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Que se va a presentar:
 Situación del HLB en la Región.

 Situación del HLB en Uruguay.

 Prospección

 Vigilancia del vector 

Diagnóstico

Desafío



Detección y diseminación del HLB a nivel 
mundial

 Fue detectado por primera vez en Asia (China), a finales del siglo XIX.

 Posteriormente se reportó en el sur de África a principios del siglo XX.

 En el año 2004 se confirma la presencia de la enfermedad en el continente
Americano:

 2005, se detecta en Estados Unidos en el estado de Florida, y según la EPPO
actualmente estaría en 6 estados.

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

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



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

• Paraguay (2013) Departamentos de Amambay, Alto
Paraná, Canindeyú, Cordillera, Itapuá.

• Argentina (2012) Ausente (Erradicada)

Detección y diseminación del HLB en 
América del Sur



Estatus del HLB y su vector en los países de 
América Latina y el Caribe

(Reportes oficiales; Encuesta FAO, 2015)

Escenario I  
(sin reporte de HLB ni su vector)
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San Vicente y las Granadinas

Suriname 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Escenario II  
(con reporte de su vector) 

Uruguay 

Bolivia    

Colombia 

Panamá 

Ecuador 

El Salvador 

Trinidad y Tobago 

Grenada 

  

  

  

  

  

  

  

  

Escenario III  
(con reporte de HLB y su vector) 

Argentina 

Belize 

Costa Rica 

Cuba 

Brasil 

Dominica 

Guatemala 

Haití 

Honduras 

Jamaica 

México 

Paraguay 

República Dominicana 

Bahamas 

San Cristóbal y Nieves

Barbados 



SITUACIÓN EN URUGUAY

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

del país



PREVENCIÓN
Ejes de trabajo

INIA-INASE-FAGRO-MGAP

Capacitación y difusión.

Monitoreo del vector.

Prospección.

Diagnóstico.

Programa Nacional de Certificación de Plantas Cítricas.

Investigación y Desarrollo.



Estrategia del MGAP

A
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Plan de Acción: Programa Nacional de Vigilancia y Plan de 

contingencia 

Programa de Vigilancia para el Psílido Asiático de los  Cítricos 
(PAC)

Programa Nacional de Saneamiento y Certificación  de Materiales de 
Propagación de Cítricos

Fortalecimiento de las acciones fitosanitarias a nivel de Frontera



Monitoreo Nacional de 
Diaphorina citri

Marzo 2014 – Marzo 2015.

Sector-INIA-FAGRO-MGAP.

Metodología: protocolo por golpeteo de ramas.

Capacitación: a cargo de INIA SG.

Monitoreos: empresas citrícolas y MGAP.

Procesamiento y análisis de la información: DGSA-INIA.

David Hall. USDA-ARS



Descripción

 34 lugares de producción (LdeP): 
 10 zona Sur 
 24 zona Norte

Representan un área de 6100 ha efectivas: 36% de la superficie citrícola comercial 

134 cuadros: 26 zona Sur y 108 zona Norte.

26 variedad cítricas.

En cada cuadro se definieron estaciones de monitoreo de 10 plantas 
(5 o 10 por cuadro según tamaño del mismo): 793 en total, donde se 
realizó el conteo de adultos de D. citri.

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

David Hall. USDA-ARS



Análisis de datos y 
Resultados

- Para comparar variedades y LdeP entre
sí: Variable de trabajo: Nº de adultos
capturados por cuadro: suma de todos
los adultos capturados en las 5
estaciones (50 plantas).

- Solo se constató presencia en los LdeP
de la zona Norte: análisis de datos de
los 24 LdeP y 108 cuadros.



Número promedio de adultos de Diaphorina citri, según 
cuadro evaluado

ZONA NORTE

David Hall. USDA-ARS



Número promedio de adultos de Diaphorina citri por cuadro 
evaluado, según especie

David Hall. USDA-ARS



Conclusiones

• La presencia de adultos de Diaphorina citri solo se constató en los predios
citrícolas de la zona norte del país.

• 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 producción cercanos entre sí.



Prospección
Estrategia: 

Criterios
• Plantaciones de cítricos próximas a zonas

fronterizas.

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

• Plantaciones menores a 10 años y/o con cambios
de copa.

Área de trabajo: 
Ubicada en el área de mayor producción citrícola del
país, comprendida al oeste de los departamentos de
Salto y Paysandú y la inclusión del departamento de
Artigas, no por número de plantas de cítricos, sino
por su estratégica ubicación fronteriza con Argentina
y Brasil.



Resultados

inspeccionados 74
Número de lugares de producción con presencia del vector 35

con síntomas sospechosos de HLB 7
con muestras enviadas 6
inspeccionadas totales 1.677.075

Número de plantas > 10 años 515,953
<  10 años 1.161.122
totales 1528

Número de cuadros con síntomas sospechosos  de HLB 39

totales 47

Número de muestras extraídas de material vegetal con síntomas similares a HLB 43
descarte primario 6
de brotes con D. citri 4
enviadas al laboratorio 37



Extracción de muestras y resultados

Especie cítrica Muestras Resultado

Mandarinas 1 Negativo

Naranjas 30 Negativo

Satsumas 1 Negativo

Tangores 5 Negativo

Total 37



Consideraciones generales

 En base a la información relevada y disponible en la “geodatabase de 
cítricos”:

• Solo un 20% de los LdeP del área de trabajo presentaban algunas de
las prioridades fijadas para la prospección.

• Se seleccionaron 74 LdeP incluidos suman 8.178 ha lo que representa
el 50% del total del área citrícola efectiva del país.

• En 48% de los mismos, (35 de 74), se constató la presencia del vector.





¿PCR?
Objetivo:  
Obtener un gran número de copias de un fragmento particular de ADN
a partir de una cantidad mínima original.

A partir de una mezcla compleja de ADN, 
se puede realizar la amplificación con primers específicos 
de un fragmento dado de ADN de una bacteria
y luego visualizar el amplicón en un gel de agarosa

¿PCR en el diagnóstico?



Primers Secuencia (5’-3’) Tamaño Referencia

RPLA2 TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT Clas: 703bp 
Claf: 669bp

Hocquellet 

et al., 1999RPLJ5 CAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA

GB1 AAGTCGAGCGAGTACGCAAGTACT 1027bp Teixeira et al.,
2005a, b

GB3c CCAACTTAATGATGGCAAATATAG

Multiplex PCR para HLB

 Procesamiento del material vegetal
 Extracción de ADN ( CTAB, Murray & Thompson, 1980)
 Multiplex PCR

750pb-

250pb-

500pb-

1000pb-

1500pb-

PM s/ADN CLamCLas   Sano Sano

CLas

CLam

703pb

1027pb
94ºC
30s

62ºC
45s

72ºC
1min 30s

72ºC
5min

35 ciclos

94ºC
2min



-ADN plantas infectadas con CLam y CLas (FUNDECITRUS, Brasil)

-ADN planta infectada con CLas (SENASICA, México)

Controles positivos

C. Liberibacter spp. 
no es cultivable!!

PGEM-T

Cepas de E. coli
productoras de plásmidos

Controles positivos 

de forma ilimitada



Primers Secuencia (5’-3’) Referencia

28C GCTATCCTGAGGGAAACTTC Cullings, 1992

28new TCTGACATGTGTGCGAGTCAAC Richero, 2012

1027pb

1 2 3 4

CLam (ng)

40 20 2,5 1,25 0,63 0,3210 5 sano sano s/ADN

305pb250pb-

500pb-

1000pb-

703pb

CLas (ng)

40 20 2,5 1,25 0,63 0,3210 5

305pb250pb-
500pb-

1000pb-

Control interno:

Un fragmento de ADN que se 
amplifica simultáneamente 
con el ADN blanco en 
el mismo tubo de reacción.

¿Cómo identificar 
Falsos negativos?



¿PCR Real Time?

Permite amplificar y simultáneamente cuantificar
el ADN amplificado.
Se emplean sondas marcadas con fluorocromos.

PCR Real Time PCR convencional

Amplificación y detección 
simultanea

Amplificación y 
detección en dos etapas 
separadas

Detección durante la fase 
exponencial temprana ( 

máxima eficiencia)

Detección en punto final 
(efecto plateau) 

Mayor especificidad con el 
uso de sondas

Menor especificidad

Equipamiento e insumos 
muy costosos

Equipamiento y 
reactivos de menor 
costo 

Ct: el número de ciclo de la PCR donde la 

emisión de fluorescencia es mayor que el 

nivel mínimo de detección (umbral). 



HLB por PCR Real Time

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

específicos para 
Ca. Liberibacter spp.

Un par de primers y 
sonda marcada con TET

específicos para 
citocromo oxidasa de 

plantas

Un par de primers y 
sonda marcada con FAM

Modificaciones

 Volumen de reacción  25/12,5
TET/HEX

Control negativo:   Ct 
FAM

=0 y  Ct 
TET

=0

Control interno:  0 < Ct 
TET 

< 38

Control positivo: 0 < Ct 
FAM 

< 32



Efficiency = 81,819%; 

y = -3,851x + 20,528;  R2 = 0,9992

10ng
1ng 0,1ng 0,01ng

0,001ng

Diluciones seriadas plásmido CLam

Control positivo ADN CLas

FAM

HEX

Conc. Ct Ct

10ng 16,68 16,61

1ng 20,71 20,76

0,1ng 24,17 24,24

0,01ng 28,09 28,07

0,001ng 32,27 32,19

Ct FAM 22,41 22,45

Ct HEX 17,27 17,18

Control positivo ADN CLam

FAM

HEX

Ct FAM 24,97 24,96

Ct HEX 20,55 20,10



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 β 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

Perspectivas:

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

Optimización de la extracción de ADN del vector 

Puesta a punto de la detección de HLB en el vector por PCR en tiempo real.
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Número de acceso secuencia
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Número de acceso secuencia

Diseño del primer 28new

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

Alineamiento de secuencias 
del gen de la ARN 28S (Clustal W)

99  pertenecientes a plantas 
(las más similares a  Citrus)
50 pertenecientes a hongo



DESAFÍO

Mantener la citricultura libre de HLB
Evitando el ingreso ilegal de material vegetal (cítricos y otros hospedantes),

fortaleciendo los controles fronterizos.

Consolidando el Programa de Certificación de Plantas Cítricas.

Contando con normas legales que respalden las acciones de gestión del HLB.

Aumentando las acciones de Vigilancia del Vector y Prospección de montes.

 Mejorando la capacidad de diagnóstico.



MANTENER LIBRE DE HLB 
NUESTRA CITRICULTURA 

ES TAREA DE TODOS


