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Que se va a presentar:

» Situacion del HLB en la Region.

» Situacion del HLB en Uruguay.
v’ Prospeccion
v’ Vigilancia del vector
v’ Diagndstico

» Desafio



% Deteccion y diseminacion del HLB a nivel
MGALP

Servicios Agricolas m u n d ia |

" Fue detectado por primera vez en Asia (China), a finales del siglo XIX.
= Posteriormente se reportd en el sur de Africa a principios del siglo XX.

" En el ano 2004 se confirma la presencia de |la enfermedad en el continente
Americano:

" 2005, se detecta en Estados Unidos en el estado de Florida, y segun la EPPO
actualmente estaria en 6 estados.

= 2007 se reporta en Cuba y comienza a reportarse en varios paises de América Latina y
el Caribe

https://gd.eppo.int/taxon/LIBEAS/distribution



m% Deteccidn y diseminacién del HLB en

Servicios Agricolas A m é rl Ca d e | S u r

* Los primeros focos se constatan en Brasil (2004), en el
estado de San Pablo, extendiéndose luego a otros
estados (Parana y Minas Gerais).

P

e Paraguay (2013) Departamentos de Amambay, Alto
Parana, Canindeyu, Cordillera, Itapua.

* Argentina (2012) Ausente (Erradicada)



MGAP Estatus del HLB y su vector en los paises de

Servicios Agrlcolas

Escenario |
(sin reporte de HLB ni su vector)
Chile
Peru
Santa Lucia
San Vicente y las Granadinas
Suriname

Ameérica Latina y el Caribe

Escenario Il

(con reporte de su vector)
Uruguay
Bolivia
Colombia
Panama
Ecuador
El Salvador
Trinidad y Tobago
Grenada

 Escemarioll

(con reporte de HLB y su vector)
Argentina
Belize
Costa Rica
Cuba
Brasil
Dominica
Guatemala
Haiti
Honduras
Jamaica
México
Paraguay
Republica Dominicana
Bahamas
San Cristébal y Nieves

Barbados

(Reportes oficiales; Encuesta FAO, 2015)



SITUACION EN URUGUAY

Plaga cuarentenaria ausente con
presencia del vector Diaphorina citri
desde el ano 1991 en la zona Norte

del pais



PREVENCION

o o Fjes de trabajo AA |
l k “ :»/,,‘ MINISTERIO DE GANADERIA
. ‘ i A FACULTAD DE A e R
L INIA-INASE-FAGRO-MGAP AGRONOMIA

» Capacitacion y difusion.

» Monitoreo del vector.

» Prospeccion.

» Diagnastico.

»Programa Nacional de Certificacidon de Plantas Citricas.
»Investigacion y Desarrollo.



MIGATP

Servicios Agrlcolas

%
Q
-

O
O
O

<

Estrategia del MGAP

Plan de Accion: Programa Nacional de Vigilancia y Plan de
contingencia

Programa de Vigilancia para el Psilido Asiatico de los Citricos
(PAC)

Programa Nacional de Saneamiento y Certificacion de Materiales de
Propagacion de Citricos

Fortalecimiento de las acciones fitosanitarias a nivel de Frontera




MOAP Monitoreo Nacional de

Servicios Agricolas Diap horin a Ci tri

»Marzo 2014 — Marzo 2015.

Tl gl David Hall. USDA-ARS

»Sector-INIA-FAGRO-MGAP.

» Metodologia: protocolo por golpeteo de ramas.

» Capacitacion: a cargo de INIA SG.
» Monitoreos: empresas citricolas y MGAP.

»Procesamiento y andlisis de la informacién: DGSA-INIA.



S

MGAIP Descripcion
» 34 lugares de produccion (LdeP): e o

= 10 zona Sur
= 24 zona Norte

Representan un area de 6100 ha efectivas: 36% de la superficie citricola comercial

» 134 cuadros: 26 zona Sur y 108 zona Norte.
» 26 variedad citricas.

»En cada cuadro se definieron estaciones de monitoreo de 10 plantas
(5 0 10 por cuadro segun tamano del mismo): 793 en total, donde se
realizo el conteo de adultos de D. citri.

» N2 de evaluaciones previstas: 12 por cada lugar: no se cumplio por lo
cual para el resultado se tiene en cuenta el N2 de observaciones por
cuadro individual.



ME’) A n a, /iS I.S de da tOS y Distribucién de lugares de produccion

indicando presencia o ausencia del
Servicios Agricolas vector en la citricultura del Uruguay
Periodo marzo 2014 a marzo 2015
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MIGA\TP Numero promedio de adultos de Diaphorina citri, segun

Servicios Agricol.
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MIGATP Numero promedio de adultos de Diaphorina citri por cuadro

Servicios Agricolas evaluado, segun especie
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MIGAP Conclusiones

 La presencia de adultos de Diaphorina citri solo se constato en los predios
citricolas de la zona norte del pais.

* La mayor cantidad de adultos capturados fue encontrada en los tangores y
dentro de ellos en el cultivar Ortanique y en segundo lugar, las naranjas y
dentro de ellas el cultivar Navel.

* La mayor frecuencia de adultos capturados promedio por cuadro (suma de
las 5 estaciones en el cuadro) es menor a 25 ejemplares.

* Se evidencia una variabilidad importante de la captura de D. citri entre
lugares de produccion cercanos entre si.
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MIGANP

Servicios Agrlcolas

Prospeccidn

Estrategia:

Criterios

* Plantaciones
fronterizas.

e Cuadros o LdeP en los cuales la presencia del PAC
sea superior a 10 adultos.

* Plantaciones menores a 10 anos y/o con cambios
de copa.

Area de trabajo:

Ubicada en el area de mayor produccion citricola del
pais, comprendida al oeste de los departamentos de
Salto y Paysandu y la inclusion del departamento de
Artigas, no por numero de plantas de citricos, sino
por su estratégica ubicacion fronteriza con Argentina
y Brasil.
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MGCAP Resultados

inspeccionados 74
con presencia del vector 35
con sintomas sospechosos de HLB 7

con muestras enviadas 6
inspeccionadas totales 1.677.075
> 10 anos 515,953
< 10 afios 1.161.122
totales 1528
con sintomas sospechosos de HLB 39
totales 47

de material vegetal con sintomas similares a HLB 43
descarte primario 6

de brotes con D. citri 4
enviadas al laboratorio 37
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MIG/ANP

Servicios Agrlcolas

Especie citrica

Muestras

Resultado

Mandarinas

1

Negativo

Naranjas

30

Negativo

Satsumas

Negativo

Tangores

Negativo

Total

37

Extraccion de muestras y resultados A AN
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M Consideraciones generales

" En base a la informacion relevada y disponible en |la “geodatabase de
citricos”:

* Solo un 20% de los LdeP del area de trabajo presentaban algunas de
las prioridades fijadas para la prospeccion.

* Se seleccionaron 74 LdeP incluidos suman 8.178 ha lo que representa
el 50% del total del area citricola efectiva del pais.

* En 48% de los mismos, (35 de 74), se constato la presencia del vector.
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Diagnostico de HLB por PCR

Lic. Mariana Richero

Unidad de Biologia Molecular

Laboratorios Biclégicos
DGSA-MGAP

A

GENETICA

SANIDA

PRO AD
i B B

Servicios Agricolas JOSE ARTIGAS
Usodn 00 108 Puraios Lisacs

DIVISION ANALISIS Y DIAGNOSTICO MICENTENARIOUY



Resultados de Investigacion en

> CITRICULTURA

Objetivo:

¢PCR en el diagnostico? }

A partir de una mezcla compleja de ADN,

se puede realizar la amplificacion con primers especificos
de un fragmento dado de ADN de una bacteria

y luego visualizar el amplicon en un gel de agarosa

'.'1c|n|o|r~"v‘A

Obtener un gran nimero de copias de un fragmento particular de ADN
a partir de una cantidad minima original.

[ —

-~

W



e Resultados de Investigacion en < ,

GENETICA
S CITRICULTURA Lla_ SANIDAT
e G PRODUCTIVIDAD

{ Multiplex PCR para HLB}

« Procesamiento del material vegetal
. Extraccion de ADN ( CTAB, Murray & Thompson, 1980)
o Multiplex PCR

Primers Secuencia (5’-3) Tamafio Referencia
RPLA2 TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT  Clas: 703bp Hocquellet
RPLJ5 CAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA  Cfaf6690p et al, 1999
PM s/ADN ClLas CLam Sano Sano
GB1 AAGTCGAGCGAGTACGCAAGTACT 1027bp Teixeira et al., ClLas
20053, b Clam
GB3c  CCAACTTAATGATGGCAAATATAG 1500pb-
1000pb- 1027pb
942C ‘ 942C ‘ 750pb- 703pb
2min | 30s \ 620C 72%C 72°C 500pb-
_0Z7L 1m|n30s‘ S5min 250pb-
45s
) 35 ciclos ]




Resultados de Investigacion en

CITRICULTURA = o

Controles positivos

-ADN plantas infectadas con CLam y CLas (FUNDECITRUS, Brasil)
-ADN planta infectada con CLas (SENASICA, México)

J .'!0'."'0""" DAD

®® C. Liberibacter spp.
no es cultivable!l

Plasmido recombinante Célula competente

/©\ / - Cepas de E. coli

productoras de plasmidos
. Controles positivos
de forma ilimitada

Célula transformada




Resultados de Investigacion en

CITRICULTURA

\_

¢Como identificar
Falsos negativos?

Control interno:

Un fragmento de ADN que se
amplifica simulténeamente
con el ADN blanco en

el mismo tubo de reaccion.

1000pb-
500pb-
250pb-

1000pb-
500pb-
250pb-

CLam (ng)

40

20

10 B 2,9 525 5 0263

ClLas (ng)

0,32 sano sano S/ADN
1027pb

305ph

40

Primers
28C

28new

20

10 5 230=51525

Secuencia (5-3’)
GCTATCCTGAGGGAAACTTC
TCTGACATGTGTGCGAGTCAAC

0,63 0,32

703pb
305pb

Referencia
Cullings, 1992
Richero, 2012
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=9 CITRICULTURA s

¢PCR Real Time?

Permite amplificar y simultaneamente cuantificar —

-
el ADN amplificado.
Se emplean sondas marcadas con fluorocromos.
R Fluoréforo T::?::n Quencher
' — 2,000,000 —
) e - B
v Reverse PCR primer ARR o _F‘Iateau . .
Amplificacion Sample PCR Real Time PCR convencional

Polimerizacién ( 2 P 1,000,000 —
— e

Amplificacion y deteccion  Amplificacion y

/ Log/exponential phase

— —— simultanea deteccion en dos etapas
W Oevinmienode Threshold Gt separadas
Fluorescencia la sonda y escisién l l ' .y .y .
A Deteccion durante la fase  Deteccion en punto final
Sl R o e Aq T Baseine ~ No template exponencial temprana ( (efecto plateau)
[ I maxima eficiencia)
wecercen -~ 0 20 40
W Restado PCR cycle number Mayor especificidad con el Menor especificidad
Fluorescencia uso de sondas
E— 'otel P Ct..el. numero de ciclo d.e la PCR donde la Equipamiento e insumos ~ Equipamiento y
Productos de - emision de fluorescencia es mayor que el muy costosos reactivos de menor
PCR Productos de escisién

nivel minimo de deteccion (umbral). costo



Resultados de Investigacion en

CITRICULTURA = e
[HLB por PCR Real Time}

« Basado en protocolo USDA (WI-B-T-D-2)

Un par de primers'y Un par de primers'y B
sonda marcada con FAM sonda marcada con TET
4
especificos para especificos para
Ca. Liberibacter spp. citocromo oxidasa de
plantas ﬁodificaciones}
é@ « Volumen de reaccion 25/12,5
-TET/HEX
Control negativo: Ct_,, =0y Ct...=0
Control interno: 0 <Ct <38

Control positivo: 0 < Ct _,,, < 32



Resultados de Investigacion en

CITRICULTURA

= zgg_ Control positivo ADN CLam
1000 - Ciram 2497 24,96
7 Coex 2085 20,10 HEX
2 T 400- FAM
“ 500
2004
, —
- — et . -lm]"'I""I""I""I""I""I""I""
-100 T 1 5 10 15 20 75 30 35 40
1 ] 10 15 20 25 30 35 40 Cycle
Cycle 700 —
Conc. C; C o Control positivo ADN ClLas
*7 C 22,41 22,45
10ng 16,68 16,61 tFAN HEX
< 400~ Coex 17,27 17,18
1ng 20,71 20,76 = FAM
1651 I I ! i 200 -
0ng 2417 2424 ? Loa Gty :
0,01ng 28,09 28,07 Efficiency = 81,819%; 05
y =-3,851x + 20,528; R2 =0,9992 100 11—t
0,00lng 32,27 32,19 1 5 10 15 20 25 30 35 40

Cycle



Resultados de Investigacion en

CITRICULTURA

Perspectivas:

Validacion de la deteccion de HLB en tejido vegetal por PCR en tiempo real
(Sensibilidad, Repetibilidad y Reproducibilidad)

Optimizacion de la extraccion de ADN del vector

Puesta a punto de la deteccion de HLB en el vector por PCR en tiempo real.

Referencias:

Teixeira, D. C., Danet, J. L., Eveillard, S. & 8 other authors (2005). Citrus huanglongbing in Sa~o Paulo State, Brazil: PCR detection of the
‘Candidatus Liberibacter’ species associated with the disease. Mol Cell Probes 19, 173-179.

Hocquellet, A., Toorawa, P., Bové, J.-M., Garnier, M.(1999). Detection and identification of the two Candidatus Liberobacter species
associated with citrus huanglongbing by PCR amplification of ribosomal protein genes of the B operon. Mol Cell Probes 5, 373-9
Murray, M. G. & Thompson, W. F. (1980). Rapid isolation of highmolecular weight plantDNA. Nucleic Acids Res 239,487-91
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1 v g ot AJropecuniin
QUAY

NUmero de acceso
gi| 30230581 |gb|AY2ZE0012 .1
gil 57340754 |gb|RYT27339 . 1|
() gill3313€00|gh|RF4T3155 1]
< gil57340755 |gb|AYT275340.1|
j— gil573407&7 |gb|AYT727352 1|
=7 gi|57340769|gblAYT27554. 1]
<C il182526360|gb|EUS44383. 1]
] 9i113913631|gb|AF479150.1|
/ \ [ 9il9799443|gb |RF274651 1]
: : : gil 3753444 |gh |RF2T4646. 1]
gill1333180835 ewb [AMZ3E55T 1|
del Qen de IG ARN 285 (CIUSTG' W) gi| 425305823 | gb| KCO15082.1| GACCCETCT TEARACAC CEAOC AR CGACT CTARC AT CTC TGOGAGT GTT T
gil 425305828 | gb| KICO150€1. 1| GACCOGTCT TGLAACAC GG ROC AL GGAGT CTAMC ATCTC TGOGAGT GTTT 365
gil 251170420 gb|GU250524.1| GECCOGTCT TELAACAC GG AOC AR GGACT CTARC ATCTC TGOGAGT GTTT 437
. () gil236305255|gb| 30254672 1] GECCOETCT TEAAACAC GG RO AR GGAGT CTARC AT TCC TGCGAGT GTTC 455
99 per“l‘eneaen'l'es a planTaS O 9il2135360755|gb| FT568335.1| GECCOET CT TR AR CAC EEATC AR GEACT CTA BC AT CTE TEOBAGT GTTT 279
’ . . . (D 9il213360610|gb| ETSEE150.1] GECCOETCT TEARACAC GG RO AR GGAGT CTARC ATCTG TGCGAGT GTTT 275
(las mas S|m||ar‘es a C'/f'/"u_s') gil 213360723 | gb| FT568323.1| GECCCETCT TELAACAC GG RAOC AR GGAGT CTAACATCTGTGCGAGT GTTT 275
. Z gi| 219360608 | gh| FT568148 1| GECOCOGTCT TR AL CAC GGAOC AR GGAGT CTARC AT CTG TGOGAGT GTTT 279
50 per"reneaen‘res a hOﬂgO O gilz13360732 g0 FET5E8332. 1) GECCOGTCT TELAACAC GG RO AL GGAGT CTAACATCTG TGCGAGT GTTT 279
T gil21936078¢€|gb| FT568326.1| GECCOGTCT TELAACAC GG ROC AL GGAGT CTAMC ATCTC TGOGAGT GTTT 275
gil 215360782 | gb| FTS5€8322.1| GECCOGTCT TELAACAC GG ROC AL GGAGT CTAMC ATCTC TGOGAGT GTTT 275
\ / gi| 215360777 | gb| FT568317.1| GECCOGTCT TELAACAC GG ROC AL GGAGT CTAMC ATCTC TGOGAGT GTTT 275
gi| 213360760 | gb| FTSE8300.1| GECCOETCT TEARACAC GG RO AR GGAGT CTARC ATCTG TGCGAGT GTTT 275

Zona a 305pb downstream del primer 28C existe una secuencia altamente conservada e
plantas que difiere claramente de la secuencia conservada en hongos




el DESAFIO

Servicios Agricolas

Mantener la citricultura libre de HLB

» Evitando el ingreso ilegal de material vegetal (citricos y otros hospedantes),
fortaleciendo los controles fronterizos.

» Consolidando el Programa de Certificacion de Plantas Citricas.
» Contando con normas legales que respalden las acciones de gestion del HLB.
»Aumentando las acciones de Vigilancia del Vector y Prospeccion de montes.

» Mejorando la capacidad de diagndstico.



Para prevenir el ingreso y diseminacion de la
enfermedad la DGSSAA recomienda que se realicen las
siguientes acciones:

Utilizar yemas, plantines o plantas provenientes de viveros
certificados.

No ingresar ilegalmente material vegetal (yemas, injertos,
plantines, etc.) de citricos u otras plantas hospedantes de la
bacteria.

Insp: sus montes i para
detectar dela

Monitorear la presencia Diaphorina citri en los montes
comerciales a través de la utilizacion de golpeo de ramas,
trampas adhesivas amarillas e inspeccion de brotes en
crecimiento .

Por consullus o ante la sospecha de sintomas

de
Pesca. Dlrecclén General de Servicios Agricolas

Montevideo: Avda. Millan 4703. Mdeo. Uruguay. Tel:
23098410.

Salto: Julio Delgado 35. Salto, Uruguay. Tel: 47328054.
Paysandi: 18 de julio 888. Paysandu, Uruguay. Tel:
47226126

TODOS JUNTOS PODEMOS PREVENIR EL INGRESO DE ESTA
AMENAZA PARA LA CITRICULTURA

Agradecimientos: Por las imagenes al Dr. Silvio Lopes,
Fundecitrus, Brasil, Lic. Carlos Bentancur de Facultad de
Agronomia, Uruguay.
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AGRICULTURA ¥ PESC /,'{
Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria FACULTAD DE
URUGUAY o AGRONOMIA

Huanglongbing

Huanglongbing (ex Greening) o HLB
Es considerada la enfermedad mas grave que afecta a los citricos
en el mundo. En Uruguay la enfermedad no ha sido reportada. No
obstante ya se encuentra en el sur de Brasil (Sao Pablo, 2004),
Argentina (Misiones, 2012) y Paraguay (2013).

Agente causal y dafos
Es una bacteria llamada Candidatus Liberibacter spp. Los
hospederos del patégeno estan restringidos a la familia de las
las de citricos. Las plantas
jovenes que se encuenlran mlemadas nunca llegan a producir y las
plantas adultas se tornan improductivas a los 4 arios de infectadas.

Vector y transmision
En Uruguay se encuenlra  presente el psilido asiatico de los citricos,
Di i el m: de la bacteria. Prefiere
oviponer allmemarse sobre brotes en crecimiento. Una vez que el
psilido adquiere la bacteria al de plantas
nunca mas pierde la capacidad de transmitirla.

Formas de ingreso
La bacteria podria ingresar a Uruguay a través de malerlal

En algunos casos se observa engrosamiento y aclaramiento de las
nervaduras de las hojas, con aspecto corchoso.

La_sintomatologia de HLB podria confundirse con sintomas de

vegetatlvo de citricos, otras plantas F como N
spp. que se encuentren contaminadas. También a través del insecto
vector, Diaphorina citri, que se encuentre infestado.

Sintomas
El moteado difuso irregular en hoja es el sintoma tipico de la
uede

En general, los sintomas iniciales aparecen en una rama que se
destaca del resto por su coloracion mas amarilla en contraste con el
verde de las ramas no afectadas. A medida que la enfermedad
avanza, los 1a ap: en otras ramas.

Adultos de D. citri Ninfa 5° estadio Grupo de ninfas

nutr lorosis de los citricos (CVC) y
gomosis.

HLB Zinc Magnesio Hierro Manganeso

En los frutos se observa asimetria
con respecto al eje longitudinal,

del tamario, e
coloracion verde palldc sobre la
superficie e inversion _del color
proximo a la maduracion. También es
comin el aborto de semillas y
coloraciones amarronadas en los
haces vasculares.
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Servicios Agrlcolas

MANTENER LIBRE DE HLB
NUESTRA CITRICULTURA
ES TAREA DE TODOS

URUGUAY LIBRE
DE HLB

Se trarsmite por un insecto que esti en
nuesTo pais.

No estd presente en Uruguay, pero sien
muchos paises incluidos Argentina, Brasil
y Paraguay.

Contamos contigo para que no ingrese al pais.

No ingreses plantas o yemas
provenientes de otros paises,
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MANTENER LIBRE DEHLB NUESTRA

CITRICULTURA ESTAREA DETODOS




