazione con TSP (trisodium phosphate, 3% or 10%
rispettivamente).



Conftrolloe

®»\/arietd resistenti (Ma non

esistono per TBRFV)!

» Attenta disinfezione della
semente




@ VI0

EPLANT

| progetto VIROPLANT

Massimo Turina, Cristina Marzachi, Marina Ciuffo, Marta
Vallino, Marco Chiapello, Simona Abba’, Luciana Tavella




VI0

ULTIMA PARTE: | virus ci possono Sﬂé@m
aiutare a combattere importanti

avversita’ delle piante<¢ |l progetto
VIROPLANT

» Acronimo: VIROPLANT

Iniziato il primo maggio. Durata 3 anni.

» website www.viroplant.eu

Viroplant has received funding from the European Union’s Horizon

H2020 Research and Innovation Programme. Grant Agreement N.
Z772ER7



http://www.viroplant.eu/

L'IDEA ALLA BASE

® Trovare nuovi mezzi di controllo
biologico tra i virus (vantaggio della
estrema specificita’)

» \irus possono infettare qualungque
patogeno o insetto delle piante: sia
procarioti che eucariofi.

®» Al momento sono registrati in europa
solo 5 prodotti per il biocontrollo di &
specie di lepidotteri.

@ VI0
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Ecco le formulazioni di
utilizzabilli in lotta biologi

Mapex® Twin

microbiclogico per il controllo della

LitTovIR®

8
b
&
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CAMPI E DOSI DI IMPIEGO ~ CAMPI E DOSI DI IMPIEGO
COLTURA DOSAGGIO MODALITA
ik ttamentl sull |ane neosgusdate
CCOMPOSIZIONE: e ;:;;::e ::’:::Ii d ze!;hml, CCOMPOSIZIONE: COLTURA DOSAGGIO MODALITA
100 g di prodotto contengono: fino copeive tutto il periodo di nascite defla 100 g di prodotto cont Le prime applicazioni devono essere
Spodoptera littoralis generazion tattata. Adoxophyes. WWGI’MUbVNS indirizzate contro le larve svemanti
NudeoPoliedroVirus Pomodoro, Peperone, Assicurare una buona bagnatura dela prima della fioritura; d corsigla di
isolato DSMZ BV-0005 | Melanzana, Spinacio, 100-200 mifha  vegetacione. effettuare due tattamenti a distanza i 8-10
(minimo 5 x 10" granulif Lattuga, Fragola Vista Falta specificia & aciore, in preserca Pomacee, Drupacee e 100 miha giomi uno dalfahra, Un secondo ciclo di
it g 1 anche di larve di alre specie cltve alla Alberi omamentali interventi pub essese indirizzato subito
-9 Sfirtocalis d pud miscelare con insetticidi a dopo il picen di volo degh adult dela prima
base di Bacillus thuringiensis (es. Lepinox Pus), 3 genesazione, mentre un terzo ciclo di
P " F."""“h""“" interventi pub essere ffttuato contr ke
sospensione concentrata larve che andearno 2 svenare.

CAMPI E DOSI DI IMPIEGO
COLTURA DOSAGGIO MODALITA CAMPI E DOSI DI IMPIEGO
THORCTF o esaeapiioaguedoe
COMPOSIZIONE: ”
tng oty ok o U e CAMPI E DOSI DI IMPIEGO
 pomonell GranuloVirus Regonal. ymg\ummmm COLTURA DOSAGGIO MODALITA
(cunw JetoV15) nirino 3 . rasinii la cisua el o
. ﬂ‘;‘g,xl;;a‘wﬁg;v_w& g S o ”ﬁl&mi@i‘;’?‘“”m :::mwmmhw COMPOSIZIONE:
e o wogjemam e .
8 el . ltrattamento deve essere figetuto ogrd 100 g di prodotto contengono:
L e DOSAGGI0 MODALITA S 68 g froa cope il peindod | Hellcorerpa ammigers
sespension: concnts el oo 3 e ot M Toin dive essere appliato serorcio e 100 g di prodatto contengano 2 ol el 3 i
L i : Cyia pomonells Pomodaro, Fagiolino, E’ malto importante assicurare una bucna isolato DSMZ BV-0003
POMACEE (melo, pera, trappoké a feromoni o 8 Modeli Presziondi [CpG - isolato V22) (minima 3 x Melanzana, Peperone, 100-200 mi/ha  bagnatua della (minimo 7.5 x 107 granulif
cotgno, Rashi, nespolo Reglondli Sicoreigi  intenenie n 107 granulifitr).....g 1 Cucurbitacee, Lattuga Vista ata specich dadone i eesenza firo)....g 1
comine) prossimita della schiusura delle ura & Janti b, 100 anmdhmdlmmumahﬂ g
S0 100 i P ad el 78 gl sceogad Cofomuantiq.ba....g <
NOCE Gnul_mlmd: nel confront] della Cidia del Formulazione: baseﬁmammgmm(emdm
DRUBACEE i pesce, pub essare applicato vantaggiosamente. . Phs), ingementame
(pesca, nettarine, anche I prossimit dela raceoa ou dupaces, | SOSPENsione concentrata Yazions. sospensione concentrata
mandorlo, susino) s § —_—
pamaces quanda g pssons avere Classificazi L
infastazioni contampceanee d Carpocapsa & adinhe LIS
ik del pescn. non dassificato
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Obiettivi principal

Terapia fagica per 5§ modelli di malattie delle piante causate
da batteri.

» Cercare nuovi virus per il controllo di malattie fungine
(micovirus contro funghi patogeni, in particolare funghi
biotrofi obbligati).

rcare nuovi virus per controllare insetti e insetti vettori

otenziare i virus persistenti criptici mediane modificazione
genetica (VIGS)

Migliorare I'accettabilita’ sociale dei prodotti di lofta
biologica a base di virus, ed eventualmente di virus
modificati (VIGS)

Considerazioni socio/economiche e opportunita’ di
investimenti economici. Lobby per semplificare la legislazione
concernenete i prodotti naturali a base di virus



WP2
PHAGE COCKTAILS
AGAINST BACTERIA

WP3
MYCOVIRUSES
AGAINST FUNGI

VIRUSES AGAINST
INSECT PESTS AND
VECTORS




Biocontrollo 2.0 HIGS e VIGS

» Un nuovo concetto di bioconftrollo
basato su dsRNA (Host induced gene
llencing=HIGS)

» O, Il dsRNA deriva da un virus
iIngegnerizzato (virus induced gene
silencing= VIGS).




RNAI: una via scoperta
recentfemente che serve per
regolare |'espressione genica e
la difesa anfivirale

RNAI: degradazione
specifica di alcuni
RNA Virali o
messaggeri

cytoplasm

translation




Prevede una degradazione
specifica dell'RNA messaggero

MRNA target MRNA degradation --%--> P

dsRNA (HIGS) viralRNA (VIGS)




Il primo prodotto a base di RNAI
registrato in USA nel 2017

The Scientist » The Nutshe

First RNAI Insecticide Approved

This month, the EPA registered four products that include RNA interference technology
intended to control corn rootworms.

By Aggie Mika | June 27, 2017

HEBEE -

WIKIMEDIA, TOM HLAVATY

This month, the US Environmental Protection Agency (EPA) approved the first plant-incorporated
protectant (PIP) of its kind based on RNA interference (RNAi) technology, engineered to target western
corn rootworms (Diabrotica virgifera virgifera), The Atlantic reports. According to a statement issued this
month (June 15) by the EPA, four SmartStax Pro seed products with the RNAi-based PIP have been
registered thus far.




Un Vettore VIGS- caratteristiche
Non deve essere patogeno, € non
deve avere un vettore biologico

Tobacco rattle virus

RNA1 IKY 194 —_— 16K
= = MP

RNA2 CP 29.4K 32K

RNA2

S ol

EcoRl, Xbal, Stul, Ncol, BamHI, Kpni, Sacl, Miul, Xhol, Srfi, Smal




Future work: other VIGS
approaches

TRV-GFP TRV-PDS

But we envision to target insect genes (ATPase A, tubulin, etc)
or directly target the replication of the plant virus that is transmitted by
the insect (TSWV, INSV IYSV) inside the insect

* X
*




Active p19 Inactive p19 Control®
oPD-2 — pHST2-14

CP replacement :
ChiH sense

n this specific case the
target plant genes are  ope
PDS, and MgCh

CEA-ChIH

CEB-ChIH

3f-ChIH




Un Vettore VIGS- che esprime un
pezzo di TSWV

TRV-tswv

RNA1 0134 0194

e -

Tomato spotted wilt
virus

NelNy —




TRV-tswv protegge da infezione
da TSWV in Benthamiana

Inoculate
utte co
[SWV

TRV-tswv TRV-tbrfv No-TRV




Un Vettore VIGS- che esprime un
0ezzo di TBRFV

TRV-tbrfv

RNA1 0134 0194

Inserito un pezzo da 330 paia di basi

—*—-——

Tomato brown rugose fruit virus




TRV-tbrtv protegge da TBRFV

TOBRFV TRV-gfp TRV-tbrfv
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