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Uso del microinjerto in vitro de ápices caulinares para eliminar ´Candidatus
Liberibacter asiaticus´ en cultivares de cítricos en Cuba
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RESUMEN: El objetivo del estudio fue optimizar la técnica de microinjerto in vitro de ápices caulinares
(MIV) para eliminar Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) en cultivares de cítricos infectados. Como
fuentes de brotes se emplearon  plantas de cinco cultivares con síntomas de huanglongbing (HLB): mandarinos
Satsuma Tropical y Parson’s Special, los híbridos de mandarinos Sunburst IVIA 200-C-1 y tangelo Nova IVIA
74-7 y limero Persa SRA-58. Para estandarizar el tamaño de ápice, suficiente para la eliminación de CLas, se
ensayaron tres dimensiones compuestas por el meristemo apical con 2, 3 y 4 primordios foliares (pf) (0,1 - 0,4
mm). La presencia de CLas  se constató mediante PCR dúplex en las plantas sintomáticas y PCR anidada en
las plantas obtenidas por MIV. Se alcanzó un prendimiento general de 71,79%, de ellos el 46,15% para ápices
de 2 pf y superior al 80% para 3 y 4 pf. De los microinjertos logrados, más del 60% creció y este parámetro
estuvo por encima del 40% para ápices de 2 y 3 pf; mientras que el 80,61% correspondió a ápices de 4 pf. El
100% de las plantas obtenidas, a partir de los microinjertos, se mantuvieron libres de CLas por cuatro años,
independientemente del tamaño del ápice utilizado. Los resultados confirmaron la efectividad de la técnica de
microinjerto in vitro para sanear cultivares de cítricos infectados por CLas.
Palabras clave: microinjerto in vitro, saneamiento, huanglongbing, PCR, nPCR.

Use of shoot-tip grafting in vitro to eliminate ́ Candidatus Liberibacter asiaticus´ in citrus
cultivars in Cuba

ABSTRACT: The aim of this research was to optimize the in vitro shoot-tip grafting (STG) technique to
eliminate Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) from Citrus infected cultivars. Five citrus cultivars
(Satsuma Tropical and Parson’s Special mandarins, Sunburst IVIA 200-C-1 and Nova IVIA 74-7 hybrids of
mandarins and Persian SRA-58 lime) showing symptoms of huanglongbing (HLB) were used as bud source:.
Three different apex sizes, composed of the apical meristem with two, three and four leaf primordia (lp) (0.1
- 0.4 mm),  were tested to standardize the apex size required to eliminate CLas. The presence of the pathogen
was verified by the conventional PCR in the symptomatic plants and the nested PCR in the asymptomatic
ones. The final success percentage of the shoot-tip grafting was 71.79%; 46.15% for the apex with 2 lp  and
over 80% for apexes with 3 and 4 lp. Sixty per cent of all the shoot-tip grafting grew normally, and this
parameter was over 40% when apexes with 2 and 3 lpwere used, whereas it reached 80.61% when the apex
with 4 lp  was used. The 100% of the shoot-tip grafted plants were diagnosed as CLas free and this status
was kept for four years regardless the shoot-tip size used. The results confirmed the reliability of the STG for
removing CLas from citrus infected cultivars.
Key words: shoot-tip grafting, sanitation, huanglongbing, PCR, nPCR.
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INTRODUCCIÓN

Los cítricos se afectan por enfermedades como tris-
teza, huanglongbing (HLB), cancrosis, leprosis, blight
y clorosis variegada (CVC), entre otras, que les oca-
sionan graves pérdidas. Algunas de estas enfermeda-
des comprometieron la viabilidad de la industria citrícola
en varios países, debido a los daños y los costos del
manejo (1).

HLB es una enfermedad sistémica con efecto de-
vastador en los cítricos, causada por tres especies de
α-proteobacterias restringidas al floema  que se deno-
minan Candidatus (Ca.) Liberibacter (L.) asiaticus,
americanus y africanus (con acrónimos CLas, CLam y
CLaf, respectivamente) (2, 3, 4). Estas bacterias se
diseminan por los insectos vectores Diaphorina citri
Kuwayama y Trioza erytreae (del Guercio) (5, 6) y a
través del injerto de yemas infectadas (7).

La distribución del patógeno en las plantas enfer-
mas es irregular (8, 9), por lo que la frecuencia de ob-
tención de plantas con HLB, a partir de la propagación
de yemas de una planta infectada, nunca es del 100%
(10, 11, 12). En experimentos realizados a partir del
injerto de yemas infectadas con HLB en plantas sa-
nas, se encontraron frecuencias de transmisión que
variaron desde 4% hasta 85% (10, 13, 14, 15).

No existen métodos curativos para la enfermedad
HLB, y el manejo integrado regional es la única solu-
ción disponible para el control de la misma. Este inclu-
ye medidas de cuarentena, uso de yemas certifica-
das, eliminación de fuentes de inóculo y control de los
vectores, entre otras (7, 16, 17).

En este sentido, se ensayaron varios métodos para
el control de las bacterias en plantas infectadas, tales
como: aplicaciones de antibióticos y otras moléculas
(18, 19, 20), termoterapia (16, 20, 21), vitrificación-
crioconservación (22) y microinjerto in vitro de ápices
caulinares (MIV) (16, 23, 24); esta última técnica re-
sultó la más eficaz para la eliminación de los patógenos
sistémicos en cítricos y se utiliza, generalmente, com-
binada con termoterapia (1, 21, 23, 24). La exclusión
de HLB mediante MIV se confirmó experimentalmente
en 1987 en China, y luego se utilizó satisfactoriamen-
te por otros autores (17, 23). Las bacterias causantes
del HLB se consideran dentro del grupo de los
patógenos muy fáciles de ser eliminados por la técni-
ca de MIV (1, 23, 24).

En Cuba, la presencia del vector D. citri se informó
en 1999 y se notificó a CLas como el único agente
causal presente en el país en 2007 (25, 26, 27). La
enfermedad y su vector están diseminados por todo el
territorio nacional e infectan a todas las especies de

cítricos (28). El uso de material de propagación certifi-
cado sanitariamente, producido dentro del Sistema de
Producción de Material de Propagación Certificado de
Cítricos (SPMPCC), es una de las principales medi-
das como estrategia del país para el manejo de la en-
fermedad (29).

La base de este sistema es la metodología de MIV
para la obtención de plantas libres de patógenos trans-
misibles por injerto. Sin embargo, al optimizar la meto-
dología de MIV para la eliminación de patógenos es
necesario adecuar el tamaño del ápice y las condicio-
nes del MIV, las cuales  pueden variar entre los dife-
rentes cultivares y los patógenos a eliminar (1, 24). Se
ha demostrado que el aumento del tamaño del ápice
incrementa fuertemente el porcentaje de prendimien-
to, pero disminuye la obtención de plantas sanas (1,
30, 31, 32). Este trabajo se realizó con el objetivo de
optimizar la metodología de MIV para el saneamiento
de especies de cítricos infectadas con CLas en el país.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal y diagnóstico molecular de bacte-
rias Candidatus Liberibacter en las plantas
sintomáticas

Se utilizaron plantas con síntomas característicos
de la enfermedad HLB (7), como es la presencia de
moteados asimétricos en las hojas como fuentes de
los brotes. Los cultivares fueron: mandarino Satsuma
Tropical (Citrus unshiu (Mak.) Marc.), mandarino
Parson’s Special (Citrus tangerina Hort. ex Tan.), los
híbridos de mandarinos Sunburst IVIA 200-C-1 [Citrus
clementina Hort. ex Tan. x (Citrus paradisi Macf. x
Citrus tangerina Hort. ex Tan.)] x [Citrus clementina
Hort. ex Tan. x (Citrus paradisi Macf. x Citrus tangerina
Hort. ex Tan.)] y tangelo Nova IVIA 74-7 [Citrus
clementina Hort. ex Tan. x (Citrus paradisi Macf. x
Citrus tangerina Hort. ex Tan.)] y limero Persa SRA-58
(Citrus latifolia Tan.). Cada cultivar estuvo representa-
do por dos plantas, que se defoliaron previamente para
estimular la emisión de las yemas axilares.

Para la confirmación de la presencia de alguna de
las especies de Candidatus Liberibacter en estas plan-
tas, se realizó el diagnóstico a partir de muestras de
cinco hojas con moteado asimétrico por planta, que
presentaban el síntoma de HLB. El ADN total se obtu-
vo mediante la metodología de Murray y Thompson
(33) y se determinó, a través de la PCR dúplex, cuál
de las tres especies de Candidatus Liberibacter se
encontraba en las plantas fuentes de brotes. Esta va-
riante de PCR detecta en una sola reacción la presen-
cia de CLaf y CLas mediante los cebadores específi-
cos rplA2/rplJ5 (34) y CLam con el par GB1/GB3 (35).
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Todos los ensayos de PCR se realizaron con el
sistema PCR Master Mix (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se usaron como controles positivos los ADN
de plantas infectadas con CLas procedentes de Brasil
y, como control negativo, el (o los) ADN de una planta
obtenida de semillas en condiciones controladas. Se
utilizó el siguiente programa de PCR: una
desnaturalización inicial a 94ºC por 3 min., 38 ciclos
de desnaturalización, 94ºC durante 45 seg, acopla-
miento, 58ºC durante 45 seg y polimerización, 72ºC
durante 60 seg con una extensión final de 72ºC por 5
min. Los productos de amplificación de las reacciones
de PCR se separaron mediante electroforesis en gel
de agarosa al 0,8% y se visualizaron con tinción de
bromuro de etidio (0,5 ìg/ìl) (36).

Eliminación de CLas mediante microinjerto in vitro
de ápices caulinares

Para el saneamiento se utilizó la técnica de MIV
con las modificaciones establecidas en Cuba (37). Las
plántulas patrones se obtuvieron por germinación in
vitro de semillas de Citrus macrophylla Wester para
los microinjertos de limero Persa y citrange Carrizo
(Citrus sinensis (L.) Osb. X Poncirus trifoliata (L.) Raf.)
para los de mandarinos e híbridos. Las hojas más pe-
queñas de los brotes se eliminaron con la ayuda de un

microscopio estereoscópico hasta dejar los tres tama-
ños de ápices que se evaluaron en el ensayo: el
meristemo apical con 2, 3 y 4 primordios foliares (pf)
(0,1 - 0,4 mm) (Fig. 1A, 1B). Los ápices se insertaron
en los cortes en forma de ventanas triangulares (Fig.
1C), realizados en el epicotilo de los patrones obteni-
dos in vitro (Fig. 1D) (37). Las plantas injertadas se
colocaron en tubos con medio nutritivo líquido, com-
puesto por las sales minerales de Murashige y Skoog
y sustancias orgánicas (37) y se mantuvieron en el
cuarto de cultivo durante cinco a siete semanas. Tras-
currido este tiempo, las plantas microinjertadas se
reinjertaron en patrones de citrange Carrizo para ace-
lerar su desarrollo y realizar su aclimatación en el ais-
lador (37).

Las plantas se evaluaron de forma visual, semanal-
mente, a partir de los dos meses de reinjertadas y por
espacio de 4 años para detectar la presencia de sínto-
mas foliares de HLB. En cada cultivar, y para cada
tamaño de ápice empleado, se comparó el porcentaje
de ápices que prendieron y crecieron. También se com-
pararon los cultivares a fin de evaluar la efectividad del
método MIV. Para el análisis se empleó la compara-
ción múltiple de proporciones según el método de Wald
implementado en Compaprowin 1.0.
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FIGURA 1. Fases de la ejecución de la técnica de microinjerto in vitro de ápices caulinares a partir de plantas de tangelo
Nova IVIA 74-7 infectadas con HLB. A) De izquierda a derecha, preparación de los brotes. B) Ápices ensayados (2, 3 y 4
primordios foliares), observados en el microscopio estereoscópico C) Ápices injertados en los patrones (tamaños 2, 3 y 4
primordios foliares), 16x. D) Patrones etiolados de citrange Carrizo utilizados en el microinjerto de los ápices./ Stages of the
performance of the in vitro shoot tip grafting technique using Nova IVIA 74-7 tangelo plants infected with HLB. A) From
left to right, preparation of the sprouts. B) Tested Apex (2, 3 and 4 leaf primordia), observed under the stereomicroscope
C) Micrografted apex in rootstocks, 16x. D) Etiolated rootstocks of Carrizo citrange used in apex micrografting.
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Diagnóstico de CLas en las plantas microinjertadas

El estado sanitario de las plantas obtenidas por
microinjerto se confirmó molecularmente con el uso
de la metodología de PCR anidada. Esta metodología
mostró una sensibilidad analítica superior a la PCR
convencional y a la PCR dúplex en estudios realiza-
dos previamente, por lo que se recomendó su uso en
análisis en los que la bacteria pudiera encontrarse en
concentraciones mínimas (38). Se colectaron cinco
hojas de cada una de ellas a los 16 meses y se obtu-
vieron los extractos de ADN por la metodología de
Murray y Thompson (33). Estos extractos se utilizaron
como molde en reacciones de PCR anidada para la
detección de CLas utilizando como cebadores exter-
nos: FD1/RP1 (generales de bacteria) (39) y cebadores
internos: OI1/OI2c (específicos para CLas) (2). La
metodología utilizada para la PCR anidada se
estandarizó en el laboratorio del Instituto de Investiga-
ciones en Fruticultura Tropical (38).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Material vegetal y diagnóstico molecular de bac-
terias Candidatus Liberibacter en las plantas
sintomáticas

Las plantas seleccionadas de los cinco cultivares,
como material de partida para la optimización del pro-
cedimiento de MIV, mostraron síntomas de moteados
asimétricos difusos en las hojas y brotes cloróticos
(Fig. 2). Estos síntomas fueron menos profusos en los
mandarinos Parson’s Special y Satsuma Tropical. En
el análisis de PCR dúplex de muestras de hojas de los
cinco cultivares se amplificó un fragmento de ADN con
una talla de 703 pb, similar al control positivo de CLas
utilizado en este ensayo y superior al de CLaf (Fig. 3).
El peso de estos amplicones coincidió con el espera-
do (703 pb) para la detección de Clas y CLaf, según la
metodología utilizada (34). La presencia de los sínto-
mas característicos de la enfermedad (7), y la obten-
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FIGURA 2. Síntomas de moteado asimétrico difuso característico de HLB en hojas de los cultivares seleccionados para la
optimización de la técnica de microinjerto in vitro de ápices caulinares para la eliminación de Candidatus Liberibacter
asiaticus: A) mandarino Sunburst IVIA 200-C-1, B) tangelo Nova IVIA 74-7, C) limero Persa SRA-58, D) mandarino Satsuma
Tropical y E) mandarino Parson’s Special./ Asymmetric diffuse mottling symptoms characteristic of HLB on leaves of
cultivars selected for optimization of the in vitro shoot-tip grafting technique for eliminating Candidatus Liberibacter
asiaticus: A) Sunburst mandarin IVIA 200-C-1, B) Nova IVIA 74-7 tangelo, C) Persian SRA-58 lime, D) Satsuma Tropical
mandarin, and E) Parson’s Special mandarin.
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ción de los amplicones con la talla esperada en el PCR,
permitieron afirmar la presencia de CLas asociada a
los síntomas de HLB en las plantas analizadas.

Eliminación de CLas mediante microinjerto in vitro
de ápices caulinares

La emisión de brotes en las plantas infectadas
defoliadas previamente fue abundante; sin embargo,
en los mandarinos Sunburst IVIA 200-C-1 y Satsuma
Tropical algunos brotes fueron deformes y otros pre-
sentaron apariencia débil o poco vigorosa. La infección
crónica por las bacterias causantes del HLB o aisla-
dos severos del virus de la tristeza de los cítricos (CTV)
se asoció con brotaciones erráticas. Además, muchos
de los brotes emitidos por estas plantas fueron débiles
cuando se utilizaron vástagos cultivados in vitro como
fuentes de brotes, debido a los severos daños fisiológi-
cos que ocasionan estos patógenos (23). No obstan-
te, se obtuvieron suficientes brotes aptos para ser uti-
lizados como fuentes de ápices a partir de plantas de
todos los cultivares.

Con relación al prendimiento, el mejor comporta-
miento se observó en los cultivares mandarino Parson´s

Special, tangelo Nova IVIA 74-7 y limero Persa SRA-
58 que alcanzaron el 100% de ápices presos para ta-
maños de 3 y 4 pf y valores superiores al 60% para
ápices de 2pf. En todos los cultivares se observó un
incremento del prendimiento a medida que aumentó el
tamaño del ápice empleado (Fig. 4).

Se consideraron como prendidos aquellos ápices
que se mantuvieron vivos y con color verde por un pe-
riodo mínimo de cuatro semanas. El inicio del creci-
miento de los ápices microinjertados fue perceptible a
los ocho días en limero Persa SRA-58, nueve días en
mandarino Parson’s Special, doce días en tangelo Nova
IVIA 74-7 y a los veinte días en los mandarinos Sunburst
IVIA 200-C-1 y Satsuma Tropical, los que continuaron
su desarrollo normal en los días posteriores (Fig. 5A).

En la medida que se utilizaron ápices de mayor
tamaño se incrementó el número de microinjertos que
crecieron, del cual resultó significativamente superior
el porcentaje obtenido con ápices de 4 pf en compara-
ción con los ápices de 2 y 3 pf. De los 78 ápices eva-
luados, 56 prendieron y de ellos más del 60% crecie-
ron, por lo que se considera un nivel adecuado de éxito
de la técnica y de obtención de plantas aptas para ser
reinjertadas (Tabla 1).

Sin embargo, 22 (28,21%) de estos microinjertos
que prendieron no crecieron, equivalentes al 39,29%
del total de microinjertos que se realizaron. Se obser-
vó la presencia de ápices vivos que no crecen en el
saneamiento de diferentes cultivares infectados con
otros patógenos. Su causa pudiera estar determinada
por varios factores relacionados con el patrón, la varie-
dad, el patógeno o las condiciones ambientales de
cultivo (24, 30, 31, 32). En este caso, el alto porcenta-
je que se obtuvo pudiera estar influido por las caracte-
rísticas de los brotes, especialmente en los cultivares
de mandarinos Sunburst IVIA 200-C-1 y Satsuma Tro-
pical, que como se describió anteriormente fueron poco
vigorosos.

Diversos factores afectan el prendimiento de los
microinjertos, entre ellos: la luz durante la germinación
de las semillas, la edad y la variedad del patrón, la
variedad a sanear y el tamaño del ápice (1, 24, 32). En
este ensayo todos los factores se mantuvieron según
el procedimiento estándar, excepto el tamaño del ápi-
ce, por lo que este pudiera ser el elemento de mayor
incidencia en el prendimiento. Estos resultados coin-
ciden con los informados por Navarro et al. en ensayos
realizados con el cultivar de naranjo ̈ Robertson Navel¨,
quienes obtuvieron 47,3% de éxito con tamaño de 6 pf
y se redujo a 14,6% cuando emplearon ápices de 2 pf
(31, 32).
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FIGURA 3. Productos de amplificación de la  reacción de la
PCR dúplex para la detección de Ca. Liberibacter a partir de
extractos de ADN utilizados en la estandarización del pro-
cedimiento para la eliminación de estos patógenos. Carri-
les: M, Marcador de peso molecular 1 Kb (Promega), 1 y 8:
Controles positivos (ADN de hojas infectadas con ´Ca. L.
asiaticus´ de Brasil y Cuba, respectivamente), 2: Control
negativo (ADN de una planta de cítrico obtenida de semi-
llas), 3-7: ADN de hojas infectadas de los cinco cultivares
analizados./ Amplification products of the duplex PCR for
Ca. Liberibacter detection from DNA extracted from leaves
of five citrus cultivars used for the standardization of the
Ca. Liberibacter elimination procedure. Lane M: 1 kb DNA
ladder (Promega), 1 and 8: positive controls (DNA of ́ Ca.
L. asiaticus´ infected leaves from Brazil and Cuba,
respectively), 2: DNA of a seedling, 3-7: DNA of infected
leaves of the five cultivars analyzed.
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Con el procedimiento estándar el porcentaje de pren-
dimiento varió entre 6,67% y 80% en el proceso de
saneamiento de diferentes especies (1, 40). En Cuba,
Zamora et al. (30) alcanzaron porcentajes de 67,41%
y 71,9 % para mandarinos y limeros, respectivamente,
y una media general superior al 65%, mientras que el
crecimiento de los microinjertos fue de 51,79% para
los mandarinos y 42,7% para los limeros.

Las 34 plantas microinjertadas obtenidas en el es-
tudio tuvieron un desarrollo normal y estuvieron aptas
para pasar a la siguiente fase (Fig. 5B) entre las 6-7
semanas posteriores al microinjerto. Finalmente, se
seleccionaron por su crecimiento 31 plantas para ser
reinjertadas sobre patrones de citrange Carrizo (Fig.
5C) y se conservaron en aislador durante el proceso
de su desarrollo y evaluación (Fig. 5D y 5E).

FIGURA 4. Comportamiento del prendimiento de los ápices en relación con los tamaños de ápices ensayados para la
eliminación de CLas, (pf: primordios foliares)./ Relationship between the apex sizes tested for removing CLas and the
number of grafts tied to the rootstocks (pf: leaf primordia).

TABLA 1. Porcentajes de prendimiento y crecimiento de los ápices microinjertados./ Percentages of success of the 
graftings tied to the rootstocks and growth rates of the micrografted apexes. 
 

Ápices que prendieron Ápices que crecieron 
Tamaño del ápice N 

n % n % 
2 pf 26 12 46,15b 5 41,67b 
3 pf 26 21 80,77a 10 47,62b 
4 pf 26 23 88,46a 19 82,61a 

Total 78 56 71,79 34 60,71 
Letras diferentes en una misma columna indican diferencia significativa (p<0,05) 
N= número total de MIV 
n= cantidad de MIV que prendieron/crecieron 
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https://comercio.softonic.com/esales/tienda/motor_tienda2.phtml?quehacer=comprar_programa&n_id=237
https://comercio.softonic.com/esales/tienda/motor_tienda2.phtml?quehacer=comprar_programa&n_id=237
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Diagnóstico de CLas en las plantas microinjertadas

Las 31 plantas se mantuvieron asintomáticas du-
rante cuatro años, independientemente del tamaño del
ápice o del cultivar saneado. De manera adicional a la
observación visual, no se amplificó ninguna banda en
el análisis mediante PCR anidada de las muestras co-
lectadas de todas las plantas saneadas, lo que indica
que indica que las mismas no estaban contaminadas
con CLas (Fig. 6).

La PCR anidada, a diferencia de la PCR convencio-
nal, utiliza dos reacciones de amplificación que au-
mentan considerablemente la sensibilidad (41). Es por
ello que esta técnica ha sido muy utilizada en el diag-
nóstico de patógenos que se encuentran en concen-
traciones muy bajas en los extractos de ADN (35, 38,
42,43). En ensayos de validación esta técnica mostró
un límite de detección de hasta 0,1 ng/ul de ADN total,
equivalente a 1,1 x 102 copias del gen rplL y a 110
bacterias/gramo de tejido (38), lo que la hace adecua-
da para la confirmación de la sanidad de las plantas
sometidas al MIV. No obstante, dicha técnica deja un
margen de error que es saldado por el tiempo de ob-
servación en que se mantuvieron las plantas logradas
por MIV, prolongado a cuatro años en condiciones con-
troladas.

Se considera que los patógenos causantes de HLB
son muy fáciles de eliminar con el procedimiento

estándar de MIV y prácticamente el 100% de las plan-
tas obtenidas resultan sanas. Vijayakumari et al. (40)
lograron 76% y 86,95%  de plantas sanas de HLB y
tristeza, respectivamente, con ápices compuestos por
el meristemo apical y tres primordios foliares. Sin em-
bargo, Navarro et al. (32) obtuvieron diferencias en el
saneamiento de exocortis y psorosis al incrementar
los tamaños de ápices. Los porcentajes de plantas
libres de psorosis decrecieron de 100% a 50% cuan-
do la talla del ápice se incrementó de 2pf a 4pf, mien-
tras que para exocortis se redujeron de 100% a 88,9%.
Con ápices de 6pf la reducción de la eficiencia fue de
45,8% para psorosis y 83,3% para exocortis. En
Cuba, la eficiencia del saneamiento con el procedi-
miento estándar era del 90,4% en la etapa de esta-
blecimiento de la técnica de microinjerto y se
incrementó al 99,6% en la etapa de desarrollo y apli-
cación de la misma (30).

Los resultados obtenidos en este estudio mediante
la optimización de la técnica de MIV para la elimina-
ción de CLas coincidieron con los informados por Na-
varro et al. (23). Estos autores lograron el 100% de
plantas libres de HLB obtenidas por MIV, a partir de
brotes tomados de estacas cultivadas in vitro con ápi-
ces de 3 y 6 pf, que representan tamaños de 0,15-0,2
mm y 0,5-0,7 mm, respectivamente. Por otra parte,
varios autores se refirieron controversialmente al tiem-
po que demoran en expresarse los síntomas caracte-

 

FIGURA 5. Diferentes etapas de desarrollo de las plantas microinjertadas. A) Ápice microinjertado de tangelo Nova IVIA 74-
7 a los 18 días, 16x. B) Planta microinjertada de tangelo Nova IVIA 74-7, de cinco semanas. C) Reinjerto de una planta
microinjertada realizado en un patrón de citrange Carrizo. D y E) Plantas reinjertadas en diferentes etapas de desarrollo: dos
meses y un año respectivamente./ Different development stages of micrografted plants. A) Micrografted apex of Nova IVIA
74-7 tangelo at 18 days. B) Micrografted plant of Nova IVIA 74-7 tangelo, at five weeks. C) Re-grafting of a micrografted
plant done on Carrizo citrange rootstock. D and E) Re-grafted plants at different stages of development: two months and
one year respectively.
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rísticos de la enfermedad HLB en las diferentes espe-
cies cítricas, aunque todos coinciden en que se puede
extender desde los seis meses hasta dos años (9, 12,
44, 45, 46, 47).

Estas evidencias indicaron que la metodología de
MIV fue exitosa en la eliminación de HLB a partir de
los tejidos de los cultivares utilizados en el ensayo,
incluso cuando se emplearon ápices mayores a los
recomendados en el  procedimiento estándar. Los re-
sultados alcanzados permitieron corroborar el papel
de la técnica de microinjerto en el SPMPCC y la efica-
cia para el saneamiento de especies de cítricos y gé-
neros afines, infectados con patógenos sistémicos pre-
sentes en el país o que pudieran ingresar a causa de
la situación sanitaria en la región. Adicionalmente,
constituyen la primera información de cultivares libres
de HLB en Cuba.
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