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Inleiding

» Europees H2020 project

« Gestart op 1/6/2021 en loopt 4 jaar

» 25 partners, vooral uit Europa

» Wordt gecoérdineerd door de KULeuven (Hervée Vanderschuren)

» Algemene doelstelling:
Oplossingen voorzien op korte, middellange en lange termijn voor een
duurzame productie van groenten in Europa

* Meer specifiek: Oplossingen zoeken voor belangrijke virussen in tomaat
en komkommerachtigen, met de focus op ToBRFV en ToLCNDV
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ToBRFV

« Tomato Brown Ruguse Fruit Virus

* Werd voor het eerst waargenomen in Israel in 2014 - nu ook in Europa,
Amerika en Azié

» Tobamovirus:
= Tm-22 resistentie doorbroken
= Mechanisch overdraagbaar
= Zeer persistent

 Belangrijkste symptomen (rasafhankelijk)
= Onregelmatige bladvorm
= Mozaiekverkleuring
= Naaldvorming
= Stippen
= Bruine vlekken
= Wankleur
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ToLCNDV

Tomato Leaf Curl New Delhi Virus

Werd het eerst waargenomen in India - nu ook aanwezig in Zuid-Europa,
maar nog niet in Belgié

Begomovirus
= Overdraagbaar door Bemisia tabaci - moeilijk te bestrijden
= Naast tomaat ook besmetting van aubergine, paprika, aardappel,
courgette, komkommer en meloen mogelijk

Belangrijkste symptomen:

= Krullen van blad
= Vlekken op blad

= Wankleur van vruchten e ‘ vy-
= Gebobbelde vruchten - ’lég. S EW'S {
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Onderzoeksplan <° Multi-actor aanpak en delen van kennis, inbreng van stakeholders in

onderzoeksactiviteiten en netwerken met Europese netwerkclusters

Ecosysteem

Verbeterd begrip van
plant-virus-vector interacties

|
I
Grondig begrip, diagnose :@ Vroege diagnose &
& identificatie van : metadata-analyse
factoren die pandemieén |
kunnen veroorzaken
(hypervirulentie,

verandering van gastheer)

Aangepaste &
geintegreerde oplossingen
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|dentificatie & studie van
Factoren die bijdragen tot
. erspreiding van pandemieén
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WP1 — multi-actor aanpak en delen van kennis

* In WP1 is PCH de ‘national knowledge broker’ voor Belgié
= Events, workshops, bezoeken etc organiseren om informatie uit te wissel met de stakeholders (in twee

richtingen)
= Een nationaal netwerk van stakeholders opzetten

» Mogelijkheid om toe te treden tot het VIRTIGATION netwerk

VIRTIGATION

EMERGING PLANT VIRUS NETWORK
VIRTIGATION STAKEHOLDERS

Early Detection

VIRTIGATION ACTORS
Knowledge Exchange & Co-creation
. |

& < >
—

Agri- Research and Training &
Agro- In r < —>
ﬂ gro dustry sGuidelines and tools for the multiactor Education Centers
approach
*Multi- level VIRTIGATION network _D Policy makers and advisors

*Events celebration and Joint Activities
Researchers and m
D technical advisors
EIP Agri -Other e
D> funded EU projects ;

Q Extension services [Rdpmt
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WP5 — innovatieve IPM strategieén

In WP5 zijn we betrokken bij enkele taken:

T5.1: controle van witte vlieg
= Vragenlijst rond huidige bestrijdingsmethoden voor Bemisia = uitgevoerd, resultaten worden geanalyseerd
= Nieuwe strategieén voor biologische bestrijding van Bemisia uittesten

T5.3: optimalisatie van ontsmettingstechnieken na een uitbraak van ToBRFV
= Uittesten van een ontsmettingsprotocol
= Focus op grond, substraten en plantmateriaal
T5.5: Testen van een IPM aanpak voor bestrijden van virus en vector
= Eén serre-experiment om een IPM strategie uit te testen: een combinatie van verschillende oplossingen ontwikkeld in het project
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Eerste resultaten

« WP2: ontwikkeling van tools en technieken om het volledige virale genoom te
sequeneren

* WP4: identificatie van factoren die de verspreiding van virussen in de hand
werken
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1. Nieuw protocol voor sequeneren van virusgenoom

» Onderzoekers van de KULeuven (Victor Golyaev en Hervé Vanderschuren) hebben een nieuwe nauwkeurige
methode ontwikkeld om ToBRFV te sequeneren

Met dit protocol is het mogelijk om het volledige genoom van virussen te
identificeren en sterk gelijkende sequenties te onderscheiden.

Infected plant

Virus sequences
enrichment
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Nanopore sequencing
and analysis
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1. Genome detective (online tool)

STRAINS

ASSIGNMENT

Contigs with at least 50% NT similarity (assuming a 45% similarity for non-covered parts)

Assignment # Reads Depth of NT AA Genome Genome Coverage image
Coverage Identity Identity Coverage
Pepino mosaic virus 1821076 653270.4 79.1% 89.3% N/A 1 8450

Tomato brown rugose fruit virus 556218 201405.8 99.7% 99.6% N/A

De Genome Detective online tool (www.genomedetective.com)
kan gebruikt worden om de viruspopulatie in een staal te analyseren en
karakteriseren.
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1. Identificatie van ToBRFV stam uit bladmateriaal

ToBRFV-infected tomato plants _ _
Virus: Tomato brown rugose fruit

Virus
Host plant: Solanum lycopersicum
Genome size: 6.2-6.4 kb

Classification: (+) sSRNA

Solanum lycopersicum plant Isolate: field sample
samples from Belgium
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Tomato brown rugose fruit virus isolate 40002377_1A
GenBank: MW314133.1

GBVC 0l-rc
40002377 1
b3c62485-2a
5ab5202e-9
e8ceeb23-d
T77b6e8b5-b
0laez2f8l1-1
72418579~
43cdcdbc-e

GBVC 0l-rc
40002377 1
b3ce2485-a
5ab5202e-9
e8ceeb23-d
TTbee8b5-b
ODlae2f8l-1
72418579-1
43cdcdbc-e

GTTGLaaaa******

SCGGATGTGGTAGCTGTCTGTGTGTATGCCATTGTAGTTGTAAATAGTAATTGTgATGTTGTTGTTTGTTGTTTGTTGTTGTTGGTATAT

* 6440 * 6460 * 6480 * 6500 *
CGGATGTGGTAGCTGTCTGTGTGTATGCCATTGTAGTTGTAAATAGTAATTGTRATGTTGTTGTTTGTTGTTTGTTGTTGTTGGTATAT) 637
CGGATGTGGTAGCTGTCTGTGTGTATGCCATTGTAGTTGTAAATAGTAATTGTEBATGTTGTTGTTTGTTGTTTGTTGTTGTTGGTATAT 637
CGGATGTGGTAGCTGTCTGTGTGTATGCCATTGTAGTTGTAAATAGTAATTGTEBATGTTGTTGTTTGTTGTTTGTTGTTGTTGGTATAT 640
CGGATGTGGTAGCTGTCTGTGTGTATGCCATTGTAGTTGTAAATAGTAATTGTEBATGTTGTTGTTTGTTGTTTGTTGTTGTTGGTATAT) 642
CGGATGTGGTAGCTGTCTGTGTGTATGCCAT TGTAGTTGTAAATAGTAATTGTEBATGTTGTTGTTTGTTGTTTGTTGTTGTTGGTATAT 643
CGGATGTGGTAGCTGTCTGTGTGTATGCCATTGTAGTTGTAAATAGTAATTCGTEBATGTTGTTGTTTGTTGTTTGTTGTTGTTGGTATAT 640
CGGATGTGGTAGCTGTCTGTGTGTATGCCATTGTAGTTGTAAATAGTAATTGTEBATGTTGTTGTTTGTTGTTTGTTGTTGTTGGTATAT, 639
CGGATGTGGTAGCTGTCTGTGTGTATGCCAT TGTAGTTGTAAATAGTAATTGTEBATGTTGTTGTTTGTTGTTTGTTGTTGTTGGTATAT 643
C CCATTGTAGTTGTAAATAGTAATTGTEATGTTGTTGTTTGTTGTTTGTTGTTGTTGGTATAT 641

GATGTGGTAGCTGTCTGTGTGTATG

* ARAN * ARAN * ARAN * ~ANN *

Het volledige genoom van het TOBRFV virus werd geidentificeerd. Het isolaat was

al eerder gekend: 40002377 _1A (Nederland).
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Pepino mosaic virus strain PMV.21930919, complete genome
GenBank: MN182534.1
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LOCUS
DEFINITION

AUTHORS

JOURNAL

COMMENT

MN182534 64086 bp RNA linear VRL 18-SEP-2819
Pepino mosaic virus strain PMV.21930919, complete genome.

Skelton,A., Buxton-Kirk,A., Ward,R., Harju,V., Frew,L., Fowkes,A.,
Long,M., Negus,A., Forde,S., Adams,I.P., Pufal,H., McGreig,S.,
Weekes,R. and Fox,A.

First report of tomato brown rugose fruit virus in tomato in the
United Kingdom

Submitted (16-JUL-2019) Plant Protection, Fera Science Limited,
Sand Hutton, York, North Yorkshire Y0411LZ, UK

##Assembly-Data-STARTH##
Assembly Method i Trinity v. V2
Sequencing Techhology :: Illumina

In hetzelfde bladstaal werd ook het volledige genoom geidentificeerd van het
Pepino Mozaiek Virus. Hier gaat het om een isolaat uit het VK (PMV.21930919)
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1. Mogelijkheden

1. Analyse van ToBRFV geinfecteerde stalen uit verschillende

regio’s in Belgie kan leiden tot de identificatie van agressieve
en milde stammen van het virus.

2. Een milde ToBRFV stam kan gebruikt worden voor vaccinatie
tegen meer sterke stammen.

3. De virusdiversiteit in verschillende regio’s van Belgie kan
gemonitord worden m.b.v. een online tool (Genome Detective).




2. Onkruiden als potentiéle
waardplant ToBRFV
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1. Onkruiden als potentiéle waardplant
ToBRFV en PepMV

Solanum elaeagnifolium

« Afkomstig van westelijke vlaktes USA en Mexico > komt ondertussen voor op elk
continent (zeldzaam in Belgié)
 S. elaeagnifolium geinoculeerd met ToBRFV en PepMV (‘mixed’) of alleen ToBRFV
= Enkel positief voor TOBRFV
= Lage concentratie in vgl met tomaat
= Geen symptomen te zien
= Kan virus toch doorgeven
* Interessant voor ontwikkeling virusresistente tomaat
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ToBRFV gene expression
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Healthy- S. Mixed- S. ToBRFV- 5. ToBRFV- 5. Healthy S.
elaeagnifolinm elaeagnifolium elaeagnifolium Ivcopersiucum Ivcopersiucum




2. Onkruiden als potentiéle waardplant
ToBRFV en PepMV

Solanum rostratum — stekelnachtschade

« Afkomstig uit Mexico - komt ook voor in Belgié

 S. rostratum geinoculeerd met TOBRFV en PepMV (‘mixed’) of alleen ToBRFV
= Hoge concentraties TOBRFV en/of PepMV
= Gaf wel sterke symptomen
= Kan virus doorgeven

Matzréfi et al, 202

Stekelnachtschade (S. rostratum) (bron:
Plants and Animals of Northeast Colorado)
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Conclusies

» Veel lopend onderzoek binnen VIRTIGATION: ToBRFV en ToLCNDV
* Enkele eerste resultaten:
= Nieuwe, snelle methode om ToBRFV te sequeneren
= Onkruiden kunnen waardplanten zijn voor TOBRFV zonder duidelijke
symptomen

» Uiteindelijke doel = geintegreerde IPM aanpak voor virussen in tomaat en
komkommerachtigen




Meer info en vragen

* VIRTIGATION website: https://www.virtigation.eu/

* NKB: benedikte.vanheghe@proefcentrum.be of marlies.huysmans@proefcentrum.be

» Coodrdinator: herve.vanderschuren@kuleuven.be

* Andere partners:
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