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HLB: HuanglLongBing. Nombre propuesto por el Prof Kong Xian Lin
(Guangdong)




Los sintomas del HLB en citrus
son: clorosis difusas en ramas,
clorosis asimétrica en hojas,
nervaduras engrosadas de color
amarillento o marron con caida
temprana, deformidad y
maduracion invertida de frutos.

Proyecto Fontagro ATN/RF- 17232 - RG
E] CoItrot S.u e d.EI S H.LB INTA Instituto Nacional de Secretaria de Agricultura, Ministerio de Economia
en la Agricultura Familiar en Argentina, ——— Tecnologia Agropecuaria Ganaderia y Pesca Argentina
FONTAGRO Uruguay, Paraguay y Bolivia



El HLB es el mayor riesgo para
la citricultura argentina
(y mundial)

El 90% de la produccidn citricola en Florida se ve comprometida por el HLB
y las condiciones agrometeorolodgicas
https://citrusforum.es/el-90-de-la-produccion-citricola-en-florida-se-ve-
comprometida-por-el-hlb-y-las-condiciones-agrometeorologicas/

Los expertos advierten de que la situacion del HLB en Brasil es alarmante
https://www.fecier.org.ar/public/noticias/5959 los-expertos-advierten-de-
que-la-situacion-del-hlb-en-brasil-es-alarmante.html

Proyecto Fontagro ATN/RF- 17232 - RG
g ’ Control spstentable d_e.l vector del H_LB INTA institisto Naddna da Baerabaibus Agutcuiows: Micditertc de Eoonomba
FONTAGRO Uruguay, Paraguay y Bolivia
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Diaphorina citri

Trasmisor de la bacteria causal de LB
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CABI, 2023. citrus huanglongbing (greening) disease. In: CABI Compendium. : :
Wallingford, UK: CAB International. @ CABI Summary Data




Situacion del HLB en el hemisferio sur
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HLB en Brasil
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SITUACION ACTUAL DEL HLB EN PARAGUAY.
2016. Ing. Agr. Maria José Britos
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HLB: detecciones confirmadas por SENASA (Positivos 2012 a Set 2024)

El largo periodo de incubacidon hasta la
aparicion de sintomas (desde 6 meses a 2
anos) y la capacidad del vector de proliferar no
solo en citricos sino también en otras especies
vegetales como el mirto comun (Murraya
paniculata, Rutaceae), muy utilizada como
ornamental en la zona nordeste de Argentina,
plantea un serio problema para el manejo, con
el agravante que hasta la fecha el HLB no ha
podido erradicarse una vez instalada en una
determinada regidon. Aunque existe una
reglamentacion a nivel nacional que prohibe la
multiplicacion y comercializacién de mirto,
esta especie es profusamente utilizada como
cultivo ornamental por parte de la poblacidn
del NEA argentino.

https://qliksensebycores.senasa.gob.ar/sense/app/al2fcOca-2907-411e-9b21-fd0c3b693d6c/sheet/14e70c07-990e-416d-832c-34623cc1f9b7/state/analysis



HLB: detecciones confirmadas por SENASA (Positivos 2012 a Set 2024)

Desde el afio 2017 se
encontraron los primeros
casos positivos de HLB en
plantas de veredas y
traspatios de las localidades
de:

Clorinda y Formosa
(Formosa),

Campo Largo (Chaco),

La Banda (Santiago del
Estero)

ltuzaingd, Alvear, Yapeyu,
Mocoreta y Montecaseros
(Corrientes)

Chajari, Federacion y Villa
del Rosario (Entre Rios)

y finalmente en

Malabrigo (2024), Santa Fe.

https://qliksensebycores.senasa.gob.ar/sense/app/al2fcOca-2907-411e-9b21-fd0c3b693d6c/sheet/14e70c07-990e-416d-832c-34623cc1f9b7/state/analysis
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Programa Nacional de Prevencion de
Huanglongbing (PNPHLB) e § X in © A

CUIDEMOS

Programa en actividad desde 2009 | Los CITRICOS

Red de laboratorios de diagndstico de HLB por métodos moleculares:

EEA INTA-Montecarlo (Misiones) e

EEA INTA-Bella Vista (Corrientes)
EEA INTA-Concordia (Entre Rios)
EE de Cultivos Tropicales INTA-Yuto (Jujuy) Programa Naconlde Prevencin e L3

EE Agroindustrial Obispo Colombres (Tucuman)
Instituto Nacional de Semillas (INASE)
SENASA Central

Muestras (y remuestreos solo en caso de primer positivo para un laboratorio)
Colaboracion en capacitaciones y toma de decisiones a nivel productivo y nacional.

https://www.argentina.gob.ar/senasa/micrositios/hlb



Acciones de INTA desde su cartera de Proyectos

Uso del método CRISPR para el diagndstico rapido,
especificoy en elterreno del HLB de los citricos.

Se estan probando primers que permitan unavalidacién
efectiva del método de diagndstico de HLB. Se continuan
los trabajos de desarrllo de un kit de diagnostico que utilice
el método RPA (amplificacidon isotérmica con recombinasay
polimerasa).

Este metodo de diagnostico de HLB por medio de CRISPR-
Cas12, se complementara test de diagnostico mediante la
utilizacién del método RPA. La amplificacion isotérmica con
recombinasay polimerasa (RPA) es una técnica
recientemente desarrollada que se utiliza para la deteccidn
de patdgenos.

Costo qPCR convencional: U$S 30/muestra
Costo kit CRISPR: U$S 5/muestra




PROCISUR ;)

Programa Cooperativo para el Desarrollo Tecnolégico
Agroalimentario y Agroindustrial del Cono Sur
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Relevamiento de firmas espectrales en Argentinay generacionde

un modelo de monitoreo 60 MW‘

50 i

Proyecto IICA: Desarrollo de un moédulo de analisis de criterios 40
multiples para la gestion de riesgos fitosanitarios: estudio decasode  *°
paises HLB y COSAVE. 0
Colaboracion CONAE INTA COSAVE. v
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Calibraciony validacion de un modelo remoto para generar alertas de
presenciade HLB mediante el uso de imagenes espectralesy 100
generacion de un modelo de monitoreo. 80
(Datos preliminares)

Arriba: espectro radiométrico de muestras tomadas de plantas HLB
positivas (sintomaticas y asintomaticas).

900
Abajo: espectro radiométrico de muestras tomadas de plantas HLB
negativas (plantas deficientes o sanas).
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Evaluar metodologias de transformacion genética, como herramientas de mejoramiento, en las
variedades de portainjertos de interés para la produccidon de Argentina (citrange Troyer, limdn Rugoso,
lima Rangpur) utilizando genes que codifican para proteinas que confieren proteccidon contra

enfermedades bacterianas.
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Short communication

A simple and efficient in planta transformation method for pommelo
(Citrus maxima) using Agrobacterium tumefaciens
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ABSTRACT

A simple and efficient transformation method is impartant for plant genetic breeding and gene function
analysis. bn this study, we developed 2 in plonen transfarmation appraach for pammelo (Citnrs mavima),
which includes seed germination, seedling decapitation, Parafilm funnel-type-winding, Agrobocterium
infection, co-culiure, selective-culture, dark treatment for buds induction, transgene integration confir.
mation and transgenic plant propagation. The highest transformation efficency [2041%) was chtained
wihen using hygramycin as sebection marker, follawed by Basta (19,37 and Kanamycin [3.21%). Trans
genic plants obtained using this method could be graft-propagated in 3 months past transformation,
which is shorter than the tissue-culture The ion protocal pre-

Dark
in planta Eransfarmaticn

1. Introduction

Clitrus species, the most widely grown fruit crops, are important
cormmadities consumed both fresh and processed warldwide. Cit-
riss cultivars were mainly eriginated over time from hybridization
between the three parental cultivars [citron, mandarin and porn-
melo) and Imln bud spots, chance seedlings ar grafting chimeras
(Du L 20019). New varieties can be developed by citrus
breeder by intr ullux.ln&g:ln.-lu. variability into selected individuals
generally through contrelled lybridization [Marutani-Hert
2012). However, due to the biological characteristics limitations
af long juvenile pericd, nucellar polyembryeny, autaincompatibil-
ity and high level of heteratygosity and so on, the development of
mew and impraved cultivars of citrus is show and costly (

er In other instances, citrus alse processes sev-
e‘l.l| ulmzslr.lblr.- traits including sensitivity (o abiotic streses such
a5 salt and cald and biotic diseases caused by bacteria, fungi and
13], Therefore, eitrus improvement is of
wital |mp4url.m|.= and has stimulated worldwide interest as com-

author a: G culure, Fuj cul A Farestry
sity, Cangshian, Fuztecu, 3500
E-maf] adsisses: K053 63.com

(C-2 Chengl.

sented here has great patential to be wsed far citrus genetic breeding and impravement.

© 2016 Elsevier BV, All rights reserved.

petitions from international citrus market and biotic and abiatic
stresses [Donmesz ef al, 2013)

Currently, genetic transfermation has gained more and more
populasity for citrus improvement, and provided new solutions for
salving specific needs s well as for studying gene function and
identifying genes responsible for relevant agroneemic characteris-

Genetic lIJII:rDIrIH[I(.III methods can bed IlEIJ inco direct gene
transfer metheds and indicect gene transfer methods according
o the transfersing procedure. Direct transformation systems were
usually perfoemed trough physical or chermical methed witleus
wectors, while the indirect ransformation systems transler the
Largel gene in to recipient cells through virus ar Agrobacterium
wectors. Palyethylene glycol (PEG)-mediated direet uptake of DNA
by protoplast was first .J||||||=d in the acquisition for transgenic
sweel arange in 1989 (K Uchimiya. 1989) and later
For peugh lemon in 1990 [Var . Direct incorporatien
of gene into citrus protoplasts using electroparation (
3 Miedz et al, 2C
erllLIe bambardmen ave also been reported
Virus-based vectors are important toals in plant molecular biol-
ogy and plant genomics. Citrus tristeza virus (CTV)-based vector
F 20 Cirrus leaf blotef virus (CLBV)-based vectors
114) and Citrus Tatter leaf vicus {CTLV]-based
nave been constructed and wied for citrus ran-
sient expression analysis of virus induced gene silencing (VIGS) in
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Virus rugoso del tomate
Tomato brown rugose fruit virus

Ing. Agr. M. Sc. Verdnica Obregon

Laboratorio de Fitopatologia Horticola
EEA INTABella Vista



ToBRFV - Virosis Emergentes ‘

...que esta cambiando la produccion de tomate en el mundo

Familia: Virgaviridae
Género: Tobamovirus
Especie: Tobamovirus fructirugoso (TBRFV)

Ej: Tobacco mosaic virus (TMV); Tomato mosaic virus (ToMV); Tomato mottle
mosaic virus (ToMoMV).

Q Su genoma consiste un ARN monocatenario de sentido positivo de
aproximadamente 6,4 kpb y codifican para cuatro proteinas.

Q El tomate y el pimiento son las dos principales especies conocidas
por ser huéspedes naturales de ToBRFV.

Puede infectar tomates que tengan el gen de resistencia Tm-1, Tm-2
y Tm-22.

Q Genera severas pérdidas econdémica.

https://ictv.global/report/chapter/virgaviridae/virgaviridae/tobamovirus



Distribucion geografica ‘

v’ 2014 Israel Organizacion Europeay Mediterranea para la
v’ 2015 Jordania Proteccidn de las Plantas
Primer Reporte https://gd.eppo.int/taxon/TOBRFV/distribution

mundial



Distribucidon geografica ‘

Primer reporte en
Argentina 2023

O El tomate es una de las hortalizas mas importantes en
Argentina.

O La produccién promedio anual de los ultimos afnos
se ubica entornoa 1.100.000 toneladasy 17.000

hectareas productivas.

O 60-70 % se destina a mercado para consumo en
fresco (16kg/persona/Ano)
) 30-40 % para industria

https://www.argentina.gob.ar/se
nasa/virus-rugoso-del-tomate



Distribucidon geografica ‘
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Infecciones mixtas ‘

Son comunes en la naturalezay la
interaccion puede incrementar la
severidad de los sintomas.

Pepino mosaic virus (PepMV),
Tomato spotted wilt virus (TSWV),
Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV).

En Argentina, Tomato chlorosis
virus (ToCV), un Crinivirus
transmitido por mosca blanca




Deteccion ‘

Diagndstico por
sintomas
no es confiable

@ Varian segun estado fenoldgico

0 Varian de acuerdo con las condiciones climaticas

o Varian de acuerdo con los hibridos comerciales con o
sin resistencia

€ Varian si hay infecciones mixtas que tienden a
confundir sintomas




Deteccion ‘

Protocolos de diagndstico publicados en la EPPO (Org. Europea
y Mediterranea para la Protec. Vegetal.) y validados por SENASA

DAS-ELISA Red de laboratorios INTA para el
RT-PCR diagnostico en 5 zonas importantes
RT-qPCR de produccion

Permite analizar muchas
muestras




Manejo de la virosis ‘

Escasa disponibilidad de cultivares R

(Escasa informacion agrondmica 'y de comportamiento frente a ToOBRFV)

O PREVENCION ©

’ Deteccidn
» temprana

Manejo de cultivo

X (Medidas fitosanitarias)

DISMINUIR EL IMPACTO
ECONOMICO

https://www.argentina.gob.ar/senasa/virus-rugoso-del-tomate/piezas-campana-de-comunicacion
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Viveros

Implementacidon de protocolosy medidas
fitosanitarias preventivas para el ToBRFV

Reducir o evitar elingreso de personal de visita

Alfombras desinfectantes en la entrada de los
invernaderos, desinfectantes para vehiculo.

Lavarse y desinfectarse las manos, disenar
recintos antecamara para limpieza del personal,

antes de ingresar a los invernaderos de
produccién

Utilizar ropa adecuada lavable y para cada
personal

Cartelerias informativas

Prevencion ‘




Manejo de la virosis




BUENAS PRACTICAS

de higiene contra ToBRFV

El virus rugoso del
tomate se previene
en toda la cadena
productiva

o iEvitemos que se

propague!

Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria
Argentina

& senasa

Recomendaciones

para huertas
familiares y
S — distribuidores

1640 publicaciones 114 mil sequidores 212 seguidos
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https://www.argentina.gob.ar/senasa/virus-rugoso-del-tomate



Importancia del servicio de diagndostico que ofrece el
laboratorio de fitopatologia horticola de la EEA Bella Vista.

En los ultimos 10 anos se detectarony caracterizaron patégenos
que provocan enfermedades importantes de los cultivos horticolas:

(Neopestalotiopsis clavispora en frutilla), Fusarium oxysporum f. sp. L
/‘ 3 4 e i 9

lycopersiciraza 3 (Fol), Stemphylium lycopersiciy Ralstonia N ;_é.

solanacearum en tomate y recientemente, TOBRFV y ToCV. AW
En el cultivo de pimiento estamos en vias de identificar un nuevo
género de virus que afecta seriamente la produccioén.

La EEA del INTA Bella Vista, contribuyd con otros organismos como
INASE y SENASA en la elaboracidon de nuevas normativas vigentes :
Disposiciéon 2021/165-166 para viveros de frutillas (INASE 2021),
Resolucion 569/2023, la alerta fitosanitaria TOBRFV (SENASA,
2023).

También se aporto al sector privado (semilleros) para el desarrollo ) ) ) »

.. ) . Diagnostico Express: App para teléfonos maoviles con
de portainjertos con resistencia a Folraza 3, R. solanaceraum, sistema operativo de Android, para el reconocimiento de
Tomato brown rugose fruit virus para el cultivo de tomate y enfermedades en cultivos de tomate y pimiento,
resistencia genética a Pepper mild mottle virus en pimiento.

https://www.argentina.gob.ar/tecnologias/diagnostico-express



EEA INTA Bella Vista

| MHL'W.% M

EEA INTA Bella Vista
Ruta Prov. 27 km 38.3 | Tres de Abril / Corrientes
https://www.argentina.gob.ar/inta/cr-corrientes/eea-bella-vista

Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria

Argentina
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