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PROGRAMA DE FORMACiÓN PARA LA INNOVACiÓN AGRARIA

1. Antecedentes Generales de la Propuesta

Nombre: Actualización técnica y generación de redes de colaboración para el desarrollo
de proyectos comunes en fitopatología.

Código: FP-V-2002-1- A - 028

Entidad Responsable Postulante Individual: Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA)

Coordinador: Inés Marlene Rosales Villavicencio

Lugar de Formación (País, Región, Ciudad, Localidad): Estados Unidos, Milwaukee
(Wisconsin), Gainesville, Bradenton (Florida)

Tipo o modalidad de Formación:
- Asistencia al Congreso Anual de la Sociedad de Fitopatología Americana (APS).
- Visita Técnica a los Centros de Investigación de la Universidad de Florida- Departamento de

Fitopatología.
- Desarrollo de una incubadora común para proyectos en fitopatología.

Fecha de realización: Inicio: 26 de Julio 2002; Termino: 6 Agosto 2002

Participantes: presentación de acuerdo al siguiente cuadro:

Nombre Institución/Empresa Cargo/Actividad Tipo Productor (si
corresponde)

Marlene Rosales INIA-La Platina Investigador, Unidad
de Biotecnología

Problema a Resolver: detallar brevemente el problema que se pretendía resolver con la
participación en la actividad de formación, a nivel local, regional y/o nacional.

Esta actividad de formación tuvo dos objetivos centrales, el perfeccionamiento técnico del
investigador participante y la interacción con investigadores extranjeros de forma de establecer
las bases para futuros proyectos comunes en el área de la fitopatología. La asistencia al



Congreso de la Sociedad Fitopatológica Americana nos permitió conocer y actualizarnos en los
avances y tendencias de la investigación en el area fitopatológica y otras áreas afines. Este
encuentro congregó este año a más de 1500 fitopatólogos y otros expertos, provenientes
desde más de 30 países. La asistencia a este evento se conviertió así en una oportunidad
para el desarrollo profesional y la maximimización de las interrelaciones con los grupos de
investigadores líderes en el mundo, ya que este congreso promueve y entrega posibilidades
ilimitadas para el intercambio de ideas e información.

Objetivos de la Propuesta:

Objetivo General: Asistencia a un Congreso Científico Internacional con el objetivo de
actualizarce en las avances y tendencias de la investigación en el área de la fitopatología, y
promover la interrelación y/o cooperación con grupos de investigación líderes en el mundo.
Se propuso además complementar esta actividad con una visita técnica a los Centros de
Investigación de la Universidad de Florida (UF)- Departamento de Fitopatología.

Objetivos Específicos:
1. Asistir al Congreso Anual de la Sociedad Fitopatológica Americana con el ánimo de

conocer los últimos avances en el área de la biotecnología vegetal y la fitopatología en
particular.

2. Fortalecer el conocimiento en áreas claves que actualmente se estan desarrollando e
investigando en nuestro laboratorio, y fomentar la interrelación y/o cooperación con grupos
de investigación extranjeros.

3. Resforzar los lazos de interacción con los grupos de investigación en biotecnología vegetal
y virología de la Universidad de Florida, con especial énfasis en áreas de transformación
genética, biología molecular y caracterización de mosca blanca y los virus transmitidos por
este insecto.

4. Establecimiento de cooperación para futuros proyectos de investigación que se desarrollen
en las áreas mencionadas en el objetivo específico 3.

2. Antecedentes Generales: describir si se lograron adquirir los conocimientos y/o
experiencias en la actividad en la cual se participó (no más de 2 páginas).

La primera actividad programada para esta unidad de capacitación consistió en la
asistencia al Congreso Anual de la Sociedad Fitopatológica Americana, en Milwaukee,
Wisconsin, con el objetivo de conocer y actualizarnos de los avances en ésta área. Este
evento congregó en esta oportunidad a más de 1500 investigadores provenientes desde más
30 países distintos. Este gran evento científico contó con un número importante de sesiones,
muchos de éstas vinculadas directamente o indirectamente con los proyectos que hoy en día
se ejecutan en nuestro laboratorio o, con aquellos que esperamos desarrollar en un futuro
cercano. Debido a la simultaneidad de las sesiones, se debió priorizar la asistencia a aquellas
ponencias que fueran de particular interés para la investigadora asistente o a aquellas que se
enmarcan dentro de las lineas prioritarias de nuestro laboratorio. Entre éstas se destacan las
sesiones de bioseguridad de cultivos, prioridades en la secuenciación de genomas
microbianos, la interacción entre bacterias endosimbióntes y la transmisión circulativa de virus,
genómica funcional de la interacción planta-patógeno, muerte celular programada en
patologías y desarrollo y vectores de expresión viral. Sin duda, los objetivos planteados se
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pudieron cumplir satisfactoriamente ya que se presenció una gran cantidad de exposiciones,
en diferentes áreas de la patología vegetal. Esto también nos entregó una visión clara de las
tendencias de la investigación en esta rama de la ciencia, la que sin duda pasa por conocer
las interacciones entre las plantas y sus patógenos. Las genómica funcional toma una posición
relevante en este contexto, ya que permitirá dilucidar los mecanismos que hasta ahora son
desconocidos en este tipo de interacciones. También se destaca el uso de técnicas de alta
sensibilidad y exactitud en el diagnóstico de fitopatógenos,

Sin duda que la gran cantidad de asistentes a este Congreso ofrecen una gran
oportunidad para la interacción, el desarrollo profesional y la maximimización de las
interrelaciones con los grupos de investigadores líderes en el mundo. En nuestro caso,
pudimos establecer contactos con los grupos Norteamericanos que trabajan en Plum Pox
Virus, expertos que trabajan en el tema Bemisia tabaci y geminivirus, y Crinivirus (detallados
en el punto 5).

La segunda etapa de este proyecto contemplaba una visita técnica a algunos
laboratorios del Departamento de Fitopatología de la Universidad de Florida. Allí pudimos
visitar el "Gulf Coast Research and Education Center" en Bradenton, donde pudimos visitar el
laboratorio de la Dra. Jane Polston. Esta visita nos permitió conocer las facilidades y
requerimientos necesarios para el trabajo con mosquita blanca, y se nos dió una introducción
al tema del diagnóstico y control de enfermedades causadas por geminivirus, así como
también una rápida inmersión en la biología y desarrollo de B.tabaci. Aunque ya habíamos
establecidos contactos previos para colaboraciones en este tema, esta visita sirvió para
formalizar nuestro interés en futuras interacciones.

Posteriormente visitamos el "Citrus Research and Education Center" en Lake Alfred,
donde pudimos conversar con los virólogos Dr. Richard Lee y Dr. Ron Brlansky, quienes
trabajan en la relación virus-vector y en el diagnóstico y control del virus de la tristeza de los
cítricos.

3. Itinerario Realizado: presentación de acuerdo al siguiente cuadro:

Fecha Actividad Objetivo Lugar
Llegada a WI el día 27 de Julio, Midest Expres Center,

26- 07- Salida desde Santiago- para registrarse en la conferencia y Milwaukee, Wisconsin
2002 Milwaukee (WI) asistir a Orientación inicial (WI)

27- 07- Asistencia a las Sesiones y Actualizar nuestro conocimiento en Midest Expres Center,
2002 al Conferencias plenarias de áreas de interés particular. Milwaukee, Wisconsin
31- 07- Congreso Resforzar las posibilidades de (WI)
2002 interacción con grupos

internacionales.
31- 07- Traslado a Florida Continuación de la actividad con la Florida
2002 visita técnica a la Universidad de

Florida.
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1- 08- Visita Laboratorio Dr. Jane Entrevista con personal del Bradenton, Florida
2002 Polston, Gulf Coast Research laboratorio. Discutir antecedentes

and Education Center ,de la situacion chilena v/s FL con
Bradenton, Florida. respecto a B.tabaci, su control,

manejo integrado y caracterización
molecular de biotipos .
Discutir probabilidad de interacción
y/o cooperación bilateral. Visita a
las instalaciones de invernaderos
donde se estudia la biología y
comportamiento de B.tabaci.
Discusión de protocolos y técnicas
de detección de geminivirus. Esta
visita será dirigida por la estudiante
de Doctorado Alba Nava, quien es
supervisada por la Dra. Jane
Polston.

Visita Laboratorio Dr. R.F.Lee, Entrevista con virologos vegetales Lake Alfred, Florida
2-08- CREC-Lake Alfred. del Centro quienes ejecutan
2002 proyectos relacionados con

transmisión de virus por insectos y
transformación genética.

3 - 08 - Traslado a Gainesville, campus
2002 principal de UF
5- 08- Campus Principal UF,
2002 Departamento Fitopatología

6- 08 - Traslado a Miami, Viaje Miami-
2002 SantiaQo.

Continuar con la Visita Técnica a Gainesville
UF
Visita al, Departamento de Gainesville
Fitopatología, Visita Laboratorio Dr.
E.Hiebert y reunión con Estudiantes
Graduados.

La entrevista personal con la Chair del Departamento de Fitopatología de la Universidad de
Florida, programada para el día 5 de Agosto, debió suspenderse por motivos personales que
afectaron a la Dra. Wisler, lo que la llevó a ausentarse de las actividades programadas para
esa semana. Similarmente, la Dra. Polston recibió una invitación para asistir al "XII
International Congress of Virology-Paris" (27 de Julio- 1 de Agosto 2002) por lo que la
entrevista planificada no se llevó a efecto. En su reemplazo, los colaboradores de su grupo se
encargaron de nuestra visita, lo que permitió que de todas formas se cumpliera con el objetivo
planificado, particularmente aquellos relacionados con las técnicas de detección de
geminivirus y el estudio de su vector Bemisia tabaci.

5. Resultados Obtenidos: descripción detallada de los conocimientos adquiridos. Explicar el
grado de cumplimiento de los objetivos propuestos, de acuerdo a los resultados obtenidos.
Incorporar en este punto fotografías relevantes que contribuyan a describir las actividades
realizadas.

Esta actividad de formación planteó como objetivo general el asistir a un Congreso
Internacional para actualizar nuestro conocimientos y promover la interrelación con grupos
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internacionales que trabajan en el área de la fitopatología. Sin duda que estos objetivos se
cumplieron satisfactoriamente, ya que debido a la variedad y gran número de presentaciones
realizadas durante este encuentro fué posible conocer los últimos avances de la investigación
en variados temas:

Estrategias y posiciones frente a la secuenciación de genomas microbianos
Mecanismos involucrados en la transmisión de virus vegetales
Novedades y tendencias en el diagnóstico de fitopatógenos
Bioseguridad de Cultivos

El avance de la tecnología y por sobre todo de los estudios de genomlca funcional han
cambiado el rumbo de la investigación en ésta y otras áreas. En el caso de la fitopatología, es
cada vez más importante conocer las relaciones que ocurren entre las plantas y sus
patógenos. De esta forma se espera diseñar estrategias de control más efectivas, mejorar su
diagnóstico y detección, así como estudiar la diversidad genética de los patógenos.

Por otra parte, la gran cantidad de asistentes a este encuentro nos permitió establecer
contactos con importantes grupos dedicados a investigar algunos virus de importancia
económica. Entre ellos podemos destacar a los investigadores que trabajan en el virus de
Sharka: Vern Damsteegt y Dr. W.L.Schneider del USDA-ARS Foreign Disease Weed Science
Research Unit; Dr. Laurene Levy del USDA-APHIS). quienes manifestaron interés en futuras
interacciones con nuestro grupo. Además, en torno al tema Bemisia tabaci y geminivirus,
pudimos establecer los primeros contactos con las expertas Dra. Judith Brown (University of
Arizona) y la Dra. Pamela Anderson (Centro Internacional de Agricultura Tropical, CIAT)
quienes nos entregaron su opinión hacerca de la situación de riesgo que enfrenta Chile con la
llegada de la mosquita blanca, B.fabací, al norte de nuestro país. En otras áreas, también
contactamos al Dr. William M. Wintermantel, Research Plant Pathologist del USDA-ARS
(Salinas, California) quien es un especialista en virus transmitidos por mosquita blanca, en
especial Crinivirus, tema que esperamos desarrollar proximamente en nuestra unidad.

La segunda etapa de este proyecto contemplaba una visita técnica a algunos laboratorios del
Departamento de Fitopatología de la Universidad de Florida. Allí se visitó el laboratorio de la
Dra. Jane Polston en el "Gulf Coast Research and Education Center" (Bradenton). Esta visita
nos permitió conocer las facilidades y requerimientos necesarios para el trabajo con mosquita
blanca, y se nos dió una introducción al tema del diagnóstico y control de enfermedades
causadas por geminivirus, así como también una rápida inmersión en la biología y desarrollo
de B.tabaci. Aunque ya habíamos establecidos contactos previos para colaboraciones en este
tema, esta visita sirvió para formalizar nuestro interés en futuras interacciones. Se anexan
algunas fotografías de los hitos más importantes de esta visita.
Posteriormente se visitó el "Citrus Research and Education Center" en Lake Alfred, donde
conversamos con los virólogos Dr. Richard Lee y Dr. Ron Brlansky, quienes trabajan en la
relación virus-vector y en el diagnóstico y control del virus de la tristeza de los cítricos.
Finalmente, en Gainesville contactamos al Dr. Manjunath Keremane, quien está desarrollando
un proyecto de producción de anticuerpos de cadena simple en bacteriófagos, los que
reconocen específicamente diferentes razas de virus vegetales.

Por lo tanto, desde nuestra perspectiva creemos que los objetivos planteados al presentar esta
propuesta se han cumplido en su totalidad y nos deja planteadas excelentes perspectivas de
interacción con grupos especializados del area de la Virología Vegetal.
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Algunos momentos relevantes de
la visita efectuada al Laboratorio
de la Ora Jane Polston,
Universidad de Florida

A. Visita a las cámaras de
crecimiento donde se mantienen
las colonias de B.tabaci

B. Síntomas del geminivirus
TYLCV (Tomato Yellow Leaf
Curl Virus) en tomate

C. Colonias de mosquita blanca
mantenidas en repollo

O. Explicación demonstrativa de la
captura de mosquitas blancas
utilizando un aspirador artesanal

E. Actividad demonstrativa de
diferenciación de mosquitas
machos y hembras

F. Síntomas de

Visita al Citrus Research and Education
Center (Universidad de Florida). En la
fotografía de izquierda a derecha: Or.
Ron Brlansky, Ora Marlene Rosales y Or.
Richard Lee.
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5. Aplicabilidad: explicar la situación actual del rubro en Chile (región), compararla con la
tendencias y perspectivas en el país (región) visitado y explicar la posible incorporación de los
conocimientos adquiridos, en el corto, mediano o largo plazo, los procesos de adaptación
necesarios, las zonas potenciales y los apoyos tanto técnicos como financieros necesarios
para hacer posible su incorporación en nuestro país (región).

Chile se ha plateado el gran desafío del desarrollo de la biotecnología en distintas áreas o
disciplinas. La biotecnología vegetal en particular se verá beneficiada de los resultados y
conocimientos que se generen por parte de los Proyectos de Genómica Funcional Vegetal
recientemente seleccionados para su ejecución por grupos de investigación nacionales
(PLATAFORMA CIENTIFICA-TECNOLOGICA PARA EL DESARROLLO DE LA GENOMICA
EN CHILE). En este contexto, esta actividad de formación permitió conocer la experiencia de
grupos norteamericanos que están desarrollando el análisis genómico de microorganismos
asociados a plantas y delineando las políticas y prioridades en este tema. También fué
interesante conocer cómo los resultados de estas investigaciones han permitido realizar
avances en el diagnóstico de fitopatógenos y en el mejoramiento vegetal. Todos estos temas
son también un desafío para nuestro país, por Jo que conocer la experiencia de otros grupos
nos permitirá utilizar más eficientemente los conocimientos que se generen en nuestro país.
La investigación en el área de la Virología Vegetal se está desarrollando rápidamente en
nuestro país. Sin duda uno de los principales problemas a abordar es la presencia del Virus
Plum Pox que afecta a frutales de carozo en distintas regiones de Chile. El conocer cómo
EEUU y Canadá han enfrentado su erradicación y el estudio de sus posibles vectores nos
plantea desafíos importantes, tanto a los investigadores del área como a las agencias a cargo
del control fitosanitario. Esperamos en el futuro poder iniciar estudios en este tema, apoyados
por fondos concursabies nacionales, por lo que la interacción con los grupos de investigación
que fueron conocidos y contactados durante el desarrollo de esta actividad de formación será
clave en el desarrollo de éstos proyectos de investigación..

6. Contactos Establecidos: presentación de acuerdo al siguiente cuadro:

Institución/Empresa Persona de Cargo/Actividad Fono/Fax Dirección E-mail
Contacto

U5DA-AR5 Foreign Dr. Vern Investigador damste
Disease Weed Damsteegt eg@ncif
5cience Research crf.gov;
Unit verndd

@hotm
ail.com

U5DA-AR5 Foreign Dr. Investigador wschnei
Disease Weed W.L.5chneid der@fd
5cience Research er wsr.ars.
Unit usda.go

v
U5DA-APHI5 Dra. Laurene Investigador laurene.

Levy e.levy@
aphis.us
da.Qov
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Dra. Judith Profesorl jbrown
University of Arizona Brown Investigador @ag.ari

zona.ed
u

Centro Internacional Dra. Pamela Directora cip-ddg-
de Agricultura Anderson Programa researc
Tropical, CIAT Intenacional de h@cgiar

Manejo .org
Integrado de
Mosca Blanca

USDA-ARS Dr. William Investigador wwinter
(Salinas, California) M. mantel

Wintermante @pw.ar
I s.usda.g

ov
University of Florida Dr Ronald Profesor! Rhby@1

Brlansky Investigador al.ufl.ed
u

Univerity of Florida Dr. R.F.Lee Profesor! rfl@lal.u
InvestiQador fl.edu

University of Florida Dr. Jane Profesorllnvestig jep@ma
Polston ador iLifas.ufl

.edu

7. Detección de nuevas oportunidades y aspectos que quedan por abordar: señalar
aquellas iniciativas detectadas en la actividad de formación, que significan un aporte para el
rubro en el marco de los objetivos de la propuesta, como por ejemplo la posibilidad de realizar
nuevos cursos, participar en ferias y establecer posibles contactos o convenios. Indicar
además, en función de los resultados obtenidos, los aspectos y vacíos tecnológicos que aún
quedan por abordar para la modernización del rubro.

Uno de los objetivos principales de esta actividad de formación fue el maXlmlmlzar las
interrelaciones con los grupos de investigadores líderes en el mundo. Se pudo establecer
comunicación con investigadores que trabajan en áreas que actualmente se desarrollan en
nuestra unidad de biotecnología, contactos que esperamos mantener en el tiempo, de forma
de poder establecer redes de interacción y posibles trabajos en conjunto. Este tipo de
inquietud fue también mencionada por los investigadores extranjeros, por lo que vemos
posibilidades ciertas de interacción en el futuro cercano. A continuación se detallan algunos
aspectos relevantes del trabajo que ellos realizan:
- Dr. Vern Damsteegt y Dr. W.L.Schneider (wschneider@fdwsr.ars.usda.gov) del USDA-ARS
Foreign Disease Weed Science Research Unit. Estos investigadores trabajan activamente en
caracterización molecular del virus plum pox presente en Pensylvannia, EEUU y los posibles
vectores involucrados en su distribución. Ellos manifestaron interés en obtener los
aislamientos de PPV chilenos (secuencias, estacas de material infectado, etc) con el objetivo
de realizar estudios de variabilidad genética del virus.
- Dra. Laurene Levy (Iaurene.e.levy@aphis.usda.gov)del USDA-APHIS, quien también centra
su investigación en PPV. Ella manifestó interés en futuras cooperaciones con nuestro grupo.
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Se conversaron distintas posibilidades de interacción en torno a este tema, en cuanto a áreas
de colaboración y posibilidad de acceso a fondos internacionales de investigación.
- En torno al tema Bemisia tabaci y geminivirus, pudimos establecer -os primeros contactos
con las expertas Dra. Judith Brown (jbrown@ag.arizona.edu) académica e investigadora de la
University of Arizona y la Dra. Pamela Anderson (cip-ddg-research@cgiar.org) (Centro
Internacional de Agricultura Tropical, CIAT) quienes nos entregaron su opinión de la situación
de riesgo que enfrenta Chile con la llegada de la mosquita blanca, B.tabaci, al norte de
nuestro país. La Ora Brown nos señaló su disposición para colaborar en un proyecto de
caracterización molecular de biotipos chilenos de mosca blanca.
- Dr. William M. Wintermantel (wwintermantel@pw.ars.usda.gov), Research Plant Pathologist
del USOA-ARS (Salinas, California) quien es un especialista en virus transmitidos por mosquita
blanca, en especial aquellos miembros de la familia Closteroviridae, áreaque esperamos
desarrollar proximamente en nuestra unidad.
- Or Ronald Brlansky (rhby@lal.ufl.edu), Profesor del Opto de Fitopatología de UF, virólogo del
Citrus Research and Education Center. Or Brlansky es un experto en microscopía electrónica
de transmisión y de barrido. En el Laboratorio de Biotecnología del INIA-CRI La Platina se
ejecuta el proyecto FONSAG (Chanchito Blanco) que tiene comprometido estudios de
microscopia electrónica de barrido. Se habló la posibilidad de cooperar en estas actividades,
para los cual se estableció un en contacto entre el Bioquímico Carlos Aguirre, y el Or.
Brlansky.

8. Resultados adicionales: capacidades adquiridas por el grupo o entidad responsable, como
por ejemplo, formación de una organización, incorporación (compra) de alguna maquinaria,
desarrollo de un proyecto, firma de un convenio, etc.

9. Material Recopilado: junto con el informe técnico se debe entregar un set de todo el
material recopilado durante la actividad de formación (escrito y audiovisual) ordenado de
acuerdo al cuadro que se presenta a continuación (deben señalarse aquí las fotografías
incorporadas en el punto 4):

Tipo de Material N° Correlativo (si es Caracterización (título)
necesario)

Posters APS 1,2,3,4 Posters varios
Artículo Real Time PCR 5 On-site one tourPCR

diagnosis of bacterial
diseases

Guía de manejo de moscas 6 Whitefly management guide
blancas
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lO

C

"10

The assay co sis ently 1etect I
100 10.20 f9 of tr nscripl RNA.... l...-I----J--'-...J-j

i 80 At least 10 tir'esl

~ 60 more s-enSiti.J.¡ee th~n!" ELI5A l•.

10 1.)5 /

- The CP Primer/Probe sensitivity was detarmined using an
in vitro PPV ltanscript with the target region.

CP AND NIB ASSAY COMPARISON

PPV CP ASSAy SENSITIVITY

'''''.- RogroS6ion ilnalysls 01 four indopondont assays
dotonninod that Iho CT valuos woro highly consistunt.

- The assay can generala a quantitative standard curve.

- The CP Primer/Probo sel was ehosen for further use

- Both CP and NIB Primer/Probe sets detect PPV Iranscript

-Primers and probes designcd from conserved
regions of the NIB and coat protein (CP) genes

- Probcs synthesized with S' FAM reporter and )'
TAMARA qucncher

- RNA extraction
• Convantlonal, RNA aqueoulI (Amblon), FTA c.rd (Whltman)

-One step RT-PCR (Invitrogen)
Platlnum Taq
1X Re.cUon Buffer
6.0 mM MgSO, 52'C lor 15 mlnul..
200 nM Fwd Ind Rav, PrImer 9S'C for S minutes
100 nM 3'CP·Fam Proba 40·60 cyclu el:
0.5 ¡,¡l RTlTaq mili per ructlon 9S'C ler 15 ..cendl
1X Smart Cycler AddlUve Reegen! 60'C lor 3D ..conds

- Roal·time RT·PCR reaclions pcrformed in Smart Cycler
(Cophoid)

MATERIALS ANO METHOOS

PRIMERS AND PROBES

-1 Hp~.1 P3 1I Cl I I I Nlb 1 CP t-
,t vp~ 3,,·' T

Amplllled reglonl

1
-.,---_....~ ..__.. _01__ -

.....-_..-..­-_....._-_.-_.-..._-----_.
,_.<-..:... .._,_.._......_..-----_ --_ ..-_ __.
......- .._-~-

EJ'--..._.-.......---
__.u_

PPV Vlrlon r~

.//'

...
"'oh •----'

'OLVWERlZATlOH COW'LET€O

Enzyme·lJnked immunosorbont assays (ELISA) are time
consuming. crudaly quantitalive al best, and nol always
sensitivo enough.

Reverse transcription·polymerase chaln reaction (RT·
PCR) assays are loss labor intensivo and more sensitiva,
but nol quantitative.

• Real-time RT -PCR is as sensitiva as conventional RT·
CPR. with higher spocificity and very reproducible instant
results. _

• e".nCII••

..---.......

REAL-TIME PCR

PPV OETECTION METHOOS

STRANO
OtS,lACUI€NT

(,..... .-- .

PLUM POX POTYVIRUS (PPV)

..---:;,;;;.

· First idenlified in Bulgaria in 1915,
PPV has since spread aerass Europe.

o 4 slraios found in Europa:

- D, M, El Amar (EA) and e strains

PPV (O strain) found in Chile - 1992

Pennsylvania - 1999

Callada - 2000

• Causal agont 01 Sharka. economically
devasldting disease 01 Prunus
species

• 9.7 kb positiva senso RNA genome

• 764 X 20 nm particle

Genome expressed as 350kDa
polyprotein precursor proteolytically
processed into 9 proteins
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l ..dp.n.h.K. nl.l'.P~I""_t... :...~I ••llnd.\I_'" k I"'''L A. (10011- Sc.¡'ra<T 01 tbr:
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~bo...d'''VK. ~~ Gh.... m_Mboo · A..Io.ld...lh. P. & Jll.br1 ..U,.G.P. aOOIj.("on..,lc ...
tllIIIl"OIIdc: _""",,,,~ .nd ¡ O, "'¡;UII.oII"" ofGnpc-"n. n","~ ''''''L J..~,.,,,,I "'IGo<M'tl¡

11........'" U. 2w<1·ZUI~

Th~ Cf'M. , .....llon "'uh Ih. OBO" .nlibod~ .I"d Lb.....qUl'nft Ilcn.il.ri~·

bel'" ....n !h......o"·n p.n.r Ih. un ntirlf"d ..nri~ ud p.."tI 01 Iht OBO\.' ""' .......
Ilronll~' ,ull"1 1h0l ,h~ .. nlil~· i> iru••imil.. , ,. OBOV .nd .. I .....h lo m.Slli I~·I.

bt ,n Ih.. J ..nu\J,/.,.ji.i,.. Th. OBO\.' l ..n.mr ti .pp......i_'.. ~·'.3 k.b in .n«lb.nd
Ih..- nplid prol.. in. h be..n nl¡flf"d _Ih.. mo'l .bund.nl botinl' pUtlUvr pro, .. i.n
.r 11.l.Uh.nod ""'0 olh.. r pU"'li prol.. in••f lS-S-kD. ond 2'."kD..............ti..,..I~,
(U..-.rd. n .J. 19971. OBOV io '..n.mill on.,.' by Ih.. nI.., lufh.ppcr{M.tTfturln
,,,.tlriI;,.••,,,, F.rbn) .. ilh,n ,,·h...h Ih..." ph...I.... Thio i......l. Uldll..n.u. 10

1 nd fm. on m.n~· diIT"I"'nl pla,"' " _. Th.. OBO" "p"id. 01"' .,mil.,. ,n ...
10 Ih nporl...d ro, Ih.. pul.ln-.....¡uid pro,.,i", l.... 1"" .Ih.., n'\II ...fi..irulft; M.~
NY".lljiJotJ vi"'J (MRF\': ~.,... .Pf't". of Ih.. l ..nUl "''''¡;''¡fIIl} ond 8"", ...tI. nrJo.tI.
Juu "fIIl (BEL": I...dp.".h rl.f.. 100lj. GfkV h....in~"""'Il'".nd...d.poliO............
RNAl..nOIMl"•. 7.4kh.i•.•nd .... lllprol.. inAln.ulinlof ••inll:lr ,.icl"ithon
,,"im..!ed mol....ul.r mau.r l"'. ll·kD•• 'lId .lth,uJh CfkV ji .. Io ly ,..IOlfG le
m..... r,,·irulfl .nd l)·mo.·'CIl..... il hu Ollllnrt IfiI nft d¡¡Jimil.ril)· ono pro,...rti .... ud
mo~' d .. limi'. n...· "iroll..nll'" pro,>o1t"d U Ihlll:tn M.l"lIlrn;'''1 (S.b.n••b ..vit" Ilf~

1001: M.n..Ui. " ..n ...omm.). GFk\' il ,...p."fG 10 b.. J .... fl Innlmi..iblr .llhou~h nol
m.....h.nit.II~· lr.nlmil.lblr .nd h.. n. known In.....1 "telOn. Th.. ELISA I(SU "'ilb
GFk\' .nliboo!ift. 'nf..... lhol th...nli~ Ii unlik.. I~· lo b.. GFk\'.

lIi.n flh.. plonl'P'K'ic..........honlC.U~·III ul.trG "·ilh ..p rrom Lb ,...,.
pl.nl ..·.. ..., .b ...-d ..-,'h .n~' ,.b.,.ympl'mo din nl from 111.. trIOtk iltK lot...d
...nl,..1>.. G,.r, i.notUI'lion.r IOlIrU "uu.. 10 SI.. c...ry:"l,..,....;n.. did n.1 l.n~·

folIO' IYmplO1lU ch."""I..nllit .fCnopr"'n.. l1c-t~ d : th.1 oJ. ,...nph..rol Ic.r ....i.n
..Ic.nnr.: ond/""'rinllhn«.rlh.....·U.I lc'UIl' ..· b .r..... lnÍt"'r'Ufln. Eounh.lI~ Iht
inotlll.l...d plonu Iook...d Ih ... m.. •• dl"lInin...ul.lfG plonl.

from 'h..... "udi.... n unkno..'lI RNA ..nUI~· hu b n fOllnd ItI ...ilru. pl.nl
...ilh 'l..nomr or .0.7.3 kb. Tho ..nll~ ¡, n.. ilh.... mr ..h.ni Uy Intn.m""'lblr le ....nl·
orh..,b.tfflu••nd ...ood~ plonl.noru ill,... fllt.n.m...lblr 'oent,....·i".. er"llru•. Th"
I...dl lO th ....on..lu.ion Ih.1 lh.... n.il~· m.~· b. l... n.minfG in ."OIh.. r fuhion. ror
'n.un...... b~ • Ir: .. r hop,...r •• b~ .Ih.. r mr.n•. A 1113 nI orqu..nft from Ih ti':' h••
I[ n" 'lmi).ril~· le OBO\'. BEL" io Ih .. enl~ 'lh.. r lik.. ly mo .. r¡"lru¡ nd u .. lhu
.. i h••• ~..nonw .ia .f Ih mr ord .. , of mOlnilud.... Ih.. IInkn nt¡~·. OBD\'
.nlibod~"r~ ..·... IJ~ ..ro tl "·,Ih pro:.. ,... U_I,.....11'd rrom Ih.. OOUfV' pbnl .nd
vi...1purir..... tion Irullon~.' .ppro,imal.. l~ lI·kD•. Gfk\' .nlibodic:. d. n.l ,.. ...1 ..·ilb
prol.,¡n...unrtHl 'ro", Ih~ lOur.... pl.nl.. Thu ..nli~· .... ma.. r¡ ..iru...h.' IUiIUn•
ho..·...·u. fllrth""'ludon lO l.eh.. , mol"' Hqu..nftd.l••nol .. lr-c"on rNC"I'Of: ph
.·Ílu.liDuonof"I.... p."... I.... I"' n.tdfG r.,Alnfinn.llOn.

Th.. RI"lA .10' blollh''''fli ,..ili... ,n"lion. wtlh m.. 01..-1 probt f 1I tII..
RNA .....lno..lfG from Ih...u.....n lI: ....dicnl r llon. (Fi«,. 2A L-..... blot~ lh m.ou
r•• lh.. llp,...'I..n.u.. f'M.. l,..o"'''lfr...liono k.ndlh.. llronlnlJ'u.ti.n...·..n
ob..':"'·fGlobrforlh...u..,..... erod ..nlf.....lionlll.11.14.IS.nodI7.Th....id.. ,pn.d
poIlfI..1t nnll.n wilh Ih.. P"o.- .uU"'u Ih.llh. vi ....1p.rtklH did nol I"'maln i.nl.tl
dllrinllh.. ulno..".n.nd purirlC.lionflnM'ft··ndlll.llh...·intIRNA ..·.. d'1...dfGloII
fh.l. t1Ithtrw:uhnl in. n'''ro,,·b.nd in Ih...u...... II:,..dicnLlt ..·.. dil,...nC'CI
lhrolllhollL

Th.. immun.bloll u.in~ p..I..¡n\ ',.... lfG rrom Lb.. lu....... lI:n.dic:nl f...Mion•
... idl OBO\" .nliboclioro .ho,,·Hl • ""'"l'...· k t""" ru.. tion ";Ih • b.nod.1 co. 1l-fd).

(FiJ. 4¡' ..·hieh .. o"'mil., in otJr 10 Ih.l.rOBO""'OI p"'l.. in•. Th.. 0"'Q:t"SU pouib.,.
...,... 10: limilori~· O'-""·..... n Ih......1 pnH..ln.f th;. ... nidcntlrllHl vifUI ond Lb'l.r OBO''.
Th.. immUDeble1 .CIOU'ft pl'nllren ill"'lIl.litd plonl prol.. ln uu-o..u(fi:«. S) ilh
OBD\" .ntibocltn.N b.o. "..")- k ¡.uon .1 eo. U-kD•. lb.. ELISA 1 11 (Ti:«
, .. ,..p'.,..nl.l"·...f.n u.mplc, ~ 11 I"'o..óon l. GFk" .nriboooltn "',111
on~ .r Ih....p .... lntrtfG C...m Ih. tiltu. plonu l hfG from th......,...,. p"'nl.lII.. OOU ......

pl.nl inocul.u.:I ., unUlotul.lnl Ind .... 'O. SI.. Cro"l:.. I .... p"'VUM plo 111.. vintl--r,...
e .... ,... ..' .........nlrol.uppllltCl ...ilhlh.. kll.. Th.. GFkV,...iQ.... l ...,...'iJl ntroldMlIÍ\·...
Jood n.'II.n. Inol .... llIIllh.. In....·.. rlt ...1....

\lo ••h.nlo. l>r.lH. f.........d.. tfSD MS ".rtlor.nC••p Srlc 1.eblt"".f).!oIl,,_u I.c IIW llfl
.f Uw OBO'· .n,lb••h •••n4 '".-. 08D" ....u ...L C' m __ ".1_. G. \ ..

l\lar,.. IIL L.".·..nl....... ~ Sil C~......l Slotol_ ...IC~M \' _ \·...., ..lI.. C.llur~
1\1...."...._iNrt. 1101,••n. Aa,IIn'" ,. ~ l•• IIW .,It.f ,Itr en" íbod~ I<tL !ot,"~ 1".nU l•
On. \lo. (}t" ..... 1_ G. K••·.... I••m .!o+ull'''nl1\\ , SI.' .. t1 ·..nu'·.!l.I...Oilon Go.. ~ l•• ,be

•••-rr••nG~·lo.\'.odf.t·"pp1rt... ' -lr_ pt"·loo.....,¡b.....

Tho RNA d"flI'llInnelt .. I ..·lth RNA ntr...lfG I m Ih.. 21 111........ ~....dicnl
1,....lion. (Fil. 2A Up,...' blot) .ho,,·fG 'l...nl pOlillo'" erlion. in Ih. llnn
corrapondln" le ......",... l dicnl rro"lion. l ••nd 17. f ....MJon 12 w.. nol ¡"odfG in
fil. lA. h........... No"h n¡ ,....lfG IWift mo... wilh umpln r..m 11. 14. 16 .nc1
17 {d.l. nOllho"·n). O.I onf1rn1C'd rr."llon.11.14.•nd l' pnovidfG Lb. beu.i«,n."
durinlh~·brid~tion.Th.. k> ,rr.tlk>n.17.l ~·diltin.. lb.nol.l«_7.3kb
¡pulllh·.. "Inolll:..nomi' RNA) In fie. 2A. belo... ,,·hi..h .Ionl d.n: blu, .......bor ....'flI.
indit.linll: Ih.. prntnft 01 d...,;,..d...d l ..nomi. IInd pouibl~' .ub-1;..nomic RNA oC "ol")'inl
.~•. Th.. J ..nomic RNA b.nd eh. lOmo .i••• Ih .. up,...' b.nd lrom m....11m
pl.nl RNA "'hen hybridia-d In mil•• m.nn.. ,.{FiJ lBI. Cfk" ...... ILbio tilM 111.
onl~' m r,..iru....likc ..iru. 1.0 hM,'" ••imilor lltnonw .h...nd ..Iio~ (prio, 10
S.blln.d n 01. 2001) lh. ,....ibili~· Ih.llh.. unluto"'II"n1i~' ..... GFk'· .....
Lb .. ,...!ol"' funa .... in ..... liJ.!ed. lh.. N.nh..m blol.r RNA ....I .....trd rrom rilfUI plona.
...hlChh.d bftn~,..fl..d f...mlh. lou...... pl.n'.wtr.,...riod .f5YC'n(f~_J)......·"'1...d

ch.l n.n.. of Ih plenu h.r........d th.. OBOV-lik.... nlil~·. Ih...... I..... Lb ......nrilüiofl lo Lb.'
eh....nti~·ion.ll lll,..n.mlllt'd 10""ru•.
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SOURCE PL..ANT TISSUE
·GFkV
-GFKV
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f",.I: E.titd-M.<mbnJmttk.lOtned6,. PAGEofcbR.,"Aulro<:lod from lhe aow.rr.o: MII:..."n 1..... plonl
R( tq)IO:.l"'" fom; ofCTY flJ..1: Sonhcm ..... Iyoa lIun¡; .. prohr madt frum 1M ooquaor:c ....1Ih
.omlltlnlylOOBDV (01.-1) A: Vnlp.onrllCtlll00 Iroc:lK'lt". upper blot. de'ul1unn¡; ~I eltclrophon:'l"­
10-0.'..... blo:..1oI bbl .... lyoc. Arrrw,·••nd numhc:n ndllCtll" lhe!h..... lrocno:........h..:h hybndlZC"
o:non~l' IU O:•• llno'~ f..c''''''' L~ ..·•• rIOI Icoded ti, In.. u"' ~IJ.Iht: h~h<:f 'M f.....lI.101 numbcY lhe
1ol....... ltIr: ÚOC\""" tri th.- ~"""1ubll. B: SIZff1,oflhc ~c omlll R:-. ... ofl.... aI'.~·hyt>nd,:tm.IOOL-
1 from ¡»Onlltnd!hll • IN> pu... r.... ' ...... C"";1I01l~. fu, IIx.omplc. ll,,~ ... ,npk If lllo: P-"'~t co.mul f~
:A. flJ,.J: 'onhcm "",l\·oc~o>flOl.1RSA flUm ~llNIO pltlnl.p""od fromll...~ planl UlDlfOl_·
I ... prubo: fll. .&:lmmWlOhiolofprotcll.. CJI1..,;'odfroll1'h........nl>C~tcnlfl'Kl,..,..,.Ullll[

OlJl)\' .n'tl»d (LllSj. "..oth el>m:lpono:hnl; COlln.U.lI1ILt1lllCCl rcl ..... ,he RHS Fil· S: Immw1Obk:ol
ofprotCff1.nB <l ltorn plonl.pofllld from lOe: kIU...... plonl u.lltl¡;OIlDV .nlibold.u(UIS¡. wnh
C<JfTUpundtllf C'-""""l ..... olOulCd ~el on lhe- RHS flJ,. 6: I~L1S"" of ......I.."'. (mm ""f'W.nd PO¡X'lIK
plonli ~'"'tIo:d from lhc~" plol1l UJ,lf'~ OFI<\' '"1iho:>o:li..:. Th,. d,.¡:..m "" ... noon rcprclOt'flllllf 11>0:
OoIO,thcrcllo.......u. "'Pf""Ctll.n DlIII"'CIIOll.•1l1l1hcr"·cll.n::pn:ocnl ,,,,ml<:t'OC11Orl 1-""~cndl,,t1111

RH~ 0111111 mOClll plale tnd""'c.lho: duf.heolCd la", Ionll ... rnplc call1rull. Throu~houllh" fí¡:IIR:" .

1"rfOTlCTI1o' """·Ircr n._ 01" "nple:.• '"'"fW"'lICn'" 'IN' l1,focled ,;,.mplc. ,ncj"'.Ie<iU ·PP·"pn'llc.

ond~l rcrrcoenu p..""e.. ""'rlc .....

4

2A

OurinJ. M'ilu ..nd~ proj~1 oinldlRNA Ul.....lfG from on" plonl inftelfG
"llh Cml fJiur.. ,;"". "qu..n~n 1"' ro ... nc1 ...hith ..·.. r .. Ilmilo,.1O Ivmo>'lruon .nd
lI\II ... r... iru....... "'ilh ll"'.lnllimil.ril)·1O p.n.f 111 .. 0., .I.,~ .""rI';;'" 10BOV)
lcnollW bt""ftn nu......hda 140146" ( BLASTI"l; AIlKbul'" .L. ¡,,7l. OD...f IheH
M'il ...cno:a. OBO"4,¡¡' .. \oft....1 (OL-I) ...nt.llllin«o .... 1113 bp IftMn ..... UlfG in
funacr i.n.no,:.tioD', Slnft Ih.. Mlolrft pl.nl "'U beinC _W'd roren' ......"I~ .nd
nel.no"'IlIl\ll r."lru,h.dbftnid..nlirlltCl .. lnrtelin« ..ill"lü.,furth..rlltoll ..-ltr..
,...rl.r""'O 10 nlir~· ir th.. tot<¡U"IIt'ft I"'pra.rnlfG • peuiblc n.......inl-) o, n....-hoo'
...nJo ror.n .1J' d~· ..h ......I..nad "'fUI. fí¡. l. illh.... thich ...m bnmud...t.IinfG ' •.1.
potyu~.m"''' J ..I ...W'd lO "p.""" Ih.. dlRNA u:1,....I...d from lh.. IOUrft plon' ' ..... Lb..
""lu..nt1ll1p...j~L

Strololt\: Immlln.blot>..r "Iru. punr".hon 1,...llOn. ond l ••lt..d ph.nu: SOS-
'"GEI1'.r I~·/••,,~·bnurl.. ) ,,-•• ,...o1.,.rn...d On lh...Ut J,.d",nt f,....llOn.l. 8.
1!..14.15.18 .nd n. lh...,..oon\ ..... ,.. h... 'flile"·C ilh.n filU.I ..olu_.r
....I~Jnl burl... ('3 m.\l l""-CI pH ,JI. 2% SOS. 10% 1I:~'~A1L!l%fJ-
nwr"'plOtlll.n.l) fo, S ml"ul A ...IIlIM.r 10 uLfl.mpk/l.n.. " ...... lI.fG. Conlrol
... mpln ......UOfG .n .....h 11:'" ,.. P'OI"III' UlnI.. lfG rrom OBO" ••1tillo ..... f..m lh.
....11".. pLllu.od • viru.·h" Muir.n h_ pl.nl.. B..,.d bre.d o.......trum prol..ln ....
mar....n "'I'T lI-I'I'"lI.n h II:..L On.. II:..I ..·.. 'l.inrd ... llh C_rn.ouH Blu.. 10 viI 11N

th. prou.... p .......n' ..'hi UI.. OIh.. r .... 1IM"d 10 I....nor.. 'p"'l.in.10. nilrOC't"U ... Io...
nwmo ...o. Ih..n d••·....pr4 ..lIh.n OBO\' .nlibod~.
[LISA: A Gf~\ 11101,,...., d.ublr .nllbod~·lOnd"-OrhELlSA ..-•• lIord.n nt u I...m
.Uthr ..lfUlp"'nll ..-h ...h ..'...... Jrofl...dfromIM ......'"I ilhlh.. un ·n ..nUl~
(8ow... ,...I..I99SI. Antibod_ ..·.......uppl",d In' kJl f mIA~,.IIQI ... '. i_
l....--poolL 70010 ,·.lr:llZIIn.. lta~-' "'lIh ..-;"... ond Mt.u.·.. ero"""ln• .-onl...l>.
Lort ...........¡.lo'd .nod ...u ...... 1,...., enlfl 'n laI d SI Guof"J-' l ,.....'n.. rioJun ..... ,.. ....
InrlloldfG mplr:l.nlh.m...'opl.l ·..U •• burr n.,.· nt:ro.... KII
UlIQ"1I"UOIU ,.. 1.11o,,·fG. Th.. h~'d,.¡~"O ..nJ'!'tnr" ollb.".I lu....' ..n ,'.1110 ....r.
.....d.1405nm.
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Fig. 2. Hybridizalion panern of digoxigenin-labeled PCR
amplicons from (A) E. c. subsp. 81roseptica slrain 31; (B) E.
chrysanthemi slrain 340; (e) and C. m. subsp. sepedonicus
slrain R3 on Ihe oligonucleotide array. Oligonueleolides were
spolled. wilh duplicates on lhe diagonal. in lhree rows (a. b and
e) of 18 spols. A lemplale lo idenlify spollocalions was overlain
on the membrane afler complelion of hybridization and
development of the digoxigenin deteclion procedure. Positive
hybridizalion signals are visualized as dark spots within lemplare
circles and computer generaled resulls rrom Ihese blols
summary can be seen in Fig. 1 (").

e
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Fig. 3. Hybridizalion panern of digoxigenin-labeled peR
amplicons oblained 'rom (A) a mixture of E. c. subsp.
atroseptica slrain 31 and E. chrysanthemi slrain 340 celJs: (8)
ONA from E. c. subsp. alroseptica-inoculaled polalo luber; and
(e) DNA from polalo lissue culture. Oligonucleolides were
spolled. wilh duplicales on Ihe diagonal. in three rows (a. b and
c) of 18 spots (Fig. 3C. A18 is digoxigenin dol). A lemplale lo
idenlify spot localions was overlain on Ihe membrane afler
complelion of hybridizalion and development of the digoxigenin
deteclion procedure. Positive hybridizalion signals are visualized
as dark spols within template tireles and computer generaled
results from thase blols can be seen in Fig. 1 U).
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Flg.1. Hybridizalion of digoxigenin-Iabeled PCR amplicons from selecled bacterial
species and samples to oligonucleolides immobilized on nylon membrane in an
array. Hybridization signal slrenglh of each amplicon lo an oligonudeolide in Ihe
array is expressed In 16 bit gray scale values indicaled by Ihe following symbols:
• = 30.000 - 65, 000: • =20.000·30,000: o =10.000 - 20,000; O =1.000­
10,000: • = 500 - 1,000: <500 =Blank: and - = Nol tested. Some membranes
are being shown as examples in Fig. 2 (.) and Fig. 3 U). Oligonucleolide locations
for Ihe selecled membranes are listed althe lop.
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SUMMARY ANO CONCLUSION
• Specific oligonucleotide posilions discriminaled among the E. carotovora subsp. alroseplica. car%vara. odorifera. wasabiae and betavasculorum and belween E. car%vora and

E. chrysanthemi. These discriminalory molecular signatures are usefullargets from which to derive oligonucleolides for diagnoslic purposes.
• ONA arrays were used in Ihis non-radioaclive hybridization assay for multiplex detection of bacterial palhogens provided by mixed genomic ONA's or in inoculaled poiato

samples. Hybridizalion of amplicons was generally reslricled lo the appropriale homologous oligonucleotides and cross-hybridizalion wilh helerologous oligonucleolides was rare
(Figures 1-3).

• lhe new diagnoslic assay based on ONA array should preve useful for idenlificalion and deleclion of five bacterial palhogens of polalo.

RESULTS
• Phylogenetic analysis of smalllG5 sequence data discerned a consistent

rel;:¡lionship among lhe lest slrains. which was in agreemenl with lhe 165 data Ihal
renected the accepled species and subspecies slructure of Ihe laxon (Fessehaie el
al. 2002).

• SeQuence dala derived from the large IGS resolved Ihe slrains inlo coherenl groups,
however, lhe seQuence informalion would nol allow any phylogenelic conclusion
because it failed lo reflect the accepled species slruclure of Ihe tesl slrains.

• Hybridization of amplicons to the array and subsequenl serological delecUon of
digo)(igenin label revealed dirferenl hybridizalion palterns Ihal were dislincl for each
species and subspecies tesled. Furthermore. Ihe assay was used successfully with
infecled polalo samples as illustrated in Figures 1-3.

MATERIALS ANO METHOOS
• Sequences of 168 rONAs and lhe intergenic spacar (IGS) regioos between (he 168·

238 rONA of bacterial strains (rom Ihe genus Erwinia were determinad (Fessehaie el
al 2002).

• Oligonucleotides selected from the 3' end of Ihe 168 aod IGS regioos from Ihe
peclolylic erwinias and from known sequences of the other bacteria palhogenic on
polalo. namely, Clavibacler michiganensis subsp. sepedonicus and Ralstonia
solanacearum (Paslrik el al. unpublished), were spaned as an array onto nylon
m~mbranes.

• DNA arrays were usad in lhis non-radioactiva hybridization assay for deleclion of
bacterial pathogens provided by mixed genomic DNA's or in inoculated potalo
samples. Specificity of oligonucleotldes for lheir largal DNA seQuence was
evalualed foltowing pubtished melhods.

L:tft ~;: .
bas~h DNA array for identification
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Tlle Gr~m.pOSili~~~~~~:~;~~"~,avibacler m~gan.nSiS~~~bSP s~p.donicus and 'he ~. ~ ~~:~:~~:~ª ~¡~ i¡~ ~ ~ :~¡~
Gram-negalive bacteria, Ralstonia solanacearum aod pectolytic erwinias including Erwinia f < ....... _. ~~ • i ¡ i

car%vora subspp. a/roseptica and carotovora aod Erwinia chrysanthemi. are importanl E'" '" ••

bacterial pathogens of polalo. ONA array lechnology, essentially a reverse dot blol ~~ :, :,: ~~ ~~_ •.~,••;',;~,,'... :. :.
technique, is an emerging melhodotogy usefut for idenlification of ONA fragmenls and may • _~ .-.-
be <'IppliC<-lble for rapid idenlific<lllon and delecUon of plant palhogens associaled wilh
pl;mls. By using conserved primers lo amplify common bacterial genome fragmenls from
exlracts o, potalo lubers Ihal might conlain lile bilcleriat palhogens. the presence 01 ONA
sequences indicalive of palhogenic species can be revealed by hybridizalion lo species­
specilíc otigonucleolide within lhe array. In tl1is sludy we explored Ihe feasibilily of using
ONA array lechnology for idenlificaUon and deleclion ot plant palhogenic bacteria by
l;:¡rgeting five baclerial pathogens of potalo. 80th pure cullures of bacleria and potato
exlracls were evalualed on arrays eSlablished wilh lhe specific and heterologous
oligonudeotide probes lo delermine Ihe discriminatory potential of this technology and
applicalion for identification and deteclion of bacle'rial palhogens.
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Phytoplasma .....83 detected ....ith univ~rsal ph}1oplasma primers in 16 out o( the
17 Arlington Heighu trees (Table '). None orlhe ten healthy control trees (tom
the Martan Arborrlum tcsled posilh,~ far ph)1oplasma. Colltrlh-e RFl.P pat1('ntS

based on e:ight restricLion enZ)'mts (rom eight samples indica le lbat the ph)1O­
pluma present in elms (rom Arlington Heights were identiCIII lo one anolher
«(our samples shown in Fig. 2). HOWC'-'I!T, il was dislinct from EY ph)1opbsma
.nd most do~ly rtlated lo the: CP phytopluma (l6SrVI-A).

R.estriction site analysis dcrh'ed from seque:nce data .supported RFLP patte:m
anaiysis. The: henceforth referred lo as IlIinois elm )'ello'lo'l'5 (lLEY) ph)10plasma
can be diffuenti.ted (rom EY phytop1.uma by (OUt restriction em:ymes, Alul.
Hhol.Msel, and Rsal, and (rom CP phytopluma byone enzyme, Hhal (Fi~ 3. 4).

Comparative nested PCR aMa}'! using the nesled primer pair RI6F:2n/
R16R.2 (univ~1) yielded PCR producL'I for mil five ILEY infecte<! elms as well '"
the two referen« phytoplA.'lma stnins, F.Y f1nd CP. I-Iowever, nested PCR IIs¡ng
the EY phytopl,,~mfl spccilic primer pair RI6(V)FI/RI6(V}Rt ~ve A positive rec;ul!
only for the reference EY ph)10plasma (Fi&. 5).

BLASf compari50n ofthe ILEYph)10plasma tbS rONA .sequen« indiates I
about 99" homology to CP ph)10plasma and (}8.S" homolor;y to muhicipita phy·
toplA.!lma (IIU~roUp 16SrV1-B). Unlike cr phytopla..'1ma.&equence5 of doned t6S
rONA Indiuted ILEY phytopla.'1ma eontain5lwo hcterogeo~u,opt"ron' (MIt. 4)
and ha.'" therefore. b«n de5i¡t:naled a.s e new ~ubgroup (t6SrV1-<:). None nf the '
insect.s usayed were infected wilb EY. CP or 1LEY ph}10plasmA.'l. IIFig·5 I -------
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Let. l.-M.:~ O. E.; IlamlntW'd: R. W.: Davill, Ro E. 1994. u.e ofm)'OOplltlmlih OI"p'¡"" (MlO) ~epcc;1lc l)liaonuekncidc prirnn--I ro.. nafnt·f'CR "u)"10~eamiled·MlO mf«1im,
inl .inllehOllplllll p")'fOP"11toI0f)'J.6:jj9·,S66.

Let. 1.-t.4.; Hatm'l(ll'ld; R. W.: 0.." R. E.; GU'wScnm, O. E. 199). u..ivotnll tmpliliClI;or\ end 1II11)"i. offl'llttorm 165 rONA for dluilícltion and ickr"ilkation ofm)'Cq>lIYnltilu orpnL'Im\. f'll>1q"<1'
11toIogyl):n4-~2.

~. M. 1: ThorrlfllOl\o O. A.: J.YcKenm, D. 11m. Euy I'WI d'r>cicnt OHA I:1tractiorl ftolllTl ""ood)' pllno rOl" deoceaiorl ofphyt<lpla,vnu by pol~l5C e~in ,ae:tiorl. N_, Di,.~IU~ 13: 431 ....U

Until now, EY di.!le:LSe in North Amena wa.s thougbt lo ~au.sedonly by straiM o(th~ EY phytoplasma belonging to 16SrV. A nested PCR using the EY
phytop1a.sma group .pecific primer pajr RJ6(V)Fl/RJ6(V) RJ indicated that EY ph)1oplasma was ebsent in th~ Arlington Heights elms samples. ~uencing
and R.Fl..P anatys.es oí PCR product.s (16S rONA) confirmed that the ILEY phytoplasma was distinct from EY phytoplasma and is a new subgroup
designated 16SrV1-C) of lbe clove.r pro1iferatioo (CP) pbytoplasma group (l6SrVI). It is surprising lbat a m~ber ofthe CP phytoplasma group iníeeu

elms. as CP pb}1oplasma is genen.1ly con5icicred a palbog~n o( herbaceous planls.
lbe presente o( 1LEY ph)1oplasma appean weU eornlated with the f:'\'t:ntual devt.lopment of an EY-like s)'ndrome in Arlington Heights elms, as 16 ouloí

17 symptamatic trees lested positiVt: (or phytoplasma. while alll0 healthy conlrols were negati\l'~.Ten o( the 16 positi\'e sampl~ were rurther analrzed by
RFLP and determined lo be ILEY pnytoplasma. Otb~ symptoms reported to typify th~ traditional elm yellows disease ""·ere. in our experience,less reliable.
For e.xample, sorne lre.cs deveklped uniformly yellow f1nd epina."lic lea\'es throughout lhe canopy in mid summer while others remained grecn. Bulterscoteh

10red phloem aC'COmpanied by an aroma of wintergreen oil was readily found in som~ trees thnl were exhibiting Cll.nopy srmptoms, bul nol in others. Apart
(rom necrosis o( the phloem and the npid death o( an infected tree. lhe sparse and clumped appearanc~of foliAge in the anop)' wa,s more reliable in diag­
nosing this di..sease.. $ampling met.hod and lissue type abo appeared to inOuence detection resulls. The phloemfbark tissues were found lo be the most
reliable o(thosc tested for detecting ph}10plasma. An improved undel"'Sunding of se&SOnal and spatial \lIriation in ph}10plasma distribulion and

ncentralion would clear1y assist in designing: more aCCUnlte det~ion methods.
CP ph)1opla.sma ""t:dOr.l, principlllly the aster lealhopper Macrostedes quadn'lineotus Forbn, but also the hect lealhopper (Cirrolifu tenullus 8aker), are

",,;dely distributed in the U.S. and ha\'t: both mi grating and O\'erv.;nl~ringpopulalions in the Midwest. Attempts to idenlif)' the potential \"t:dor(s) in this
.tudy (ailed; none ofthe 1eafhoppen a.ssayed were found lo be CIIrri~rsof ILEY, CP or EY phytopl....ma. It is likely that the \'Ioctors of CP phytoplasma. which

Id can)' ILEY. were only tnn!ienl (eeders of elm. An inlereoling coincidm« is that th~ a.o¡(er lealhopper typieally bl'ftds in the south «ntraJ United
S~tes but during the middJe to lite 19S<>s. O\o'erwintering populations ""'ere present in Wi500n~in. Lik~;se. a se...ere outbreak of the beet lealhopper mns·
m,rted disease. horsendish brittle root disease (eaused. by Spiroplasma citnl occun-ed in tIIinois during the 19805. 80lh oulbreaks were usociated "";Ih ah-­
normaUy high vector populations aOO appear to coincide with what was probably the inilial infcetion years (middlt t<)8os) of the elm yel10ws diseasc: in Ar­
Jington Heights. lIIinoi,..
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ILEY
lLEY
ILEY
(LEY
¡LEY
ILEY

926S-E
8'.S-E
146S-0

8265·11
102S-V

I07S-V
S2OS-v
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RFLP and 5equentt analyses o( 165 rDNA: RFLP anal}'SCS
ofthe nested PCR products (1.2 kb) were done using up to 1:2 restric­
tion enZ),TT1es: M.sel. Alul. Rsal, Hhal. Hal!'lII. Hpall, Toql. HinjI.
SauJAl, Kpnl. Thol, tnd 8/01. Ooningand st:quencingof(he Pt/P7­
PCR amplified product.s from lhree Arlington Heights lrees (9:26S-E.
746S-V. 82sS-li) ....ere perlormed.

Sur\'~y or pol~ntial ...~ctOrl: During the summer of :2000,
le~.rhoppers .....ert: collected in Ihe vicinity oí the outbreak and sepa­
r:1ted into 17 morphological groups. Total nucleie acid ....as extraetro
from lit leasl 10 indh;dual leafhoppcn: repreo:enling CAeh of tite t7
morpho-types Ilnd process.ed \;. Ihe modified method dc.-"eribcd
at)()\·e. Nested PCR using primer peir Pt/P7 followt<! by RI6F:2n/
RI6R.2 ....'"llS perfonned.

UNA extraction .nd nested PCR: For leaf ti$Sue. total nu­
cleie acid ....as atncted as described by Lee el al. (1993). Phloem
ti$S\les end ...'OOd sha\ing.s .....ere extracted by a modified procedufl!
using DNeas)' Plant Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA) as de;cribed by
Green el al. (1999). A nested PCR.....-a.s perlormed using primer pair
Pl/P7 followed by RJ6F:2n/RI6R.2 primer pairo Comparati...e nestoo
PCR 8SS3)"'S using primer pair Pl/P7. followed by eilher I universal
primer pair RJ6F:2n/RJ6R.2 or an EY ph)10plasma specific primer
pair R16{V)FI/RI6(V)RI (Lee et al. 1994) ....ere performcd to deter­
mine .....hether EY ph)1oplasma was a\so prescnt in five inner bark./
phloem samples in ....hich a CP-like ph)1oplasma was detected.

Sampling: Samples were laken ~tween 1998 and :2000 from
.scwnteen mature pJrM)' elms gro....;ng in the \icinity o( Ihe out­
brttk in Arlington Heigbts. Ten additional trees located thirt)' miles
from tbe oulbreak ti The Morton Arboretllm. lisIe. IL, ...·ere sam­
pled in Fall 2001 to servc as controls. Disease SC'\'crity rating.s
(OSR) ""·ere based on appearanC'e of lhe anopy (Fig. 1). OSR \111­
ues were L"Signed~n 1 and 5 whert: I",heahhy or as)'mpto­
matie canop)'; :2 .. up to :25" of the tanopy sho....;ng spaf':"e and
c1umpy spnptoms; end sometimes discolored; 3 '" :25·50% oí Ihe
canopy sho..·.;ng symptoms; 4 .. SO-909fí of canopy; 5 .. ne:lrl)' 100%
devoid oí lea\'CS and tree ncM death if not delld. Thrce tYPel of sam­
pIes. inner bark/phloem, leavts. and wood sha\'in~. were taken
....hen pac;.sible. Ten sampl~ o( inn~ bark and phloem were col­
It'ded from a..~)·mplomatie ~c:s (OSR .. t) to serve as conlrols.

An outbreak of a di5eASe appearing similar to elm )'ellows (EY) began in lhe early t99Qs in the Chicsgo suburb of Arlington
Ileighu, lIIinois, U.S.A. Q\'er 1000 maturt: American elm (U/mus americana) trees hav!: sin« died from the disease. Ne5ted
PCR using universal prim~ pairs p~;ously designed for ph)10plasma dctection te\'ealed that six1een of the seventeen trees
gr'O\..;ng in the oulbruk region w~ positive for ph}1oplasmas, rq;ardless of the magnitude of symptom expn:ssion. AU control
elms tested negative for phytopll1Sma. Restriction fragment length polymorphisms (RFLP) and ONA ~uence analyses o( 16$
rONA of representath't: samples inditlted that the 1\1inois ph)10plasme was not related lo the pnytoplasma CIIusing EY di5ease
(group l6SrV·A) eb>ewhere.. It is most dosel)' related to dover pro1if~rationphytoplac;ma (group lbSrV1). We hav!: identified the
ph}10plasma as represenulive of a new subgroup (t6SrVl-e) of do\'u proliferalion (CP) phytoplllsma group. Neither lbe tradi·
lional EY. nor the newly designated lI1inois elm yello...."5 (ILEY), ph)10plasmas were detected in locallealhopper population5
trwpped dail), bch...een May and Sepl~m~r 2000. Thi~ is the firsl report of a phy10plasma rt:lated to CP phytopl&!lma causin
elm yello"""'S di5CA.'1e.

MATERlAlS AND METHODS

1-·~ODUCfION "]

More than 1,000 mature AmeriCII~-t1mshA\::;-di;¿ durin" the la;tten years ¡;; !he Arlington H-;¡ghts suburb west of Oticago,
IL 11Ie outbreak .....as first noted in t99t when ten lretS died ..long residenti al parleway, where ther~ are nearly 10,000 mlture
elm~. The ClH'~e (lf d('Jl.lh """!'l unknowTl, hut $)mpIOm!il c1t"l'Irly diITercd from Iho!'lC of Doleh ehn di!'lCfl!'lt (DEO). By 1998, .nnuBI
InS,.c;(":'I dile to lht' unknown nlllllldy lnlnled morc thfln 150 tf"N·~. mUl;hly CQuivflk'nt lo DED losscs in Ihi, region. ne mnrttlity
nle hu yet lo dccline. and durin& th~ pa..c;t 1\01-0 years, s)'ml'tomatic c1ms ha\'e been detectcd in adjaC(:nt communities ~"'ng the
Ilptx=:l.rance Iha.t Ih~ problem conlinues lo spread. Elm )'e\lo....s (EV), CIIuscd by a leanlOpper-lflnsmitted EY phytoplasma
(belon¡t:S to t6SrV-A) W1lS SU!ilp«ted. How~\'er. EY i~ hic;(C'oricall)' al~nt írom the northem Ihird of Illinois. prcsumllbly bccausc
""inlN It'Tnpcrll!l.ll"C'Ilimit th~ reported ...t'dor, Scophoidrs lut("o/lIs Van O. and one or mor~ syrnploms considered diaV'ostie o
El'. i.~. premature )·ello....ing and epinasly of \caves thrnll~hout the eanopy, bulterseolch discoloration of inner bark and the ac­
complln)ing odor of ....intervcen oil. were ebscnt or erntie in some trccs. Our ohje<:tivts were to determine ií lhe causal agent
oí the diseasc ""115 EY ph)10plasma, and to assay locallean~?rrer ",po",p",ul","",io","::.'1",0:..:'i:;;:'s"p",=o:,,,,",,,,,,::.. -'
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wains.

165 rRNA gcnc scqucnce wu p'obably lhc mosl "';dtly u.sed fa'" dc.*K:ing pn)·lotcnttic reta·

lionshipt and mol«ular ellMirlcalion o( mieroorpnisrT'lJ nr ;nlttC':5l. This Ipproach has been

vtty uloCful for elassmea.lion of microorpniuRI .t gentlJ kvtl Of h,ghcr taxonomie rank.s.

8«:aUSoC o(io hi¡hly eonservtd Nlure. ho....!:VO". 16S rRNA gene sequmc:e tJ not rcadily l1K'­

fui for dilTercnci.llion.t tpecic! l!:Ve\. In !he plSt docade. pn)'1Oplasrras "'ve been c!a.uifiod

primuily be~ (In 165 rRNA Itne JcqtJCt"l("e. More INn twcnty major phyIopluma groops

and more (han 40 wbgroups havc been i<kntificd.. Thc: dilTcrcnceJ in !he lbS rONA toe'qUenee

homology bc( ....een IWO ¡roups l~ 1.5% or IVCII1tt. Thcre is I contcnJus INt eKh JI'"~

Jhoukl represml: '1 kasl onc 'cpInle spccic!.

AccordinllO thc: n;'Viscd s.ehnne. thc: elm yello..... phytopla.trna groop (-I6SrV groop} s

.ubdiv~ ¡nlo Iive wbgroops baJcd on RfLP lnal)'li. o( 165 rONA ~Cl"lCCI. Thc riI ..

tioo'd of 165 rONA .equences bc(ween 1....0 Jubgroups ruge from 1.010 1.8%. Thc ret.livcly t:
.mall varillionJ rnakc il unccr1am 10 jU'lify ...·hethcr the EY phytopt.JrN ,group dloold Teprc-

J.Cnl more INn ene .pecio. But biologicallnd «ological difTcrencno ameng theo\e five tub- ~~
groups strongly Jugcst \NI !he EY ¡:roup tomislS of hig.hly hctcrogcneouJ phytopb..'rna

RESULTS
In !he plUmI: slUdy. we M"e INoIYtcd boch 165f RNA gene lne! I rp gme opcron scqucnca

.. v ••• •• • • ••• • (or ttrain difTermlial~in the EY pbytoplu~ groop. Bued on RFLP .nalysis of 16$ rONA

~JII~.~~ _=~ hom "P'~"""I"ph"op1u~,..1m. w,hm """,Ir... h., '6S,Vwbgrou...
RR..P "'~'M1: The Mul Ind A/III RFLP prolilCJ ol'the 1.2 Itb 165 rON" rnllgTTlCTll ....(fe conscrvro lmong ID 22 •• .... ... ..... COflrTTming thc prcvious rCf'OT'U bas.ed en RFlP or pulllivc rc:5lrlclion sile aNllysis of 165

,-o;., """""" o,'''' Ey,h_b,~",,",.~",1,., lo lhl, ",00' (Ltt" .1199') IFIt 1, T.bl, 1). E0Jml;;,'lhl;iliMmhi'"HI"";,;,;,hllll ·il';11').Ji):."01.~h~_)M.)mJ_.JjJJ.1'Jll1J_'.JJJJI1111 rONA. RFLP .nalysis ofrp pe sequcnc:CJ (111 Ind 11) resolved 11 d¡~tincl subgroups in lhe

CoIlC'Cti"e profiln obuincd from digcsts ofproducu w,th IUDI. 1Ipall. Ind 8Jal difTatnÜlled tllC EY g:roop inlO ~~~ ~~~~_:::_~ EY ph)1opll5m1 ¡Joop. A greala stqucnce .... riation (ranging (fcm 1.1 lO 6.9%) in rp gtenC ~.
five distinc1 ~bgtoups. CoIkctive: p'ofiles obtsincd rrom digats 01' rp gcne !Ctluel'lCCS wi¡h these f'CSlJiclion Cf)o ... ... .... ... ..... opcron .....s obscrvcd bc:t ....een 1""0 rp subgroups. Thc phylollcnc:tic troe deduced by lnalysis \

zymesdirrCl"cntialedlheEYgroupinto 12 distinetrpwbgroops(F12.1. T.ble 11··1!11Ihlljl!~;Y\ljl~ll,j'Jl"!.!)lJ;1;J¡hhll.~~~n o,''' "'" _=" ~ol.'" 12 dl"ó"" ló~.~ '~ó""" ";lh '" ,._ d<"n<d by l'
I"ullllv, rt'Ilrk1lo. IDIpt: Ratriction ~ps ol I 1.1 Itb lC'qucnc:c 01' rp opcron (cootailU JJ .nd I}} Ilmes ) ~:.~~ ... ... ... ... ..... RfLP pellcrm. EigN rp Jub¡:rou~ Kknlificd in lhc prcsmt JlOOy wcre eonsislcnl .... ilh!hose

c10nN (rom the 12 rp wbgroups dc:linoted by RFLP analysis ....C"f sho"'n in FIC· J. Eighteen rc:5trlction sila ,.... • • •• • •• KJcnlified by M.nini el al. (in prcs.J).

w~roond..n.bk.moo._'-'or'h<Ey,h_1u~",,"p. 'I~V~V~;}Y~VW~ ~~V~ ,.""""" lO """'00'" d<"n<d by 16S 'ONA m'~, wb"""", dlrr~""I"",...", '"

rh)'locut1k rtlltlollllllpt: Onc of!he mnal fIlInimontow In:'d ....1$ &ducod by .ruolysiJ of ncar (\Il1lcngth ol ----~ • - ---..-:-- ... ..... ... .... ... ... ..... rp ¡me KqUcnccs .ppearcd to ~ COT'tJistcnt ith lhcir SflC'CirlC ceolollieal niches (spccirlC

16$ rONA JcqUcnces o( 26 repres.entllive ph)'toplumaJ 01' di!tinct ph),oplasma grou¡JJ or Jubgroups. 10 EY hoJA plants. vector, Of gcographk.al rqions). Cn)&s.infClClion Oflwo Of more: plant spec:ia by ¡

VOUP phytoplasrras and Adtol~pl4J_ IDidlawii (u an OOIIlfOOP) (fltl· ~A). Thc EY Ili'"OUp ph)10fllasrnaJ rt:pl'c- iu_j.~\_t~.~_:.J~~__.:.~~I mc:mbers of. g,ven rp tubgroup secms rare. Phylogrndic anal)'lit~ on boIh 16$ rRNA

scntcd a <!istind suin clo.la (ar subclade) in !he phyloplurnl clade. _ _ _ ~ and rp gene sequcnccs reveled INt mcmben 01' .ubgtoup 165rV.. A repecs.cntcd I ralhcr

Orlly one phylOlcndic tree wu dedueed by anal)"lis orpartial rp gene opcron (covtting JJ.nd f]}) JO:lUencCl. homocenous stTlin dUlltt.....hereu. mcmben of tubvoup l65rV..c Wtl'"C highly divCfK..

Phyloacnctic rdatiOMhipt csublist\cd .monl membcn ofthe EYgroup ""'ere: gmcnlly inlVecmcnt ..... ith lho.e Mc:mbm o( Subzroop 16$rV.9 INI wu ~bdividc:d inlo Owoc rp suhgroups rtpraentcd I ::

doduecd bued on 165 rRNA rene .cqumce (na· 48). Mtylogcny bl~ on rp gcne r"C'vclcd morc rhylogcnc:tic W'lw, ckater mosl distanlly relatcd lo !he Ol:hcr membCJ's o( lhc EY pnyt.Oplull1ll ¡roup. Thc

divCfJ((l(c in lhe EY p/'Iylop!ulT1ll group. Twc:lve dislinct phy101lC"'ld>C: lineaKCJ ....erc resolved. ...il>C:h ....crccon- EY groop ~y rqJTcs.ent more lhanonc: specics. ~

.istcnt with desi¡nalcd rp wb¡roofn bucd on RFLP IJ'III)"Iis (TIbie 1) ~L ........ ~.JMr.~~..t::;;",~~ftliO¡i!*ti&tS ..I6J..a\.~S'",;~.........~

MATERIALS AND METIIODS ;

rh~'lopl"'ln' " ...hu.. Twenly-l ....O Tq'fC$(Tl\.IIlivc IT'IC"mbers oflhc EY ph)1oplasm3 group WttC u~ for this

wor\(T.blcl).

Rn.P' .natyll... Nalro f'CR products of 165 rDNA(lmplicons using pt"imc:r plIir J'11P7 (ollowf:d by prima pair

RI6f1n1RI6R1I.nd ribmornal proIcin (T¡l) gene opcr-ons ('"1llkOflS lUing primer poli.. rp(V)FllrpRI follow<'d

by primer pair rp(V)FI,vI'flRIAI .... tt( di¡Clcd ....ith I numbcr1 ofreolrlclion cn~mc:J. Pul.llivc re,o;triclion sile

rTlI!lps 01'~livc ph}1oplurnl unirla ....ttC ¡e-nenlcd by u.sing thc ONASTAR progJ.m MapDnw option

(DNASTAR., Madison, WI. USA).

P'lIykltc~k ...!yIls.. PCR Jl"XIucts ."V1ified by PIAlP7A (1.8 kb. ronl.ining 165 rONA) 1n.J by rp(VlFIAJ

rpRIA(.bout 1.1 kb) ....ere pu,.;rlCd. c10ncd and K'quenccd.. P1r1,.1 s,cquCOCCli 01' 165 rDNA(U Ir.b) and rp gene

<lpCfon (1.1 kb) fmm U membco of E Y rhytopl rTllI ¡rotlp Ind repfaent.llti"t Ilh)1oplurTllI slrains Iv.il.ble in

(ot:nlJank ""ere .ligncd lnd dlditlic It'IIlysn ac pcr-fa'"med w;th PAur (phylogmdic lnalysi! u"ng parsi-

monyl. YC'n~ 4.0 ",,"tlm by D.L. 5wofTord (Uni"t'I"'Sily of Illinois). nn • r"",,·ty Mac G4. Uninr~live chane..

ICfS ....ac eccludcd fTom lnalyscs. Ar/u'¡qJlos,"o lo;d1~/ ."..11 tdcc;lnJ J.lI lhe out·grOtlJl to rooI lhc IrC'(.

The rim rel1o"",, (EY) ph)"loplulNI lVOUP (16SrV) repreK'ftts (h( third mo5t divcnc ph)1oplulT\ll c1uSlu, ne:x.llo

__~ter ~lIows .I'd X-diseuc ph)'lopluma F"OOI". The elm y<:lIo,,"'I phytoplasm. ,I~ins uusc d«h~ o( Amen·

'r e.n dms in North Arnc:nc. 'M Euruia" elm sp«ics Ind hybrich in s("'enl E... ropean COUlltries. 0Ihd' EY gl'0UJ)

pb)1OPIu~ ,uoó.led ....¡th diSCllUS mdivCfK plant JC'IC"I in .,rious IcogTlphia¡1 n:8i~ are: n,vcscer«
dcric (fOI .nd grapevine ycno,"" phytoptu~(POY) gnpe-.oine in ElIforc. rubus stun( (RuS) phytoplun-.I in

\ ... ild and C'llhiV1lled b1addxny (RlIbl4 'PP1 in Europc:: cherry klhlt )"e1lo"",, ph)1oplulNI (CLV) in chcny in

Chirw; pach kttull yello"'"I ph)1oplaJmll (pE-A, PE-D) in pach in Imlll; ju;ube ....;tches··broom phytoplulTW

(JWB) in ZitipJtl4 'PP. in Chil\a uw;Ilndia; I~ yello"'"I pIIytopbsmas (ALV) in .\den in Gcrmany.nd haly;

sp.v1'um ...·ilchd.·-brtlom-EY ph)1oplJlSmI in SptJNiu," sr. in 11I1y; (Ucll)'rlus tillle '(:1l(ph)1opluma {ELl} in

E:Ul:'dI.'TJlw-t ilp. in ltllly; lrod hcmp dogbane d«:line phytoplunw (UDI) in Apl)CJ""M ca"na¡';,.u," in N~ Yor\::

Sute. Rro:;mcly.' noc--' rnembc:r Oflhc dm ycllOVo"llt"JUp. Vir¡ini.C~ ph)1<lpt'~1l1lI (VC). WlJ rcport<'d to;n­

1'«:1 Vi'"Jini. C'n:'q'('f (rllnMo.«j ......, q..¡"q..qolilll pbnt. in tOtllh.... n n,.itb. EY 1r"''U1' rh)1...,.laJn•• h.vt: bccn

ciluirwd ¡nto I'l.'c ,,,.....0tIJ"I "'Jo('<I QOl 16$0' UNA ~\lenc:rs. Thit .W....ch wu f, ••md lo be t",ulr"it:nl in dif­

1'~¡'"inl rNny rnembcrt of Ihis grooP. 01' wh>c:h sevcnl stnins hI,'c~ sho ..... n lO be dislincl bIlscd on bio­

~e-I « r-thc-lC'gic-.1 rrorenirs. Tht: .im of Ihis pr"CStrlt sludy ....S lO in,·t::SligalC rhylol~ic T-ct.lion..hipl

amcong mcTnht:n of lhe c:xrandcd EY rhf10pluTnI gro"p bucd on co..nbincd 'NlI~C5 of 165 rRNA and ribo­

aon-I Ilf'Olcil'l gene: ~eneet. and lO dcvclop.nd cvahdle. rl('W'""",fU for • fina slr-.;n tlifTcrCTlli.tion.
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SE'rlSll v l ~ o~ deieGl ú 1 of pure
cullure~ d Id e.,tr.lctLd ['NA Forpurc

cultures, an ovemight suspension of A.

avenae subsp. citntlli was adjusted to 0.1 at
600 nm and diluted to Ix10-8 One rnicroliter
aliquots of tbe 10~5 to IO-R dillltions were run

for 40 cycles in duplicate using an ABI 7700
and a Smart Cycler. For viable cell counts
in tissue samples, 100 ¡.t L of eacb dilution
were plated onto eacb offive plates ofYDC
agar and incubated at 36 oC for 2 days. DNA
was extracted from cells using standard
pbenollcbloroform metbods (1) and
quantitated using a SmartSpec'~ 3000

(BioRad, Oakland, CA) .

destructive watennelon fmit blotcb disease
callsed by the bacterium, Acidovorax avenae

subsp. citru/li. Watermelon fruit blotcb causes
severe losses in watermelon production
worldwide. Symptoms oftbe disease in
seedlings grown under greenhouse or field
conditions often consist oflarge black lesions
witbout any water-soaking. Tbis makes
presumptive diagnosis based solely upon
symptom etiology very difficult. Isolation of
bacteria and patbogenicity tests are general Iy
required for diagnosis but take 10-14 days.

IVa1!:'r.al<; él ,d .1e llOds
P :\< Vo,ol;ol The A. avenae sllbsp. citrll/li

specific PCR primers, AacF3 and AacR2 and
FAM-Iabeled probe AacP2 (8), were used in
real-time PCR witb tbe following cyeling
conditions witb the Smart Cycler': 95 oC for
30 s, followed by 40 cycles of95 oC for I s
and 60 oC for 20 s. Tbe assays were
performed in a total volume of 25 ¡.tL
containing tbe following reagents and
volumes (¡.tL): 10x PCR buffer (2.50), 25
mM MgCI2 (5.00), 1.25 mM dNTPs (4.00),
25 ¡.t M primer AacF3 (1.00), 25 ¡.t M primer
AacR2 (1.00), 10 ¡.tM probe AacP2 (1.00),
5U/¡.tL AmpliTaq" DNA polymerase (0.25),
5x additive reagent containing BSA at
l mg/mL, Trebalose at 750 nM, and Tween­
20 at 1% v/v (Cepheid, 5.00); sterile MBG
water (4.25), sample (1.00). The cycle
thresbold (Ct) values were determined and
samples witb a Ct value of 38 or less were
considered positive. Ct value is defined as
the PCR cyele number at whicb time tbe
signaJ (tluorescence) ofthe probe rises aboye
background. Tbe earlier the Ct value tbe
better tbe PCR performance.

On-si e one hour PCR diagnosis of bacteria! diseases

N. W. Schaad, P. Gaush, E. Poslnikova, and R. Frederick. USDA ARS Foreign Disease-Wced Scienee
Researeh Unil. Fe Delrick, MD 21702.

5

!ntrod lel iD"
Plant disease diagnosis has improved greatly
with the introduction of PCR (7). Classical
PCR assays are avaiJable for several plant
patbogens (3) and primers are available for
the identification and detection of most plant
patbogenic bacteria (9). Because elassicaJ
PCR techniques require time conslllning
Southem blot hybridization for confirmation,
field diagnosticians have SbOWD little interest
in using PCR for routine diagnosis. The
introdllction of real-time PCR, wbich is based
on hybridization to a fluorescent probe
sequence, bas led to the development of
protocols for detection of several plant
patbogens (2, 6, IO). Such techniques are
more sensitive then cIassical PCR and greatly
reduce the time needed for diagnosis since
tbere is no need for agarose gels and
Soutbems. J-1owever, real-time PCR gcnerally
requires expensive lab-based equipment. In
response to a disease quarantine issue
involving sbipment of perisbable goods or the
deliberate release of a patbogen, time
becomes an issue of critical importance. To
demonstrate tbe feasibility of rapid on-site
diagnosis of a plant disease in one bour or
less, we developed a real-time PCR protocoJ
using the portable Smart Cycler TD
[Cepbeid, SunnyvaJe, CA (3)] for tbe

Classical diagnosis of a bacterial disease
normaJly requires 3-4 days to isolate and
clone the suspect pathogen and another 5-7
days to confirm tbe organism's identity by
pathogenicity tests. More rapid serological
tests are available, but they often lack the
sensitivity or result in false positives.
Classical PCR tests are very sensitive but
usually require 2-3 days. We describe a real­
time TaqMan'~-based PCR protocol adapted to
a field-portable Smart Cycler~ (Cepheid,
Sunnyvale, CA) for rapid same-day diagnosis
ofwatermelon fruit blotch (WFB), caused by
Acidovorax avenae subsp. citru/li. Major
advantages oftbe Smart Cycler' inelude
portability and rapid cyeling times. In direct
comparisons with Applied Biosystems Prism'"
7700 Sequence Detection System, we fOlmd
no differences in specificity and little in
sensitivity. Both systems were able to detect
100 fg DNA. Using a Smart CycIer", WFB
can be diagnosed by direct PCR in less tban 1
h after sampling using 1 ¡.t L of washings of
diseased tissue soaked for 20 min in water in
a microfuge tube.

• •• •



Prep, rallon n ant sar1ples
Watermelon seedlings at tbe 1st true leaf-stage
were injected with a suspension containing
1 x 10(, cfulmL of A. avenae subsp. ci/rulli
into tbe cotyledon and stem. After 7-10 days
incubation in a ligbted dew cbamber, plants
witb brown-black lesions on the cotyledon
(Fig. lA) or brown linear lesions on the stem
(Fig. 1B) were collected. Discs of tissue were
removed from tbe edges oftbe cotyledon
lesions and 2-5 mm tissue sections were cut
from tbe upper and lower margins of tbe stem
lesions (see arrow) witb a scalpel. The tissue
was soaked in 50-100 11 L sterile water in a
microfuge tube for 20 min at room
temperature, and 1 11 L was imrnediately used
for PCR witbout DNA extraction.

e')u +5

Sp.ns ! vI,. The sensitivity ofthe Cepbeid
Smart Cycler" was comparable to tbe ABI
7700'; botb instruments were ablc to detect at
Icast 100 fg and as fcw as 10,000 cells of A.

I---==-.-==

fu¡ 1R: 1p<;lorh on ' ¡I< S'j,",

avenae subsp. ci/mlli per mL (10 cells/llL) of
tissue sample extract. Tissue samples
containing a mean of I.l x 104 cfulmL
resulted in Ct valucs of 32.4 and 34.5 for the
Smart Cycler' and 7700~, respectively. Viable
cell COlmts of A. avenae sllbsp. ci/rul/i in
stem soakates ranged from IQ4 to 106cfu/mL.

S mp 1'1(' r-d l' ., 110" PCR tests were
completed in less than l b after recei ving
intected samples. AH stem and leaf samples
tested were positive wbercas al] samples from
non-inocuJated control plants were negative.
Typical Ct vallles ranged from 24.16 to 26.25
(Fig 2).

.-
t·

DISCUSSlOn

By using tbe fast cycling Smart Cycler~ and
sampling witbout extracting DNA, we were
able to detect WFB in seedlings in less than
one hOUT after obtaining samples. Sucb rapid
diagnosis is critical to tbe successful
development of a pest management control
program aimed at carly detection to prevent
spread oftbe patbogen. The extremely fast
cycling ofthe Smart Cycler is due in part to
tbe unique design oftbe PCR reaction tube
and optical mechanism. No evidence of PCR
inhibition was observed as a result of OUT
sampling protocol. Unlike tbe protocol
developed for rapid detection of Neisseria
gonorrhoeae (5), our protocol for detection
of tbe watermelon fruit blotcb organism does
not require extraction of DNA and is
tberefore much faster.
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Whitetly Management SJULde

CALIFORNIA
The folloiLuing are management
strategies recommended by the

University of California for
controlling whiteflies in California:

• Prampdy harvest all hosr crops and desrray residue im­
mediately thereafter. Prevent regrowrh after disking;

• Control weeds in non-crop areas, including head-raws

anel fallow fields;

• Monitor adjacent crops and weeds for increasing white­

tly populations;

• Growers should take '\U' area-wide appraach to conuol­
ling sdver1eaf whitef1y. Grower should organize with rheir
neighbors so they can have a combined management

approach;

• Get rid of alternarive hosts and volunteers; and,

• Be aware of a control program in your area. Work wirh
your neighbors to create a cultural management programo

,FLORIDA
The following are management

strategies recommended
by the University of Florida

for controlling whiteflies In Florida:

• Plant whiretly-free rransplants;

• Delay planting new crops as long as possible;

• Do nO[ plant new crops near or adjacent to infesrec!weeds
or craps (includino ramato, cucurbirs, cabbage and potato),
abandoned fields awairing desuuction or areas wirh volunteer

plants;

• Use UV-retlecrive (aluminum) plastic sod mulch;

• Control weeds on field edges if scouting indicates white­
tlies are presenr and natural enemies are absent;

• Manage weed; wirhin craps to minimize interference wirh

spraying;

• Destroy old erops immediately after harvest and continue
desrruetion of \'olunteer planrs thraugh rhe fallow period:

and,

• Avoid u-picl or pin-hooking operarions unless effecri\'e

conuol measures are eontinued.
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Whitefly Management guide

BENEFITS OF ADMIRE 11\

TASLE 1: ADMIRE VS. FOLIAR APPLlCATIONS SUMMARY OF CHANGES (% per acre)

Crop Yield (Y) Timing (T) Cost (C) Y+T-C

Broccoli 2.11 5.63 -0.13 7.87
Cauliflower 1.92 6.78 0.08 8.62
Head Lettuce 3.88 3.62 0.07 7.43
Fresh Tomatoes 0.00 6.46 -0.65 7.11

Yield information is based on the amount of marketable yield impravement of crops rreated
with Admire compared to crops treated with rraditional foliar insect management programs.

B
ayer Corpl)rariun inrroduced

Admire" Inseericide ro rhe

vegerable inllusrry in 1993

in an efforr ro conrrol sil­
verleaf whiretly, which haJ

1I1\';llkd FI\)rida in rhe lare 19 Os an,l

Cilifmnia in rhe early 1990s. The whire­

tl)" ,k";I,rared vegerable producrion in

FI<Hida and sourhern California. Forru­

narcly, rrearmenrs of Admire broughr

rhc pc,r under conrrol, re,roring cwp

pr<lLlucril1l1 schedules and providing

C:[lllvcrs wirh higher markerable yiekls

an,l berrer markering opporruniries.

To dl1Cumenr rhose resulrs, Bayer com­

missioned rhe Universiry of California­

Davis ro conducr a rwo-year research

srudy of rhe economic impacr of rhe

whireny on rhe California vegerable mar­

ker and derermine how Admire usage had

improved vegerable qualirl', markerabil­

irl' and l'ield since irs inrroducrion.

For rhe ,rudy, rhe researchers looked

primaril)" ar four vegerable crops: broc­

eoli, caulif1ower, head [erruce and fresh

roma roes. The follüwing is a sUmlnarl"

nf rhe resulrs of rhe UC-Da\'is researeh

srudy showing rhe effecr of rhe whiretly

on each I"egerable crop and rhe resulrs of
Admire usage.

BROCCOLl
Whireny infesrario11$ reduce broccoli

yields by decreasing rhe number of mar­

kerable crowns and crown si:e. The pesr

also delays planr maruriry, which causes

growers ro miss rargered harvesr dares.

The UC- Davis srudy derermined rhar
rrearmenrs wirh Admire significanrlv re­
duced ,lLiulr whireny densiries on broc­

coli rhroughour rhe season. In addirion.

as {l resulr of whireny conrrol, A.dmire
increased '11arkerable yields by 2.11 per,
cenr per acre (Table 1) ami increased

rhe \'alue of annual rerurns by 5.63 per­
cenr O\'er rhe rradirional foliar applica­
rion regime (Table 2).

CAULlFLOWER
The "'hireny decreases rhe si:e and

weighr qualificarions in caulinower if no

control is underraken. The pe -r also can

cause slow crop maruriry and dela)' har­

\'esr, which causes growers ro mi's o~'ri­

mum marker prices. By eonrrolling whire­

tly popularions, applicarions of Admire rl)

caulinower increased rhe number of mar­
kerable heads by 1.92 percenr (Table 1).
which resulred in a 6. ' percenr ehange in

rhe value of annual rerurns versus rradi­

rional insecr conrrols (Table 2).

TASLE 2: CHANGES IN ANNUAL REVENUES RECEIVED
DUE TO SHIFTS IN PLANTING DATES

Weighted Average Weighted Average Difference
Annual Prlce w/ Admire Annual Price w/out Change in Revenue

Crop ($/cwt) Admire ($/cwt) (%) Per Acre

Broccoli 26.18 24.70 5.63 +200.68
Cauliflower 30.45 28.38 6.78 +272.41
Head Lettuce 13.49 13.00 3.62 +119.56
Tomatoes (fresh) 29.13 27.24 6.46 +638.82

Praducers averaged $308 more per acre alter Admire was used on their braccoli. cauliflower.
head lettuce and fresh tomato craps. Increased dollars were based on 1997 average yield
statistics pravided by the California Agricultural Statistics Service. Sacramento, as seen in
Table 4.

HEAD LETTUCE
In borh leaf amI head lerruce, ,,·hire­

ny causes color changes and se\'ere

weighr reducrion, IVhieh can signifi­
canrly decrease markerable yields. In ad­

dirion, feeding by whireny n)"mph' alsl1

can increase rhe chance of chlorosis in
lerruce. However, wirh rhe help l1(

Admire, rhe head lerruce I'ield increased

by 3. percenr (Table 1) and rhe \'alue
of annual rerurns changed by 3.62 per­
cenr (Table 2).

y-(;+t (%)

7.87
8.62
8.48
7.11

Crop

Broccoli
Cauliflower
Head Lettuce
Tomaroes

Total Benefits

TASLE 3: GROSS ANNUAL BENEFITS OF USING ADMIRE

Gross Value of Fraction
Production Adopted
GVP (5) (FA)

$32,675,850 0.687
$18.251,775 0.557
$89.711,475 0.569
$46.587,663 0.338

Total ($)

1,766,344
876,049

4.325,917
1.118.528

8,086.838

FRESH TOMATOES
The whiret1y affecrs r<1m,1(0 Ljualirl'

more rhan yield because rhe tol11aro plam
is nor a primary hosr of rhe \\'hireth.
Howe\'er, even lo\\' infestarions Gll1 Clu,e

significanr damage because "'hen ¡he
romarl1es are gassed ro induce
ripening, rhe il11l11arure ['ruir beel11l1eS



VEGETABLE PRODUCTION

The chart indicates that since the silverleaf whitefly infestation of 1992, producers
have increased their vegetable yields and profits substantially over the five-year period
of 1992·1997. Growers experienced an average yield increase of 32 percent and an av­
erage income per acre increase of $2,759.08.

TABLE 4: CHANGE IN VEGETABLE PRODUCTlON 1992-1997

Imperial County

Increase

Crop 1992 1997 1992·1997

Ave. Ave. Ave. Ave. Ave. Ave. Ave. Ave.
Yield Price Income Yield Price Income Yield Income
Per Per Per Per Per Per Per Per
Acre Unit Acre Acre Unit Acre Acre Acre
(Tons) ($) ($) (Tons) ($) ($) (%) ($)

Broccoli 5.01 378 1893.78 6.78 694 4705.32 26 2811.54

Cauliflower 4.37 512 2237.44 6.58 628 4132.24 34 1894.80

Head
Lettuce 9.94 241 2395.54 12.2 306 3733.20 19 1337.66

Fresh
Tomatoes 8.89 311 2764.79 16.9 459 7757.10 47 4992.31

Source: California Agricultural Statistics Service, Sacramento

apparent, The whitetl)' also can rrammit

disease inro tl)maro crups (as we ha\'e

seen recendy with the Tomaw Yello\\'

Leaf Curl Virus in Florida), With the

rrearment of Admire, the amoul1t of dam­

aged culls decreased and the romaro si:e,

color and other marketable Ljualities in­

creased, which allowed a 6.46 percent
increase in the value of annual rerurns

over traditional insect controls (Table 2),

A SHIFT IN PLANTING
Imperial Counr)', Calif., the teKal

~'oint ,)f the srudy, is a semi-desen
region. Growers in the region have cap­

itali:ed on the climate, alluwing them

[Ll produce and sell crops ar times when

competing produce is less available.

These benef¡ts have made this region

one of high economic value and the
brgest center uf vegerable production

in the Southern California region.
Unfortunately, the silverleaf whitetly

alsl1 was drawn [O the hot c1imate and

chose the county for its breeding ground.
Growers were forced ro shift their plant­
ing times ro cooler pans of the year,
missing key market periods. Howe\'er,

the srudy found in cases of crops treated
with Admire that growers were able [O

partially shift their planting times back
ro the period when they could take ad­

\'anrage of seasonally higher marker
prices. This shift allowed their aver;lge
annual returns ro íncrease.

Admire usagc also resulted in IOIl'er
cultivati'H1 costs and reduced the need

for foliar applications, which decreased

overall production costs compared [O al­

ternative control programs. Because A.ci­

mire is taken up by the plant's roots, it
works systemically to reduce the need

for foliar sprays. This reduction al'lo\\'ed

growers ro continue with their existing
integrated pest management programs.

The increase of yields, timing and a
decrease in application costs pro\'ided
growers in the Imperial Count\· \\'ith

combined gross annual benefits llf
$8,086,838 in these four crops (Table 3).

WHAT ADMIRE MEANS
FOR YOUR VEGETABLES
The inrroduction of Admire in [993

inro the vegetable market soh-ed the

immediate problem of whitenl' infesta­
tion and provided a wealth of future

benefi ts ro growers and consumers.

Growers once again were able to pro­
duce a high-yield crop amI enjo\' an

increase in profir. Although this stud\'
was based on California crops, the e\'i­

dence also can be applied [O other U.S.
\'egetable-growing regions and pest­

management programs. Admire pro\'ides
powerful control of pests while main­
taining beneficial levels. This eeason­

long control also offers low worker ex­
posures and low-mammalian toxicit\·

rates, which results in high estlmated
margins of safetl" The low application

rates also result in reduced insecticide

load on the environment. •

\VllItd1y lvlanagement ~;""I" . Sllmll1er 1999 :\5
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WHITEFLY MANAGEMENT GUIDE:

TOMATO YELLOW
LEAF CURL VIRUS

By David Schuscer and ]ane Polscan

T
omato yellow leai curl virus
(TYLCV) is a whiref1y­

rransmined geminivirus

which is narive to rhe easr­

een Medirerranean. Ir found

irs way to rhe easreen Caribbean in rhe

early 1990s and was identified in Florida

for rhe firsr rime in July 1997. TYLCV has
been found in alt tomato praducrion re­

gions oi Florida bur is of grearesr conceen
in sourheen Florida. The virus is difficulr

to contain, and managemenr of whiref1y
popularions ar borh rhe beginning and
end of a season is crirical to maintaining
1011' incidences 01' infecred plants. TYLCV
can infecr orher species 01' crop planrs

and weeds, bur ar rhis time, ir is of con­

ceen in tomara praducrion.

Fresh market tomato cultivars infected with TYLCV. Note the
upward curling and yellow mottling of leaves.

RECOGNlTION OF TYLCV
Til'o to rhree weeks after inocutation,

morrling and leai distortion can be seen
on rhe newest leaves. At this stage,
TYLCV symprams resemble rhose of
tomara monle virus. However, each leaf

produced after rhar will show increas­

ingly severe symptoms which maYo
indude markedly reouced size, upward
cupping, mocrling and chlorotic margins.
There is some variation among differenr
cul tivars. TYLCV -infected planrs will
be mueh shorter rhan non-infected
planrs. lnfections, which begin when

planrs are young, will how the mosr se­
vere symptoms. TYLCV causes flowers ro
drap prematurely, resulting in iewer iruiL
Fruit presenr on rhe planr at the time
oi iniection are not noriceably affected,
but rhe number oi fruit praduced aiter

infection can be reduced by as much as
90 percenr. lnfections early in rhe sea­
son have a grearer impacr on vields than

later infections.

TRANSMISSION
OF TYLCV

TYLCV is transmirted by the whitef1y,

Bemisia tabaci (aka B. argemifolii, the sil­
verleaf whitefly), and is not transmined
rhrough seed oc mechanical rransmission.
TYLCV can be acquired by immarure
whitetlies, bur only aJulrs can transmir
rhe virus. The minimum rime required

ioc the adult whiretly ro acquire rhe virus
is 15 ra 30 minures, and longer feeding
periods result in higher rransmission
rares. Similar rime periods are requireJ ro
transmit rhe virus. The adulrs cm tran;­
mir rhe virus ior mosr l)i rheir liie, \\·hich

can be as long as several weeks. The lite
cyde from egg ro adulr is abour ril'o ro
iour weeks long, depending on rempera­
rures. Adulrs can live days or weeks
longer under mild winrer conditions rhan

rhey can in the summer.
The movement 01' TYLCV into a

iield from a source ourside the iieid is
known as primary spread. while 111L)\'e­
menr 01' virus from planr ro plam \\'irhin
a field is known as secondary spread. In­
rerierence wirh rhese ril'o rypes oi spre;ld

oiten requires different srraregies.

MANAGEMENT OF PRIMARY
SPREAD OF TYLCV

1) REMOVE SOURCES OF WHITE­
FLlES AND TYLCV i\t this rime.
infecred tomato planrs are rhe prim;U\'
sclllrce 01' infection. Thereiore, ne\\' eroI"

A6 \X1h,rcfly M"n"~~l11ent (;",,1< . Sumiller 1999



should nor be planted near or adjacent

to previously infesred crops, abandoned

fields awaiting destruction or areas with

volunteer plants. Crops should be de­

stroyed as soon as harvest is completed

and desuuction continued through rhe

fallow periodo Spraying old fields with

a desiccant herbicide combined with

sufficient oil to rapidly kili plants and

whiteflies, followed as soon as possi­

ble wirh burning of the plants, will
prevent whireflies from migraring from

old planes ro new fields, weeds and

nearby backyards. U-pick operarions
should be avoided unless effecrive con­

uol measures are mainrained. Spring

crops should be desrroyed as early as
possible and fal! crops planted as lare

as possible to creare a tomato-free su m­
mer periodo

2) USE VIRUS-FREE TRANS­
PLANTS. Where feasible, rransplant

producrion faciliries should be locared
away from field producrion areas and fa­
ciliries should be covered wirh fine mesh
screening ro exclude whirefly adulrs.
Admire should be applied in the green­
house ar 0.5 fl oz per 5,000 planes ar leasr
7 days before shipping.

J) REFLECTlVE MULCHE . The
use of aluminum (UV-reflecrive) poly­
erhylene film as a soil mulch wil! dis­
oriene whirefly adulrs, reducing rhe num­
ber alighring on planrs and rhereby
reduce rhe number of infecred plants.
This plasric is available from numerous

sources, bur may require a special order.

4) jI SECTICIOAL CONTROL.

Admire shuuld be applied in the serring

warer ar uamplanring. Combinarions of
pyrerhroids wirh urganophosphares, car­
bamares and Thiodan; Agri-Mek com­

bined wirh oil; and soap combined wirh
pyrerhroids, Lorsban or Thiodan may be

applied if rhe number of immigraring
whirefly adults is high. Do nor use
Provado if plants have been rreared wirh
Admire.

5) REPELLENTS. Growers may want
to consiéler rhe use of low rares uf crop

oil (0.25 - 0.50 percent) rhar are repel­

lenr and may reduce whirefly feeding

and virus uansmission.

MAl AGEMENT Of
SECONDARY SPREAD

Of TYLCV
1) ROGUI G. Remove infecred

plants from rhe field ar rhe firsr sign of
TYLCV-like symproms. Afrer firs¡ rie,
infecred planes can be removed as sources
of virus by killing rhem (for example, a

mixture of diquar (2 qrs/lOO gals) plus 2
percent oil). Once rhe popular ion of in­
fecred plants reaches J percent, roguing
may no longer be cosr effecrive.

2) 1 SECTICIOAL CO TROL.
When the efficacy uf rhe Admire begins
ro decline, rhe same insecricides for
managing primary spread mal' be used.
In addiriun, rhe insecr growrh regulators
(IGRs), Knack and Applaud, mal' be ap-

plied when nl'mphal densiries exceed 5

per 10 leaflers (rerminal [eafler of the

7rh - 8rh leaf from rhe top of !O planes/2
acres). These producrs interfere wirh

normal development of immarure whire­

flies, including eggs, rherebl' resrricring
popularion growrh and reducinv sec­

ondarl' spread. 8ecause of the ef~cr uf
¡GR's on insecr growrh and develup­
ment, do nor expecr immediare morral­
irl' of immature whireflies. Spral's uf
Provado should nor be used afrer
Admire.

J) REPELLENTS. The use of crop oil
also can be used to interfere wirh sec­
ondarl' virus spread.

The goal is to keep TYLCV incidence
and whirefll' numbers low, wirhour re­

sorting ro rhe old calendar merhud of
imecr conuol, as rhis will only encour­
age rhe developmenr of orher problems
such as leafminers and tomato pin­
worms. This is a rime when an IPM
scour wil! be more beneficial rhan e\'er
in keeping uack of whirefly numbers

and oprimizing rhe etficacl' of l'uur con­
uol measures.•

David Schus ter, professor, eneamo!ogy
and jane Po!sean, associare professor.
virology and epidemiology, Universit: of
Florida's Gulf Coast Research and Edllca­
tion Center, 8radenean.
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10. Aspectos Administrativos

10.1. Organización previa a la actividad de formación

a. Conformación del grupo

__ muy dificultosa __ sin problemas _X_ algunas dificultades

(Indicar los motivos en caso de dificultades)
Inicialmente esta actividad contemplaba la participación de dos miembros del
Labo~atorio de Biotecnología Vegetal del INIA-CRI La Platina. Problemas personales
marginaron a uno de éstos, lo que se tradujo en alteraciones de los planes originales.

b. Apoyo de la Entidad Responsable

_X_bueno __ regular malo

(Justificar)
INIA se manifestó favorablemente a la participación de sus investigadores en esta
actividad, lo que se tradujo en apoyo económico para financiar aquellos items no
cubiertos por FIA.

c. Información recibida durante la actividad de formación

_X_ amplia y detallada __ aceptable

d. Trámites de viaje (visa, pasajes, otros)

deficiente

bueno _X_ regular malo

Los trámites de visa y recibo de pasajes se efectuaron sin contratiempo. El problema
surgió a la llegada al evento, ya que inicialmente se acordó compartir una habitación
con una estudiante de la Universidad de Texas A.M, razón por la cual se estimaron los
gastos de alojamiento en base habitación doble. Desafortunadamente, esta persona
desistió de asistir a este congreso dos días antes del inicio del mismo, debido a
problemas personales. Ante la imposibilidad de contactar a alguien para compartir los
gastos, se utilizó la reservación del hotel de todas formas. Afortunadamente, se recibió
una invitación por parte del Opto de Fitopatología de la UF para utilizar una de las
habitaciones reservadas para las estudiantes de la Universidad de Florida, lugar donde
la asistente a esta actividad recientemente egresó, hecho que permitió mantener los
gastos de la actividad dentro del rango planificado.

e. Recomendaciones (señalar aquellas recomendaciones que puedan aportar a mejorar
los aspectos administrativos antes indicados)
Las recomendaciones son bastante obvias y simples. Organizar las actividades con
tiempo y ser realistas en los objetivos planteados (así como los lugares que se planifica
visitar). La participación de varias personas en la actividad facilita la organización de

\0
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activida~~s de difusión e informes que siguen a la ejecución de estas actividades, pero
puede dIfIcultar la organización previa.
Finalmente creo que el mayor stress de la actividad estuvo en la pérdida de la
posibilidad de compartir el hotel en base habitación doble, lo que aumentaría
considerablemente el costo de la actividad, hecho que ocurrió lamentablemente casi al
momento de la partida. Entonces, mi sugerencia es realizar los cálculos de gastos sólo
en función de los participantes locales, y no considerar situaciones como las de
compartir gastos con terceros, quienes no aseguran su llagada al evento.

10.2. Organización durante la actividad (indicar con cruces)

ítem Bueno ReQular Malo
Recepción en país o región de X
destino
Transporte aeropuerto/hotel y X
viceversa
Reserva en hoteles X

Cumplimiento del programa y X
horarios

En caso de existir un ítem Malo o Regular, señalar los problemas enfrentados durante el
desarrollo de la actividad de formación, la forma como fueron abordados y las sugerencias que
puedan aportar a mejorar los aspectos organizacionales de las actividades de formación a
futuro.

A pesar del alto costo de inscripción que tuvo este Congreso la organización no contempló
traslados desde el Aeropuerto al Centro de Convenciones u hoteles, lo que es usualmente
cubierto en las reuniones regionales de esta Sociedad (por ejemplo, el año 2001 ante la
participación en la Sociedad Fitopatológica del Caribe, todos los gastos de traslado estuvieron
incluidos en la inscripción). Esto encareció el costo total de la actividad, ya que se debió
recurrir al traslado en taxis desde y hacia el aeropuertos. Afortunadamente, la proximidad del
hotel al Centro de Convenciones nos evitó requerir traslados diarios.
En cuanto al hotel, ya se detallaron las dificultades que se tuvieron en el punto 10.1.d.

11. Conclusiones Finales.
Esta actividad de formación permitió a la investigadora participante actualizarse de las

tendencias de la investigación en el área de la fitopatología y biotecnología. También se pudo
conocer y reencontrarse con investigadores de gran prestigio, algunos de los cuales
posiblemente mantendrán ciertos niveles de cooperación con el grupo de Biotecnología del
INIA en el futuro cercano. Estos resultados nos dejan plenamente conformes y optimistas de
las posibilidades que se puedan desarrollar producto de esta actividad de formación, y
esperamos prontamente explorar estas posibilidades.

Además creemos que es extremadamente importante el conocer el estado del arte en la
investigación que cada grupo desarrolla. Ciertamente la lejanía de Chile se presenta como un
factor adverso al momento de asistir a un Congreso Internacional, ya que viajar a Europa o
Norteamérica usualmente representa un gasto difícil de abordar sólo con los dineros aportados
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por las instituciones o proyectos de investigación. Es por esto que se agradece la
colaboración, compromiso y entusiasmo que La Fundación para la Innovación Agraria presta a
este tipo de actividades, lo que sin duda está reflejándose en la calidad y cantidad de
proyectos de investigación y desarrollo que se ejecutan en el área silvoagropecuaria.

11. Conclusiones Individuales: anexar las conclusiones individuales de cada uno de los
participantes de la actividad de formación, incluyendo el nivel de satisfacción de los
objetivos personales (no más de 1 página y media por participante).

M. Rosales
Como única participante de esta actividad, quisiera expresar mi satisfacción por el
desarrollo de la actividad. Los objetivos planteados en términos de capacitación e
interacción se cumplieron a cabalidad, y posiblemente existan posibilidades claras de
desarrollar nuevos proyectos producto de los contactos establecidos. Además, creo
que la elección de este Congreso fue muy acertada, ya que la calidad de los trabajos
presentados fue sobresaliente y existió un gran número de investigadores asistentes.
Esto ilustra la diversidad de temas que fueron abordados, y de las grandes
posibilidades de interacción que allí se pudieron desarrollar.
También creo importante resaltar el interés mostrado por el público a las actividades de
difusión que se comprometieron en la propuesta, en especial estudiantes de pregrado,
colegas investigadores fitopatólogos y algunos profesionales que se desempeñan en
empresas privadas.

Existen pocas posibilidades de financiamiento a actividades de capacitación y
formación como las planteadas en le presente proyecto. Agradezco el apoyo del FIA
e INIA en esta actividad, y no dudo que los conocimientos adquiridos, y las
interacciones establecidas en el marco de este proyecto se verán reflejados en los
trabajos de investigación que emprenda en el futuro.
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Fecha: lunes, 21 de octubre de 2002_-.-

Nombre y Firma coordinador de la ejecución: ------"¡~-.....,,.....c;;;."7'---
")

AÑO 2002
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