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RESUMO 

 
MAGALHÃES, Leandra Oliveira, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, março 

de 2022. Uso de antibióticos e calor na desinfecção de propágulos de citros infectados com 

Candidatus Liberibacter asiaticus. Orientador: Abelmon da Silva Gesteira. Coorientadores: 

Juliana Freitas-Astúa e Eduardo Augusto Girardi. 

 

As frutas cítricas são as mais produzidas no mundo, mas sua produção vem sendo ameaçada 

pelo huanglongbing (HLB, ex greening), doença considerada a mais destrutiva dos citros. A 

doença é associada a bactérias Candidatus Liberibacter spp. que vivem e se desenvolvem no 

floema das plantas. No Brasil Ca. Liberibacter asiaticus (CLas) é atualmente a mais 

disseminada. Estudos acerca de mecanismos de resistência relacionados a respostas 

epigenéticas ao HLB podem auxiliar no melhoramento genético da cultura, mas um pré- 

requisito para isso é obter plantas potencialmente sadias após essas plantas haverem sido 

infectadas pelo patógeno. Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade de 

regeneração de propágulos de citros infectados com CLas, bem como os efeitos dos antibióticos 

ampicilina e estreptomicina e da termoterapia na limpeza da bactéria. Para isso, foram montados 

dois experimentos: no primeiro utilizou-se da técnica da minigarfagem para propagação de 

garfos de citros tratadas com antibióticos; no segundo, fez-se uso da técnica da estaquia para 

propagação de estacas de citros tratadas com termoterapia. As espécies avaliadas foram a 

laranjeira doce Valência (Citrus × sinensis) e o Poncirus trifoliata, cujas plantas foram 

previamente infectadas (I) ou não infectadas (NI) com CLas, e das quais garfos foram obtidos 

e enxertados em limoeiro Cravo (C. limonia). No experimento com antibióticos, garfos foram 

tratados pela imersão por 12 h em solução de antibióticos (1 g/L de ampicilina + 0,1 g/L de 

estreptomicina) ou em água Milli-Q autoclavada. No experimento de termoterapia, foram 

utilizados três tempos de tratamento térmico sobre estacas: controle não tratado (T0), 1,30 min 

(T1) e 10 min (T2) de tratamento térmico a uma temperatura constante de 55 °C em banho- 

maria. Observou-se que os antibióticos não interferiram na viabilidade de regeneração dos 

propágulos tratados. Reduções observadas nas taxas de sobrevivência, brotação e crescimento 

dos enxertos estão associadas à presença de CLas nas plantas. Os antibióticos foram eficazes 

na eliminação de CLas em 61 % das plantas de P. trifoliata, mesmo 15 meses após tratamento. 

No experimento de termoterapia, pode-se constatar que quanto maior o tempo de tratamento 

térmico, menor a sobrevivência e a brotação das estacas tratadas. O tratamento térmico de 1,30 

min a 55 oC foi eficaz na eliminação de CLas em 30% das plantas de P. trifoliata, oito meses 

após tratamento. Nenhum método avaliado eliminou ou reduziu a titulação de CLas em C. x 

sinensis. As plantas de P. trifoliata potencialmente limpas serão mantidas para uso em estudos 

de metilação. 

 

Palavras-chave: Citrus x sinensis. Poncirus trifoliata. Ampicilina. Estreptomicina. 

Huanglongbing (HLB). Tratamento térmico. 
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ABSTRACT 

 
MAGALHÃES, Leandra Oliveira, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, março 

de 2022. Use of antibiotics and heat in the disinfection of citrus propagules infected with 

Candidatus Liberibacter  asiaticus. Advisor: Abelmon da Silva Gesteira. Co-advisors: Juliana 

Freitas-Astúa e Eduardo Augusto Girardi. 

 

Citrus fruits are the most produced in the world, but their production has been threatened by 

huanglongbing (HLB, ex greening), disease considered the most destructive of citrus. The 

disease is associated with bacteria Candidatus Liberibacter spp. that live and develop in the 

phloem of plants. In Brazil Ca. Liberibacter asiaticus (CLas) is currently the most widespread. 

Studies on resistance mechanisms related to epigenetic responses to HLB can help in the genetic 

improvement of the crop, but a prerequisite for this is to obtain potentially healthy plants after 

these plants have been infected by the pathogen. Thus, the objective of this work was to evaluate 

the effect of ampicillin and streptomycin antibiotics and thermotherapy in cleaning citrus 

propagules infected with CLas, as well as the viability of regeneration of treated propagules. 

For this, two experiments were set up: in the first one, the mini-garfing technique was used to 

propagate antibiotic-treated citrus forks; in the second, the cutting technique was used to 

propagate citrus cuttings treated with thermotherapy. The evaluated species were Valencia 

sweet orange (Citrus × sinensis) and Poncirus trifoliata, whose plants were previously infected 

(I) or uninfected (NI) with CLas, and from which forks were obtained and grafted onto Rangpur 

lime (C. limonia). In the antibiotic experiment, forks were treated by immersion for 12 h in 

antibiotic solution (1 g/L ampicillin + 0.1 g/L streptomycin) or in autoclaved Milli -Q water. In 

the thermotherapy experiment, three times of heat treatment were used on cuttings: untreated 

control (T0), 1.30 min (T1) and 10 min (T2) of heat treatment at a constant temperature of 55 

°C in a water bath. It was observed that the antibiotics did not interfere with the viability of 

regeneration of the treated propagules. Reductions observed in graft survival, sprouting and 

growth rates are associated with the presence of CLas in plants. Antibiotics were effective in 

eliminating CLas in 61% of P. trifoliata plants, even 15 months after treatment. In the 

thermotherapy experiment, it can be seen that the longer the heat treatment time, the lower the 

survival and sprouting of the treated cuttings. The heat treatment of 1.30 min at 55 °C was 

effective in eliminating CLas in 30% of P. trifoliata plants, eight months after treatment. None 

of the methods evaluated eliminated or reduced the titration of CLas in C. x sinensis. Potentially 

cleaned P. trifoliata plants will be kept for use in methylation studies. 

 
Keywords: Citrus × sinensis. Poncirus trifoliata. Ampicillin. Heat treatment. Huanglongbing 

(HLB). Streptomycin. 
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1 INTRODUÇÃO  

 
 

Os citros compõem um grande grupo do gênero Citrus e também outros gêneros afins, 

como Fortunella e Poncirus, além de híbridos da família Rutacea, e são representados 

principalmente por laranjas, tangerinas, limas e limões, dentre outros (LOPES et al., 2011). A 

citricultura é um dos setores que mais se destaca na fruticultura, sendo as frutas cítricas as mais 

produzidas no mundo (COUTO & CANNIATTI-BRAZACA, 2010). Os principais produtores 

de laranja são o Brasil, a Índia, a China, os Estados Unidos e o México (BRASILAGRO, 2019; 

FAOSTAT, 2020). 

O Brasil, além de ser o maior produtor mundial de laranjas, é também o maior 

exportador de suco de laranja (SISTEMA FAEG, 2021; ZULIAN et al., 2013). A citricultura 

representa um dos mais tradicionais setores do agronegócio brasileiro, respondendo por 79% 

de participação no comércio mundial de suco de laranja (CITRUS BR, 2021). 

Há mais de um século, a citricultura tem-se beneficiado das vantagens da enxertia, em 

que uma planta cítrica comercial é formada pelo enxerto ou copa e pelo porta-enxerto, 

agregando os benefícios de cada uma dessas partes e sua interação (BASTOS et al., 2014). Em 

relação às principais cultivares copa usadas no Brasil, se destacam as espécies do grupo das 

laranjas-doces [Citrus ×sinensis (L.) Osbeck], das tangerinas (principalmente C. reticulada 

Blanco e C. clementina hort. ex Tanaka), dos limões verdadeiros [C. ×limon (L.) Brum. F.] e 

das limas-ácidas [C. aurantiifolia Christm. C. latifolia (Yu.Tanaka) Tanaka] (GIRARDI et al., 

2021). 

O porta-enxerto é fundamental na formação da muda cítrica, visto que pode interferir 

em várias características da copa, como desenvolvimento, vigor, precocidade, quantidade e 

qualidade da produção, período de maturação dos frutos, resistência a pragas e a doenças e 

capacidade de adaptação da planta às condições edafoclimáticas desfavoráveis, preservando as 

características fundamentais das copas desejadas (POMPEU JUNIOR, 2005). No Brasil, a 

maioria dos pomares utilizam-se do porta-enxerto limoeiro Cravo (C. ×limonia Osbeck), mas 

são utilizados também outros porta-enxertos como trifoliata [Poncirus trifoliata (L.) Raf.] e o 

citrumelo Swingle (C. ×paradisi × P. trifoliata) (CARVALHO et al., 2019). 

A produtividade dos citros pode ser afetada por diversos fatores abióticos e bióticos. 

Dentre eles, as mudanças climáticas e as doenças são os que mais interferem na produção, no 

preço de mercado e, consequentemente, em todo o andamento da atividade da citricultura 

(ZULIAN et al., 2013). 
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As doenças que afetam os citros podem ser causadas principalmente por fungos, vírus 

ou bactérias. Dentre as doenças bacterianas, destaca-se o huanglongbing (HLB), também 

conhecido como greening ou ñdoen­a do ramo amareloò (tradução do termo chinês 

ñhuanglongbingò), e ® considerada a doen­a de maior import©ncia no mundo, em fun­«o da 

dificuldade de controle, da rápida disseminação, por ser altamente destrutiva e por não existir, 

até o momento, uma cura ou tratamento (BASSANEZI et al., 2020). Além disso, não existe 

variedade comercial resistente à doença (ALVES et al., 2021). 

O HLB é causado por bactérias Gram-negativas Candidatus Liberibacter spp., que 

vivem e se desenvolvem no floema das plantas (FUNDECITRUS, 2009). Já foram 

caracterizadas três espécies dessas bactérias: Ca. Liberibacter africanus (CLaf), detectada 

inicialmente no continente africano; Ca. Liberibacter americanus (CLam), detectada 

inicialmente no continente americano; e Ca. Liberibacter asiaticus (CLas), detectada 

inicialmente na Ásia (BOVE, 2006). No Brasil, podem-se encontrar CLam e CLas, sendo CLam 

de rara ocorrência atualmente (BASSANEZI et al., 2020). 

A transmissão da bactéria de uma planta doente para uma planta sadia ocorre 

principalmente através do psilídeo Diaphorina citri, sendo no Brasil encontrado em todo o 

território (BOVÉ, 2006). Recomenda-se que o diagnóstico das plantas contaminadas seja feito 

inicialmente pelo meio visual, mas com comprovação por PCR (Polimerase Chain Reaction) 

quantitativo em tempo real (qPCR) (LI  et al., 2009). O qPCR é também utilizado para detecção 

de CLas em folhas ainda assintomáticas, e neste caso possibilita a detecção da bactéria mesmo 

em baixíssimas concentrações (BERTOLINI et al., 2014). 

Atualmente, o manejo da doença é realizado através da eliminação de plantas doentes, 

controle químico do inseto vetor em escala regional e plantio de mudas de viveiros telados e 

certificados (BASSANEZI et al., 2020). Mas, com o crescimento do interesse pela agricultura 

de base agroecológica, novas medidas de proteção de plantas podem se tornar destaque 

futuramente, como a indução de resistência, que consiste na ativação de mecanismos de defesa 

vegetal para o controle de pragas e doenças (STANGARLIN et al., 2011). Entre esses 

mecanismos, destacam-se aqueles relacionados a respostas epigenéticas aos estresses (CHEN 

et al., 2015; GAYACHARAN & JOEL, 2013; KAPAZOGLOU et al., 2021; KINOSHITA & 

SEKI, 2014; NEVES et al., 2017; SILVA et al., 2021) que podem fomentar ações de 

melhoramento genético dos citros no futuro. No entanto, para ser viável a condução desses 

estudos, antes é necessário otimizar a metodologia para se obter plantas sadias a partir de plantas 

ou partes dela, previamente expostas ao HLB. A micro enxertia é uma medida eficaz na limpeza 
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de patógenos, mas em trabalhos que visam avaliar uma grande quantidade de 

plantas/propágulos é necessário a utilização de métodos alternativos menos complexos. Desse 

modo, a procura por medidas eficazes de limpeza de CLas é necessária, e duas técnicas 

potenciais são o uso de antibióticos e a termoterapia. 

De acordo com Zhang et al. (2012), os antibióticos penicilina e estreptomicina 

apresentaram resultados eficazes na eliminação da bactéria CLas. Os autores trataram estacas 

de pomelo (Citrus maxima) e limão (Citrus × limon), de 3 a 4 cm de comprimento, com 

penicilina (1 g/L) e estreptomicina (0,1 g/L), por 4 h, posteriormente realizaram a enxertia. A 

oxitetraciclina a 2 g/600 mL por §rvore, via inje­«o no tronco de laranja doce óHamlinô e 

citrumelo óSwingleô tamb®m apresentou resultados satisfat·rios na redu­«o do t²tulo de CLas 

(HU & WANG, 2016). 

O estudo realizado por Hoffman et al. (2013) mostrou que o tratamento térmico 

controlado de 40°C e 42 °C (fotoperíodo de 16 horas) por períodos de tempo que variaram de 

2 dias a 4 meses, reduziu drasticamente o título de CLas em plantas de C. reticulata, C. paradisi, 

C. limon, de 12 meses de idade, infectadas com a bactéria, a qual se tornou indetectável meses 

após o tratamento térmico. Autores como Gramaje et al. (2009) e Thapa et al. (2021) também 

realizaram estudos com termoterapia para avaliar, além da limpeza do patógeno alvo, o efeito 

do tratamento na viabilidade de regeneração da planta. De acordo com seus resultados, quanto 

maior a temperatura e tempo de tratamento, mais eficiente é a limpeza do patógeno, porém 

menor foi a sobrevivência e brotação das plantas. No entanto, os estudos que mostram o efeito 

de antibióticos na viabilidade de regeneração das plantas tratadas, ainda são escassos. 

Nesse sentido, pesquisas referentes à potencial eliminação de CLas e obtenção de 

plantas sadias (ou sanitizadas) e bem desenvolvidas podem representar um avanço no meio 

científico, pois através delas novos estudos podem ser realizados, sobretudo sobre marcas 

epigenéticas associadas à reinfecção, em busca de variedades de citros mais resistentes ao HLB 

no futuro. Além disso, a técnica de limpeza pode ser útil no resgate de plantas elite ou genótipos 

raros que tenham sido infectados pela doença. Com isso, o presente trabalho teve por objetivos: 

a) Objetivo geral: 

- Avaliar a viabilidade de regeneração de propágulos de citros infectados com CLas, 

bem como os efeitos dos antibióticos ampicilina e estreptomicina e da termoterapia 

na limpeza da bactéria. 

 
b) Objetivos específicos: 
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- Avaliar a sobrevivência, brotação e crescimento de enxertos do tipo minigarfos de 

duas espécies de citros infectadas com CLas e tratadas com antibióticos; 

- Avaliar a sobrevivência e brotação de estacas de duas espécies de citros infectadas 

com CLas e submetidas à tratamento com calor; 

- Detectar a presença ou não de CLas em enxertos de duas espécies de citros 

previamente infectadas com a bactéria e tratadas com antibióticos; 

- Detectar a presença ou não de CLas em estacas de duas espécies de citros 

previamente infectadas com a bactéria e submetidas à tratamento calor. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 
 

2.1 A citricultura  no Brasil e a importância econômica dos citros 

 
 

O cultivo dos citros remonta há mais de dois mil anos antes de Cristo, conforme 

demostram escritos na China (MATTOS JÚNIOR et al., 2005). Essas plantas são originárias 

majoritariamente das regiões úmidas tropicais e subtropicais do continente asiático e ilhas 

adjacentes (ARAÚJO & SALIBE, 2002). No Brasil, estima-se que os citros tenham sido 

introduzidos pelos portugueses e primeiros plantios de citros tenham sido realizados entre 1530 

e 1540 (HASSE, 1987), provavelmente nas regiões hoje correspondentes à Bahia e São Paulo 

(LOPES et al., 2011). 

As frutas cítricas, destacando-se as laranjas, tangerinas, limas e limões, estão entre as 

mais consumidas pela população humana (SANCHES et al., 2018), possuindo importante papel 

na dieta alimentar dos brasileiros e também de povos de outros países, especialmente na forma 

de sucos e frutas frescas (MARMITT et al., 2016). Estas são fontes de fibras e vitaminas, 

especialmente a C, além de conterem metabólitos secundários incluindo antioxidantes como 

ácido ascórbico, compostos fenólicos e flavonoides que são importantes para a nutrição humana 

(JAYAPRAKASHA & PATIL, 2007). 

Por ser uma atividade que exige uma grande quantidade de mão de obra, especialmente 

durante a colheita, a citricultura tem um impacto bastante forte na economia em 350 municípios 

de São Paulo e Triângulo Mineiro, gerando cerca de 200 mil empregos diretos e indiretos e o 

setor ainda gera um PIB de US$ 6,5 bilhões de dólares em todos os elos de sua cadeia produtiva 

(NEVES & TROMBIN, 2017). De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

(IBGE), o PIB do setor agropecuário cresceu 1,3% em 2019, totalizando R$ 322 bilhões 

(GOVERNO DO BRASIL, 2020). Dos principais produtos agropecuários do Brasil, cabe 

destaque para a soja, cana-de-açúcar, milho, café, algodão, laranja, tabaco, arroz, cacau e 

mandioca (DIA RURAL, 2021). 

Embora a citricultura encontre-se distribuída por todo o território nacional, apresentando 

grande importância econômica e social para diversos estados, São Paulo é o maior produtor de 

laranjas, tangerinas e limões, sendo o cinturão citrícola de São Paulo e do Triângulo Mineiro 

responsável por produzir 80% das laranjas do Brasil (FUNDECITRUS, 2021a). O número de 

árvores produtivas da safra de 2021 no cinturão citrícola totalizou 166,56 milhões, ocupando 

uma área de 400.316 hectares (FUNDECITRUS, 2021a). 
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2.2 Minienxertia  e estaquia: métodos de propagação vegetal 

 
 

As plantas cítricas podem ser multiplicadas por sementes ou propagação vegetativa 

como a mergulhia, alporquia, estaquia e enxertia (ANDRADE & MARTINS, 2003). A 

semeadura foi o método utilizado na propagação das primeiras espécies cítricas introduzidas no 

Brasil, e na citricultura mundial predominou até a metade do século XIX, quando problemas 

relacionados ao ataque de Phytophthora sp. na Ilha dos Açores (Portugal), determinou o uso de 

porta-enxertos tolerantes a esse oomiceto (MENDES, 2016). 

Além de problemas relacionados a doenças, a multiplicação por sementes apresenta 

várias desvantagens, como: o início de produção tardio dos pés-francos, implicando em mais 

tempo para que se tenha o retorno econômico do capital investido na implantação do pomar; a 

produção dos frutos pode ser menor e aperiódica, e as plantas apresentam muitos espinhos e 

crescem bastante, dificultando a colheita e os tratos culturais (CUNHA SOBRINHO et al., 

2013). Já a propagação vegetativa apresenta uma série de vantagens na produção comercial de 

mudas de fruteiras em relação à propagação por sementes, entre as quais podem ser citadas: 

conservação do valor agronômico da planta matriz; redução da fase juvenil e, 

consequentemente, do período improdutivo; obtenção de áreas de produção uniformes, o que 

permite uma melhor definição e execução das práticas de manejo no pomar; e estabelecimento 

de combinações de atributos de diferentes copas e porta-enxertos em uma única nova planta 

(FACHINELLO et al., 2005). 

Dessa forma, a propagação vegetativa, também chamada de assexuada ou clonal, é a 

forma de multiplicação de variedades copa mais empregada atualmente nos pomares. 

Praticamente todas as espécies exploradas comercialmente são propagadas vegetativamente, 

assim como muitos porta-enxertos utilizados na propagação de fruteiras (FACHINELLO et al., 

2005). Esse método consiste na multiplicação de indivíduos a partir de porções vegetativas das 

plantas, em razão da capacidade de regeneração dos órgãos vegetativos (HARTMANN et al., 

2002). Por serem provenientes de uma mesma planta matriz, os clones, gerados a partir da 

propagação vegetativa, apresentam a mesma constituição genética, idênticas necessidades 

climáticas, edáficas, nutricionais e de manejo (FACHINELLO et al., 2005). 

Dentre os métodos de propagação, a enxertia é o mais empregado na multiplicação dos 

citros (CARVALHO et al., 2019), e consiste em juntar duas plantas diferentes (às vezes três ou 

mais) ou partes da planta, de tal maneira que elas possam se unir e continuar o seu crescimento 

(HARTMANN et al., 2002). Essa nova planta, formada por meio da enxertia, compreende 
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basicamente duas partes: o enxerto (cavaleiro,  ou garfo quando se trata da enxertia por 

garfagem) e o porta-enxerto (cavalo) (FRANZON et al., 2010). O porta-enxerto fica na parte 

inferior e contribui com o sistema radicular, fornecendo água e sais minerais à combinação, 

além de poder conferir resistência, tolerância ou imunidade a fatores adversos; já o enxerto fica 

na parte superior e tem a finalidade de produção (GOTO et al., 2003; LEE, 1994). Em citros, a 

técnica de borbulhia em T-invertido é a mais usada comercialmente, mas a garfagem pode ser 

utilizada em alguns casos (CARVALHO et al., 2019). 

Remotamente a técnica da enxertia foi aprimorada, como por exemplo, para a 

minienxertia (RIBEIRO et al., 2008), a qual faz uso dos mesmos procedimentos da enxertia 

convencional, no entanto, além de utilizar-se de propágulos em dimensões menores, medindo 

até centímetros, faz-se uso de porta-enxertos também em dimensões menores, constituindo-se 

mudas. Apresenta vantagens como melhor pegamento e cicatrização e menor tempo de 

produção das mudas em relação à enxertia convencional (WENDLING & HOFFMANN, 2005), 

quando a intensão é utilizar a técnica em pesquisa. Além disso, necessita de menor espaçamento 

no viveiro, já que os enxertos são de tamanhos reduzidos, intitulados de minienxertos. 

Outro método de reprodução assexuada bastante utilizado é a estaquia. A propagação 

por estacas utiliza quaisquer segmentos da planta (ramo, raiz ou folha) que, quando colocados 

em meio adequado, são capazes de formar raízes adventícias e originar uma nova planta 

(FACHINELLO et al., 2005). Nas plantas herbáceas, as partes comumente utilizadas são ramos, 

folhas e pedaços de folhas; já em plantas lenhosas, como a maioria das frutíferas, as estacas de 

caule são os tipos mais utilizados (HARTMANN et al., 2002). 

O enraizamento por estacas é um método que também mantém as características básicas 

da planta-mãe e incrementa o número de plantas rapidamente (PLATT & OPTIZ, 1973). Essa 

técnica é ocasionalmente utilizada para obtenção de porta-enxertos de citros, podendo 

possibilitar, além da redução do prazo na formação da muda, a uniformidade do pomar, já que 

os porta-enxertos são clones (ZAFARRI et al., 1993). No entanto, depende do potencial de 

enraizamento da variedade ou espécie, sendo os trifoliatas em geral bastante aptos a essa técnica 

de propagação (OLIVEIRA et al., 2014). 

 
2.3 Huanglongbing dos citros 

 
 

Dentre as doenças que afetam os citros, o huanglongbing (HLB) é a mais devastadora e 

preocupante, por não existir cura para essa enfermidade (BOVÉ, 2006). Além disso, todas as 
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variedades comerciais de citros são suscetíveis, bem como alguns hospedeiros alternativos, 

como a rutácea ornamental conhecida como murta-de-cheiro ou falsa-murta [Murraya 

paniculata (L.) Jack], ainda que o título bacteriano em seus tecidos seja extremamente baixo 

ou transiente (LOPES et al., 2006). Entretanto, resistência, ou não multiplicação da bactéria, 

foi recentemente identificada em espécies afins de Citrus, como Eremocitrus glauca e 

Microcitrus (lima australiana) e seus híbridos e os com Citrus, podendo ser utilizados como 

fontes de resistência em programas de melhoramento, bem como avaliados diretamente como 

porta-enxertos ou interenxertos que possibilitem melhor comportamento das copas em relação 

à doença (ALVES et al., 2021). 

O HLB foi primeiramente relatado na China há mais de 100 anos (BOVÉ, 2006) e foi 

relatado pela primeira vez no Brasil no estado de São Paulo em 2004 (COLLETA FILHO et 

al., 2004). Atualmente, a doença está presente em todas as regiões produtoras do estado de São 

Paulo, além de regiões no Paraná, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul (FUNDECITRUS, 

2021b). A doença é associada a bactérias Ca. Liberibacter spp.: Ca. Liberibacter africanus 

(CLaf), Ca. Liberibacter americanus (CLam) e Ca. Liberibacter asiaticus (CLas) (SANTOS 

FILHO et al., 2009). 

O termo Candidatus é usado para organismos bem caracterizados, porém ainda não 

cultivados ou que tenham permitido fechar os postulados de Koch (MURRAY & SCHLEIFER, 

1994). No Brasil, CLas é o principal agente associado à doença, presente em mais de 99% das 

plantas doentes; entretanto, no início da detecção do HLB no país, a bactéria CLam era 

prevalente, mas, ao longo do tempo, deixou de ser a espécie predominante, afetando hoje menos 

de 1% das plantas doentes (FUNDECITRUS, 2019b; GASPAROTO et al., 2022). 

A transmissão da bactéria de uma planta doente para uma sadia ocorre pelo psilídeo 

Diaphorina citri  Kuwayama, família Liviidae, sendo este o único inseto vetor de Ca. 

Liberibacter spp. no Brasil. Este psilídeo mede cerca de 2 a 3 mm de comprimento, possui asas 

transparentes com bordas escuras, forma um ângulo de 45º em relação à planta quando em 

pouso, e suas ninfas são achatadas, de coloração amarelo-alaranjado e com olhos vermelhos 

(OLIVEIRA et al., 2018). Alimentam-se principalmente em brotos novos e caminham 

lentamente (AYRES et al., 2018). 

O psilídeo alimenta-se da seiva da planta e a aquisição e transmissão da bactéria pelo 

vetor podem levar de 30 a 60 minutos (AMMAR et al., 2016), ou até mesmo depois de 15 

minutos de alimentação (FUNDECITRUS, 2019a). Quando o inseto não infectivo suga a seiva 

de uma planta infectada ele poderá se tornar infectivo e capaz de transmitir a bactéria a uma 
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planta sadia, na qual a bactéria irá se multiplicar sistemicamente no floema (TSAI & LIU, 

2000). Ninfas e adultos podem adquirir o patógeno, porém as ninfas são mais eficientes 

(INOUE et al., 2009). 

A bactéria circula no floema por toda a planta, exceto no endosperma e embriões da 

semente, e os sintomas são setorizados e não uniformemente distribuídos, podendo-se observar 

uma degeneração progressiva do floema, resultando em colapso parcial ou total da planta 

infectada (SÁ-PEREIRA, 2015). Já no inseto vetor, a bactéria multiplica-se na hemolinfa e 

glândulas salivares. Indivíduos que adquirem CLas na fase ninfal são capazes de transmiti-la 

após a ecdise para a fase adulta, evidenciando que o patógeno é circulativo propagativo no 

vetor, não estando restrito ao estomodeu ou às peças bucais; com isso, após a aquisição, a 

bactéria é detectada em vários órgãos e tecidos de D. citri incluindo tubo digestivo, músculos, 

hemolinfa, túbulos de Malpighi, ovários e glândulas salivares (AMMAR, et al., 2011). 

 
2.4 Sintomatologia e diagnose do HLB  

 
 

Os sintomas do HLB são identificados visualmente e se manifestam no limbo foliar, na 

brotação dos ramos, no crescimento e amadurecimento dos frutos e no desenvolvimento geral 

da planta. Como o floema e o sistema fotossintético são afetados, inúmeras alterações 

fisiológicas são observadas na planta (COLETTA FILHO & CARLOS, 2010). Aparentemente 

os sintomas estão associados à colonização de CLas, que provoca obstrução dos vasos do 

floema, ocasionando acúmulo de amido e colapso dos vasos; com isso, a obstrução dos vasos 

impede o fluxo e distribuição das substâncias fotossintetizadas na copa, reduz o número de 

cloroplastos e dificulta a translocação de macro e micronutrientes (ACHOR et al., 2010). Os 

sintomas também podem ser efeitos de perdas no sistema radicular que ocorrem antes mesmos 

dos sintomas serem observados na copa (JOHNSON et al., 2014). 

Os sintomas característicos da doença incluem amarelecimento dos ramos, mosqueado 

em folhas, frutos tortos e com inversão de cor no estágio de maturação e sombra prateada ao 

serem pressionados, deformação na columela central, amarelecimento na região do pedúnculo 

e sementes abortadas (GIRARDI et al., 2011). 

No campo, as plantas doentes apresentam inicialmente sintomas em um ou mais ramos, 

sendo mais comum sua observação no outono e início do inverno (BOVÉ, 2006). As folhas 

presentes nestes ramos perdem a coloração verde e apresentam-se parcialmente amareladas e 

verdes, sintoma denominado ómosqueadoô que é o sintoma mais característico da doença, o qual 
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tem sido observado em todos os locais onde a doença foi descrita (BOVÉ, 2006). 

Posteriormente, as plantas podem apresentar outros sintomas como folhas de ramos 

sintomáticos curvadas, de tamanho reduzido, nervuras salientes e escurecidas (BASSANEZI, 

2012). Com a progressão dos sintomas na copa, a planta apresenta redução do tamanho, as 

folhas caem e os ramos secam (BOVÉ, 2006). Além disso, há queda precoce dos frutos em 

plantas sintomáticas e os que ficam retidos nos ramos doentes apresentam grande impacto da 

qualidade, com acidez elevada e menor porcentagem de sólidos solúveis, implicando 

diretamente na qualidade do suco (BASSANEZI et al., 2012). 

Avaliações realizadas em talhões de diferentes combinações copa/porta-enxerto, com 

plantas entre 8 a 12 anos de plantio, mostrou que, de maneira geral, no primeiro ano após o 

aparecimento dos sintomas do HLB, a doença atingiu em média 8% da copa das plantas, 

resultando em uma produção em média 8% menor em relação às plantas sadias (BASSANEZI, 

2017). Conforme o autor, no segundo ano, a severidade média da doença foi de 24% e a 

produção destas plantas foi 32% menor que das plantas sadias. No terceiro ano, a severidade 

média alcançou 39% da copa das plantas e a produção foi reduzida em média 59%. No quarto 

ano, os sintomas continuaram evoluindo na copa das plantas e atingiram em média 47% da sua 

área, levando a uma redução de produção semelhante à do ano anterior, 59%. Estes resultados 

indicam que o progresso da severidade dos sintomas de HLB e a queda de produção em plantas 

adultas são mais rápidos do que se imaginava, pois em apenas quatro anos após o aparecimento 

dos sintomas nestas plantas, os mesmos chegam a tomar cerca de metade da área da copa, 

reduzindo a produção em aproximadamente 60%. 

O período de incubação, ou tempo entre o momento da inoculação pelo inseto e a 

manifestação dos sintomas do HLB, é variável, podendo ser de meses a mais de um ano, 

dependendo da época de infecção, combinação de copa e porta-enxerto e idade da planta 

(LOPES et al., 2009a; YAMAMOTO et al., 2006). 

De acordo com Lopes et al. (2009a), o clima, principalmente a temperatura, parece ter 

papel preponderante na manifestação e progressão dos sintomas. A maior incidência de plantas 

com sintomas visuais é observada entre o final do verão e o início da primavera, com máxima 

detecção ocorrendo entre o outono e o inverno, em decorrência das menores temperaturas 

prevalentes nestas épocas, as quais favorecem o aumento das taxas de multiplicação da bactéria 

(LOPES et al. 2009b). 

Neste caso, devido à existência de um período de tempo entre a transmissão pelo vetor 

e a expressão dos sintomas, é comum que uma planta assintomática possa atuar como fonte de 
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infecção para várias outras plantas até a sua detecção (BASSANEZI et al., 2010). Já foi 

demostrado experimentalmente que a concentração de CLas, em plantas sem qualquer sintoma 

foliar evidente, pode ser tão alta quanto a concentração nas mesmas plantas quando estas 

passaram a exibir sintomas característicos do HLB (LOPES et al., 2009a). 

Em razão dessa variação no período de tempo de incubação da doença, a diagnose de 

plantas com HLB não é um procedimento simples, tornando-se inviável de ser feita apenas por 

meio visual, observando sintomas. Além disso, caso a planta apresente sintomas, estes podem 

ser confundidos com aqueles associados a várias outras doenças dos citros e com deficiências 

nutricionais (OLIVEIRA et al., 2018). 

Com isso, a melhor alternativa para a diagnose do HLB é a utilização da PCR, 

especificamente a PCR quantitativa em tempo real (qPCR). O método utiliza-se da atividade 

nucleásica da Taq DNA polimerase na região terminal 5ô para clivagem de uma sonda 

hibridizada ao DNA alvo durante a fase de extensão da PCR. Com isso, a sonda é marcada com 

dois corantes fluorescentes, um que emite (reporter) e o outro que capta (quencher) a 

fluorescência (energia), liberando-a somente quando a sonda é clivada durante a extensão da 

PCR, ou seja, quando houver anelamento dos primers e sondas ao DNA-alvo; neste caso, a 

fluorescência é captada por um detector, quantificando-a (COLETTA FILHO & CARLOS, 

2010). 

O primeiro conjunto de primers e sondas para qPCR, para a detecção de Ca. Liberibacter 

spp. de citros, foi descrito por Li et al. (2006). Utilizando do sistema TaqMan®, estes autores 

desenvolveram conjuntos de primers (HLBas, HLBaf, HLBam e HLBr) e sonda (HLBp), 

específicos ao gene 16S rRNA das espécies CLas, CLaf e CLam. Nestes conjuntos, as 

sequências do primer reverso (HLBr) e a da sonda (HLBp) foram comuns para as três espécies 

de Liberibacter, sendo que a especificidade da PCR foi dada pelos primers diretos (forward) 

(COLETTA FILHO & CARLOS, 2010). 

Na PCR quantitativa em tempo real, dois valores são calculados na fase exponencial, 

sendo eles a linha Threshold, que representa a quantidade de amplificado que emite pela 

primeira vez um sinal de fluorescência detectável pelo equipamento, e o Cycle Threshold (Ct), 

sendo que o valor de Ct é inversamente proporcional à quantidade de produto detectado 

(CHADDAD, 2013). Portanto, o Ct representa o ponto que detecta o ciclo no qual a reação 

atinge o limiar da fase exponencial. Esse ponto permite a quantificação exata e reprodutível 

baseada na fluorescência de cada amostra (NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004). 
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Amostras com valores indeterminados ou com valores de Ct Ó 34 s«o considerados 

negativos para CLas (LOPES et al., 2013). Além de Ct indeterminado, outros valores de Ct 

tamb®m s«o utilizados para indicarem que a amostra ® negativa para CLas; Ó 35, como o 

observado no trabalho de Boscariol-Camargo et al. (2010) e Ó 36, como visto no trabalho de 

Zhang et al. (2014). O limite de Ct para considerar uma amostra positiva não é padronizado 

mundialmente e pode levar a subestimar a presença de plantas infectadas, por exemplo, na 

Califórnia, EUA, o limiar de Ct foi recentemente aumentado de 32 para 36,99 (GRAHAM et 

al., 2020). 

 
2.5 Incidência atual do HLB  no Brasil, manejo e controle da doença 

 
 

Segundo dados do Fundecitrus, o levantamento anual de greening de 2020 mostrou que 

a doença está presente em 22,37% das laranjeiras do cinturão citrícola de São Paulo e 

Triângulo/Sudoeste Mineiro, o que equivale a mais de 43 milhões de árvores doentes dentre um 

total de 194 milhões de plantas. Em relação ao ano de 2019, a incidência cresceu 7,2%, 

representando o maior patamar desde o primeiro relato no Brasil (FUNDECITRUS, 2021c). 

Entretanto, apesar de a atual incidência do HLB ser a mais alta registrada, projeção do 

Fundecitrus aponta que ela poderia ser muito maior, chegando a 95% se nenhuma medida de 

controle tivesse sido adotada (FUNDECITRUS, 2021c). 

Avaliações sobre o efeito da doença em diferentes regiões do mundo com produção 

expressiva de citros, incluindo o estado de São Paulo, demostraram que pomares adultos 

inteiros podem tornar-se inviáveis economicamente entre sete e dez anos após o aparecimento 

da primeira planta sintomática, se as medidas de controle existentes não forem empregadas 

(GOTTWALD, 2007). Um estudo realizado por Luiz (2018) evidenciou que tanto a incidência 

quanto a severidade do HLB são mais altas em árvores mais jovens, contribuindo para a rápida 

disseminação da doença. 

Devido ao fato de não haver cura para o HLB, o controle da doença é realizado através 

da prevenção da entrada do patógeno, plantio de mudas sadias, eliminação das plantas doentes 

e controle do inseto vetor (BASSANEZI et al., 2020). Além disso, pomares altamente 

infestados com a da doença devem ser eliminados inteiramente, erradicando-se as plantas com 

e sem sintomas (FUNDECITRUS, 2009). A prevenção é a melhor maneira de impedir a 

propagação do HLB, sendo essencial, principalmente em regiões livres de organismos 

dispersores, para evitar sua entrada por meio de severas medidas de quarentena e inúmeras 

https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PHYTO-08-21-0358-IA?rfr_dat=cr_pub%2B%2B0pubmed&url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&b50
https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PHYTO-08-21-0358-IA?rfr_dat=cr_pub%2B%2B0pubmed&url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&b50
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inspeções (ALQUÉZAR et al., 2022). O sucesso do manejo do HLB exige esforços individuais 

e cooperativos por parte dos citricultores, instituições de pesquisas, agentes governamentais e 

sociedade, sendo estas as formas mais bem sucedidas de controlar e prevenir novas infecções 

do HLB, até que novas medidas mais duráveis e sustentáveis estejam disponíveis (BASSANEZI 

et al., 2020). 

Pomares que são controlados, mesmo seguindo as medidas de prevenção, podem ser 

infectados por inóculos externos, ou seja, de pomares vizinhos infectados, de onde o psilídeo 

pode migrar e contaminar os pomares sadios (BASSANEZI et al., 2010). Este fato levou a 

estudos que mostram uma maior incidência de psilídeos nas plantas localizadas nas bordas dos 

pomares, e consequentemente, maior incidência de plantas doentes nesses locais, fenômeno 

chamado de ñefeito de bordaò (ULIAN, 2016). Neste caso, foi evidenciada a importância do 

manejo regional através da pulverização nessas áreas em que psilídeos infectados migram em 

divisas de propriedades (efeito de borda), iniciando novo foco da doença (BASSANEZI et al., 

2010). No entanto, apesar dessas recomendações serem pertinentes para o manejo da doença, o 

uso intensivo de agroquímicos pode ser prejudicial para o meio ambiente, contaminando o solo 

e a água e causando desequilíbrio ao ecossistema (RIBAS & MATSUMURA, 2009). De acordo 

com Luiz (2018), nos casos de ñefeito de bordaò, uma alternativa pode ser utilizar agentes de 

controle biológico, como parasitoides naturais dos psilídeos, em pomares vizinhos que não 

fazem o manejo adequado. O controle de psilídeos com Tamarixia spp. ou outros agentes 

biológicos é eficaz para reduzir populações de vetores em certas regiões favoráveis ao 

parasitoide e pode ser útil em programas de manejo integrado de pragas (MIP) se o nível de 

infestação for baixo. Além de ser ecologicamente correta, essa estratégia apresenta a vantagem 

de atingir quintais e áreas não manejadas com hospedeiros alternativos, geralmente não 

submetidos a nenhum tratamento químico (MIRANDA E AYRES, 2020). No entanto, é 

importante observar que, em casos de baixa infestação do vetor, a melhor estratégia seria 

erradicar os psilídeos enquanto suas populações ainda são baixas e restritas a regiões limitadas 

(ALQUÉZAR et al., 2022). 

Apesar de existirem métodos alternativos para o controle do HLB, como o uso de 

controle biológico, bem como a possibilidade de manejo da doença erradicando plantas 

infectadas e controlando o vetor, esses métodos não possibilitam uma cura para a doença e 

implicam em maior custo de produção e eventual impacto ambiental. Com isso, a procura por 

medidas efetivas no controle ao HLB se mostram cada vez mais evidentes, sendo a indução ou 

obtenção de resistência genética uma dessas estratégias que pode ser promissora. A resistência 

https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PHYTO-08-21-0358-IA?rfr_dat=cr_pub%2B%2B0pubmed&url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&b80
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genética e os mecanismos de defesa vegetal são aspectos intimamente relacionados, pois, a 

partir da ativação de determinados mecanismos de defesa a planta pode manifestar maior 

resistência a determinado patógeno. 

 
2.6 Reação dos hospedeiros a CLas 

 
 

O uso de variedades tolerantes e resistentes é uma das medidas mais efetivas para o 

controle adequado das doenças de plantas (THUROW et al., 2018). Conceitualmente, uma 

espécie vegetal pode resistir a uma certa espécie de patógeno devido a três motivos: a espécie 

não pertence ao círculo de hospedeiros do patógeno, caracterizando a resistência de não- 

hospedeiro; a espécie pertence ao círculo, porém é capaz de resistir ao seu ataque em maior 

(resistente) ou menor (suscetível) grau, caracterizando a resistência de hospedeiro; ou pertence 

ao círculo, não resiste ao ataque (suscetível), mas, por algum mecanismo, o ataque não ocasiona 

danos expressivos, caracterizando a tolerância (CAMARGO, 1995). 

Em relação aos citros, sabe-se que todas as variedades comerciais de porta-enxertos e 

de copas são consideradas suscetíveis ao HLB, portanto não é possível o controle da doença 

pela combinação de enxertia de variedades (STUCHI & GIRARDI, 2010). Entretanto, as 

plantas de Poncirus trifoliata são consideradas como de baixa suscetibilidade à doença 

(FOLIMONOVA et al., 2009) pois, apesar de haver a multiplicação de CLas em seus tecidos, 

os títulos são geralmente menores e os danos causados pela doença são menos severos do que 

em Citrus, além de ser menos atrativa ao vetor (RAMADUGU et al., 2016). Autores também 

reportaram a redução da oviposição em P. trifoliata. Isso ocorre provavelmente devido a fatores 

que impedem a oviposição, reduzem a eclosão dos ovos ou resultam em baixa sobrevivência 

das ninfas (HALL et al., 2015). 

O limoeiro óCravoô ® um dos principais porta-enxertos utilizados no Brasil, desde a 

década de 1960, devido à sua alta tolerância à seca e à tristeza dos citros, grande vigor no 

viveiro, fácil obtenção de sementes, bom pegamento de mudas no plantio, rápido crescimento, 

compatibilidade com todas as variedades copa, tolerância média ao frio e bom comportamento 

em solos arenosos (BASTOS et al., 2014). Além de induzir a copa a uma alta produção e 

maturação precoce dos frutos (BASTOS et al., 2014). Porém, é muito susceptível ao HLB 

(ALVES et al., 2021). 

P. trifoliata é um dos porta-enxertos de maior uso na citricultura mundial, em função de 

certas peculiaridades induzidas por esta espécie às copas nele enxertadas, tais como menor 
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vigor, tolerância ao frio e resistência à gomose de Phytophthora, ao vírus da tristeza e a 

nematoides (CASTLE et al., 1989). 

Em relação às cultivares, segundo Girardi et al. (2021), o grupo das laranjas doces é o 

mais expressivo nos pomares de citros no Brasil, seguido das tangerinas, dos limões e das limas 

ácidas. Dessas, as suscetíveis a CLas incluem as laranjeiras doces, as tangerineiras e os híbridos 

de tangerineiras (FOLIMONOVA et al., 2009; RAMADUGU et al., 2016). 

Buscando melhor entendimento da relação da bactéria com variedades copa e porta- 

enxertos, pesquisas de campo e laboratório têm sido realizadas. 

Em estudo com C. sinensis (L.) e híbridos de P. trifoliata em campo com alta incidência 

de HLB, Boava et al. (2015) dividiram as plantas em duas áreas experimentais (A e B), sendo 

que a área A consistia em laranjeiras doce Pera enxertadas em 56 diferentes porta-enxertos de 

citrandarins, enquanto a área B constituía-se de citrandarins como copa enxertados no porta- 

enxerto de limoeiro Cravo (C. limonia Osb.). A presença de CLas nas folhas e raízes foi 

detectada via qPCR, sendo que a incidência de plantas infectadas com CLas foi de 92% na área 

A e 14% na área B, evidenciando que trifoliatas e seus híbridos podem ser menos suscetíveis 

ao HLB do que as laranjeiras doces. 

Boava et al. (2017) avaliaram a detecção de CLas, o acúmulo de amido e a formação de 

calose em plantas de laranjeira doce Pera (C. sinensis L. Osb.), tangerineira Sunki (C. sunki) P. 

trifoliata cv Rubidoux e 15 híbridos obtidos de cruzamentos entre C. sunki e P. trifoliata 

enxertadas em limoeiro Cravo (C. limonia Osb.). Eles observaram que todas as réplicas de 

laranjeiras, tangerineiras e trifoliata foram infectadas após 18 meses; no entanto, as laranjeiras 

e as tangerineiras apresentaram maior concentração de CLas. O acúmulo de calose nos pecíolos 

de laranjeiras Pera e de tangerineiras Sunki foi, respectivamente, 169 e 160 vezes mais 

abundante nas células do floema de plantas CLas-positivas em comparação com as células do 

floema de plantas CLas-negativo. O mesmo não aconteceu para P. trifoliata e alguns de seus 

híbridos. 

O estudo realizado por Oliveira et al. (2019) avaliou o perfil transcricional dos genes da 

via do ácido salicílico (SA) e genes associados a defesa em dois genótipos contrastantes (C. 

sinensis e P. trifoliata) após desafio com CLas e CLam. Os autores constataram que C. sinensis 

exibiu maiores alterações na expressão dos genes avaliados, quando comparado com P. 

trifoliata. A biossíntese e acumulação do ácido salicílico foram prejudicadas, uma vez que foi 

observado uma baixa expressão relativa dos genes relacionados a biossíntese do AS; o que pode 

explicar a ausência de significância nos valores de expressão gênica dos genes downstream da 
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via do SA, os quais são relacionados às respostas de defesa da planta. Análises anatômicas das 

folhas revelaram ainda um acúmulo de calose nos elementos de tubo crivado (STE) mais 

expressivo em C. sinensis que em P. trifoliata infectados (OLIVEIRA et al., 2019). Por serem 

variedades contrastantes em relação ao comportamento ao HLB, C. sinensis e P. trifoliata são 

modelos com grande potencial de resultado em pesquisas com o tema. 

 
2.7 Mecanismos de defesa da planta e indução de resistência 

 
 

De modo geral, as plantas estão continuamente expostas ao ataque de patógenos, porém, 

tendo em vista a inexistência de respostas imune mediada por anticorpos, como acontece em 

animais, elas desenvolveram mecanismos diferenciados de defesa durante o processo de 

evolução, que quando acionados (na maioria das vezes por fungos, vírus e bactérias) percebem 

o organismo invasor, traduzindo essa percepção em uma resposta aprimorada e de forma 

adaptativa (WIT, 2007). 

A resistência da planta a determinado patógeno pode ser definida, sob o aspecto genético 

funcional, como sendo a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada ou a atividade de 

um patógeno em seus tecidos (NOJOSA et al., 2005). A resistência a patógenos é complexa e 

os fatores relacionados com as respostas de defesas ocorrem por um conjunto de mecanismos 

ou barreiras pré- ou pós-formadas (SHEWRY & LUCAS, 1997). Os pré-formados baseiam-se 

em barreiras e mecanismos de defesas já existentes, os quais independem da chegada do 

patógeno ao sítio de infecção (BONALDO et al., 2005). Entretanto, as plantas possuem outros 

mecanismos de defesas, ainda mais eficientes, que aparentemente permanecem inativos ou 

latentes, só sendo acionados ou ativados, expressando-se, após essas plantas serem expostas a 

agentes de indução, sendo os chamados pós-formados (BONALDO et al., 2005). 

As defesas vegetais podem também ser classificadas como estruturais, quando baseadas 

em características anatômicas, e bioquímicas, quando relacionadas a compostos biologicamente 

ativos (SHEWRY & LUCAS, 1997). À medida que os mecanismos de defesa estruturais/físicos 

promovem o atraso na penetração do patógeno, os bioquímicos inibem o crescimento, criando 

condições adversas para o desenvolvimento dos patógenos (SHEWRY & LUCAS, 1997). 

No caso dos citros, uma das principais alterações anatômicas observadas em tecidos 

infectados com CLas é a formação e deposição de alta quantidade de calose, fazendo com que 

os poros da placa clivada dos elementos de vasos do floema sejam aparentemente bloqueados 

(MACHADO et al., 2010). 
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Como não há comprovação de resistência natural do gênero Citrus e afins ao HLB, 

abordagens biotecnológicas representam alternativas viáveis, como a incorporação de genes de 

resistência, entre outras, para alcançar esse objetivo (BOVÉ, 2006; CAMARGO & 

BERGAMIN FILHO, 1995). Por outro lado, tem-se avaliado também a indução de resistência, 

através do uso de indutores de resistência ou elicitores (que consiste em substância de origem 

natural ou sintética) ou através da infestação por microrganismos, que estimulam ou ativam 

sistemas de defesa da planta (AREVALO et al., 2009). No caso da indução de resistência 

através da infestação por microrganismo, esta pode ser utilizada para avaliar a resistência de 

plantas ao HLB, mediante embasamento da epigenética. 

 
2.8 Epigenética e o HLB  

 
 

O termo epigenética é genericamente utilizado para definir mudanças que ocorrem na 

expressão gênica sem ocorrer nenhuma alteração na sequência do código genético (GIBBS, 

2007). Portanto, a epigenética está relacionada com a regulação gênica a nível transcricional 

(COSTA & PACHECO, 2013), porém, o epigenoma pode ser transmitido às células 

descendentes, mantendo um padrão de epigenótipo específico dentro de linhagens celulares ao 

longo das gerações (EGGER et al., 2004). Segundo Pray (2004), os padrões epigenéticos são 

sensíveis a modificações ambientais os quais podem causar mudanças fenotípicas que podem 

ou não ser transmitidas aos descendentes. 

Alguns mecanismos epigenéticos incluem a metilação do DNA, o imprinting, mudanças 

na conformação da cromatina e o silenciamento mediado por RNA (MOSS & WALLRATH, 

2007). Alguns fenômenos epigenéticos que incluem a metilação, a fosforilação e a acetilação 

do DNA e histonas correlacionam-se com a conformação da cromatina, permitindo que 

determinados genes sejam silenciados ou expressos (COSTA & PACHECO, 2013). 

Em plantas, a alteração epigenética mais frequente é a metilação do DNA, que consiste 

na adi­«o e remo­«o de grupos metil na extremidade 5ô de res²duos de citosina no DNA, 

convertendo-a em 5-metilcitosina (VEIGA & QUEIRÓZ, 2015). Segundo Espinas et al. (2016), 

estudos revelam que a adaptação das plantas a diferentes estresses bióticos é dependente de 

mecanismos epigenéticos, como a metilação do DNA e modificações nas histonas, as quais 

estão intimamente associados à reconfiguração da cromatina. 

No estudo realizado por Neves et al. (2017) avaliou-se os parâmetros fisiológicos, 

moleculares e hormonais da interação copa/porta-enxerto de plantas cítricas durante déficit 
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hídrico recorrente. Os autores analisaram as respostas da variedade copa Valência (VO) 

enxertada em dois porta-enxertos: Limão Cravo (RL) e Sunki Maravilha (SM), com diferentes 

capacidades de extração de água do solo, durante três períodos sucessivos de déficit hídrico: 

plantas expostas a um único episódio de déficit hídrico (WD1) e plantas expostas a dois (WD2) 

e três (WD3) períodos recorrentes de déficit hídrico. Esses autores observaram que as 

combinações VO/RL e VO/SM apresentaram alterações polimórficas de marcas epigenéticas e 

perfis hormonais que foram particularmente proeminentes quando plantas VO/SM foram 

expostas ao tratamento com WD3. O que eles sugerem é que alterações epigenéticas em plantas 

cítricas desencadeadas por déficit hídrico recorrente levam a uma melhor tolerância à seca nesta 

espécie de cultivo. 

Já o estudo realizado por Silva et al. (2021) investigou as respostas epigenéticas à 

gomose de Phytophthora citrophthora em citros. O trabalho objetivou avaliar os efeitos da 

interação copa-porta-enxerto na resistência de plantas à infecção por P. citrophthora e nos 

padrões de metilação do DNA em laranja 'Pera' e lima ácida 'Tahiti' enxertada em lima 'Cravo' 

e 'Tropical' Sunki, reinoculadas com P. citrophthora. Os resultados mostraram que as plantas 

reinoculadas das combinações de laranja doce 'Pêra'/limão Cravo e lima ácida 'Tahiti'/'Tropical' 

Sunki com variedades mais e menos sensíveis a P. citrophthora, apresentaram menores lesões 

no caule e maior frequência de taxas de metilação total e hemimetilação, em comparação com 

as plantas inoculadas. Os autores sugerem que em citros, tanto a interação copa-porta-enxerto 

quanto a metilação do DNA afetam a resposta à infecção por P. citrophthora (SILVA et al., 

2021). 

Com relação ao HLB, embora as pesquisas envolvendo os citros e essa doença em 

questão venham ocorrendo há anos, mecanismos epigenéticos que podem conferir algum grau 

de resistência à doença nunca foram explorados. Nesse sentido, a limpeza com antibióticos e/ou 

termoterapia pode ser um passo importante para obter plantas limpas para uso em estudos 

futuros de respostas epigenéticas em plantas reinoculadas. Em havendo memória biológica 

adaptativa da planta a CLas, propiciada pela epigenética, pode-se ativar mecanismos de defesa 

(pós-formados) até então inativos ou pouco ativados. 

 
2.9 Uso de antibióticos e termoterapia na eliminação de CLas em citros 

 
 

Na busca por medidas efetivas no combate ao HLB estudos vêm sendo realizados, 

também com o uso de antibióticos e termoterapia. 
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Porém, apesar das eficácias comprovadas de antibióticos em laboratório no combate ao 

HLB, existem estudos controversos que mostram resultados negativos em relação ao uso de 

antibiótico em pomares infectados com essa doença. Tentativas de controle do HLB com a 

injeção do antibiótico tetraciclina já foram realizadas no passado por Bové (2006), mas sem 

resultados promissores, pois além do risco ambiental, uma vez interrompido o tratamento com 

antibiótico os sintomas reapareceram. 

Entretanto, devido ao grande impacto do HLB nos pomares americanos, no ano de 2016, 

os citricultores da Flórida-EUA receberam autorização para uso dos antibióticos oxitetraciclina 

e estreptomicina em plantas de citros com HLB, mas sem resultados conclusivos 

(FUNDECITRUS, 2019a). Mais recentemente a Agência de Proteção Ambiental dos Estados 

Unidos, emitiu uma nova ñaprova­«o de emerg°nciaò para controle do HLB, através da 

aplicação do antibiótico oxitetraciclina nos pomares de citros nos estados da Flórida-EUA e 

Califórnia-EUA, maiores produtores dessas frutas naquele país (AGROLINK, 2020). 

Contudo, há uma preocupação pública contra o uso de antibióticos em plantas, pois as 

aplicações de antibióticos em ambiente aberto e em grandes extensões de terra podem aumentar 

o surgimento de doenças causadas por bactérias, uma vez que populações de CLas podem se 

tornar resistentes ao antibiótico e podem potenciar efeitos na saúde humana (ZHANG et al., 

2014). Portanto, o uso de antibióticos é limitado para tentar curar árvores no campo, mas para 

o propósito de limpar uma parte da planta, como um enxerto ou estaca, por exemplo, pode ser 

viável. Com isso, o uso de antibióticos vem sendo testados em pesquisas, as quais utilizam-se 

de ambiente controlado. 

Killiny et al. (2019) rastrearam o movimento da penicilina em plantas de lima ácida 

Galego (Citrus aurantifolia) usando penicilina marcada com fluorescência (FL-penicilina). A 

penicilina FL foi aplicada por punção no caule de plântulas cítricas jovens e traçada por 

microscopia de fluorescência. Após a aplicação, os autores detectaram FL-penicilina nas folhas 

e nos tecidos do xilema e floema do caule acima e abaixo do local de aplicação, indicando que 

é facilmente absorvida e transportada através do sistema vascular da planta. Além disso, eles 

detectaram FL-penicilina no intestino de D. citri, que se alimentaram das plantas tratadas, 

sugerindo translocação desta molécula para o tecido vascular. 

Zhang et al. (2014) testaram a fitotoxicidade e a eficácia contra CLas de 31 antibióticos. 

Eles embeberam as estacas em soluções antibióticas (total de 45 ramos por antibiótico em cada 

concentração) durante a noite em uma sala sob ventilação e luz fluorescente contínua. Os 

autores observaram que os antibióticos actidiona (25 mg/L) (ACT) e oxitetraciclina (100 mg/L) 
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(OXI) foram os mais fitotóxicos para os citros, com menos de 10% dos enxertos sobrevivendo 

e crescendo. Além disso, os resultados das análises de componentes principais e de 

agrupamento hierárquico indicaram três agrupamentos para os 29 antibióticos restantes 

(excluindo ACT e OXI): altamente eficazes, parcialmente eficazes e não eficazes contra o 

HLB. Apesar de diferentes modos de ação, uma série de antibióticos, como ampicilina (100 

mg/L), carbenicilina (100 mg/L), penicilina (100 mg/L), cefalexina (100 mg/L), rifampicina 

(50 mg/L) e sulfadimetoxina (100 mg/L) foram todos altamente eficazes na eliminação ou 

supressão de Ca. Liberibacter asiaticus, tanto pela menor taxa de infecção por CLas como pela 

alta taxa de sobrevivência dos enxertos, chegando à 100% e mais de 50%. Dentre outros 

antibióticos, a penicilina também foi avaliada em mais duas concentrações diferentes: de 10 

mg/L e 1.000 mg/L. Também não foi identificado efeito fitotóxico por essas concentrações, 

sendo também altamente eficazes contra o HLB, apresentando valores de Ct superiores à 38. 

Hu & Wang (2016) avaliaram a dinâmica espaço-temporal da oxitetraciclina in planta e 

sua efic§cia contra o HLB, via inje­«o no tronco de laranjeira óHamlinô de 5 anos de idade. 

Cada árvore recebeu o equivalente a 2 g do ingrediente ativo cloridrato de oxitetraciclina 

(OTC), dissolvido em 600 mL de água destilada. O controle negativo foram as árvores que 

receberam 600 mL de água por injeção no tronco. A distribuição uniforme de OTC ao longo 

das copas das árvores e sistema radicular foi alcançada 2 dias após a injeção. Altos níveis de 

OTC (>850 µg/kg) foram mantidos na folha e raiz por pelo menos 1 mês e OTC moderado 

(>500 µg/kg) persistiu por mais de 9 meses. A redução das populações de CLas no sistema 

radicular e nas folhas das árvores tratadas com OTC foi superior a 95% e 99% (ou seja, redução 

logarítmica de 1,76 e 2,19) entre 2 e 28 dias após a injeção. Além disso, as condições das 

árvores que receberam tratamento OTC foram melhoradas, a produção de frutos aumentou e a 

acidez do suco foi menor do que o controle injetado com água. 

Estudo similar ao citado anteriormente foi realizado por Hu et al. (2018), em que 

avaliaram o efeito de três antibióticos (nas concentrações de 6,25 mg/mL ou 12,5 mg/mL, 200 

mL por árvore) no controle do HLB em árvores de laranja Hamlin (Citrus sinensis L. Osbeck) 

de 5 anos de idade e laranja Midsweet de 11 anos (C. sinensis L. Osbeck). A injeção no tronco 

de penicilina, estreptomicina e oxitetraciclina resultou em excelente controle do HLB por 12 

meses. Todos os três antibióticos aumentaram significativamente o rendimento de frutos, mas 

os mais eficazes na supressão de CLas foram a penicilina e oxitetraciclina. 

Em experimentos desenvolvidos por Zhang et al. (2011), estacas de toranjeira (Citrus 

maxima) infectadas com CLas foram embebidas em uma combinação de antibióticos de 
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penicilina (100 mg/l) e estreptomicina (10 mg/L) por 4 horas, depois plantadas em 100% 

vermiculita para regeneração. Os resultados demostraram que a combinação de penicilina e 

estreptomicina foi eficaz na eliminação ou supressão de CLas e forneceu um nível de controle 

eficaz por um período de tempo muito maior do que quando foram administrados 

separadamente. Sessenta dias após o tratamento as estacas infectadas com CLas e tratadas com 

a solução de antibióticos mostraram uma redução acentuada de CLas, e em 90 dias testaram 

negativo para CLas, o qual apresentaram título bacteriano estimado de <500 células/g de tecido 

vegetal. 

Os mesmos autores em experimentos em 2012 usando penicilina (1 g/L) e 

estreptomicina (0,1 g/L), usaram galhos de 10 a 12 cm de comprimento de pomeleiro (Citrus x 

paradisi) e limão (Citrus × limon). Os ramos foram embebidos individualmente nas soluções 

acima durante a noite em um exaustor, sob ventilação e iluminação, e cortados em estacas de 3 

a 4 cm e depois enxertadas em porta-enxertos de citrumelo 'Swingle', laranja azeda e toranja 

óDucanô. As taxas de sobrevivência dos enxertos variaram de 54,5% para pomelo a 63,0% para 

limão. Trifoliata, teve a maior taxa de sobrevivência (> 70,0%) em comparação com toranja 

(52,6%) e laranja azeda (50,4%). Usando este método, os autores confirmaram que a mistura 

de penicilina e estreptomicina foi o tratamento mais eficaz na eliminação de CLas, seis meses 

após aplicação dos antibióticos (ZHANG et al., 2012). 

Yang et al. (2016) trataram mudas de citros com antibióticos sulfonamidas e 

termoterapia para estudar o microbioma bacteriano de citros afetados por HLB. Eles utilizaram 

combinações de calor de 45°C ou 40°C, em câmaras de crescimento por 1 semana (termoterapia 

por 12h/dia), e tratamento com sulfonamida sódica (2 L 500 mg/L, usando aplicação de enxágue 

de raiz duas vezes durante um mês) em mudas de toranja (C. maxima) inoculadas com CLas, 

de aproximadamente 3 anos de idade. Os resultados mostraram que a combinação de 

termoterapia a 45°C e quimioterapia com o antibiótico foi mais eficaz contra o HLB do que 

termoterapia isolada, quimioterapia isolada ou uma combinação de termoterapia a 40°C e 

quimioterapia. 

A termoterapia sozinha também pode ser uma estratégia eficaz contra o HLB, podendo 

aumentar o vigor das plantas de citros e promover o crescimento de novas raízes (HOFFMAN 

et al., 2013). Ela pode ser feita pela imersão do material vegetal em água quente, exposição ao 

ar seco e quente, ao vapor dô§gua, ¨ radia­«o ultravioleta ou micro-ondas, e baseia-se no fato 

de que os microrganismos parasitas (fungos e bactérias) são mortos, ou vírus e viroides 

inativados, em regimes de temperatura e de tempo que causem pouca injúria ao hospedeiro 
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(BAKER, 1962). Entretanto, o problema é identificar a temperatura e o tempo ideal para 

favorecer tanto a sobrevivência do hospedeiro quanto a morte ou inativação do patógeno (REIS 

et al., 2009). 

Hoffman et al. (2013) demostram que os citros afetados pelo HLB podem se recuperar 

e os títulos de CLas podem ser suprimidos ou eliminados por termoterapia a 40 °C. Mudas de 

C. reticulata, C. paradisi, e C. limon, de 12 meses de idade, infectadas com CLas, foram 

expostas a tratamento térmico contínuo de 40°C e 42 °C (fotoperíodo de 16 horas) por períodos 

de tempo que variaram de 2 dias a 4 meses. A exposição térmica contínua a 40 e 42°C por um 

mínimo de 48 h foi suficiente para reduzir significativamente o título ou eliminar CLas das 

mudas de citros afetadas por HLB, combinado com um crescimento saudável e vigoroso de 

todas as plantas sobreviventes. O tratamento térmico a 40°C pareceu fornecer algum benefício 

em termos de redução do título bacteriano; apenas 3 de 24 (12,5%) brotos tratados com 

termoterapia eram positivos para CLas após 12 meses, enquanto 11 de 21 (52%) brotos não 

tratados eram positivos para CLas. Além disso, 180 dias após o tratamento térmico, todas as 

mudas tratadas testaram negativas para CLas, enquanto as plantas de controle infectadas sem 

termoterapia continuaram positivas para CLas. 

Em estudo realizado por Yang et al. (2016), plantas de toranjas (C. maxima) infectadas 

com CLas foram tratadas com termoterapia em três temperaturas (45 °C, 40 °C e temperatura 

ambiente de 25 °C) por 1 semana em câmera de crescimento (fotoperíodo de 12 horas). Ao final 

do experimento, o título bacteriano foi menor em todas as amostras tratadas a 45 °C do que em 

amostras tratadas a 40 ° C ou temperatura ambiente. 

Fan et al. (2016), utilizando fitotron nas temperaturas de 45 e 48 °C e Nwugo et al. 

(2016) utilizando conviron na temperatura de 40 °C, também obtiveram resultados promissores 

na redução de CLas. Enquanto o primeiro estudo demonstrou redução da bactéria com aumento 

de temperatura, o segundo constatou redução da bactéria com o aumento do tempo de 

tratamento térmico. 

Thapa et al. (2021) também empregaram a termoterapia para tratar citros infectados com 

CLas. Os autores utilizaram ramo de laranjeira Valência, coletados de árvores de campo 

afetadas por HLB. Os ramos foram tratados em uma câmara de vapor em diferentes 

combinações de tempo-temperatura (50°C por 60 s; 55°C por 0, 30, 60, 90 e 120 s; 60° C por 

30 s; e um controle não tratado). Os autores afirmaram que 12 meses após a enxertia, uma 

frequência muito baixa de enxertos tratados a 55°C por 1,30 min e 55°C por 120 s tinha DNA 

de CLas detectável. Nos poucos indivíduos com CLas, os títulos foram significativamente 
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menores (P Ò 0,0001) e podem ter sido resqu²cios de DNA em degrada­«o. Al®m disso, houve 

uma diminuição significativa (P Ò 0,0001) na express«o de CLas 16S rRNA a 55ÁC por 90 s, 

55°C por 120 s e 60°C por 30 s (alteração de 3,4 vezes, alteração de 3,4 vezes, e alteração de 

2,3 vezes, respectivamente) em amostras 5 dias após o tratamento. Em relação à sobrevivência, 

inicialmente cada um dos tratamentos tinha 39 enxertos vivos, ao final do tratamento térmico 

cada tratamento continha as seguintes quantidades de enxertos vivos: tratamento controle = 26; 

50°C por 60 s = 25; 55°C por 0 s = 32, 55°C por 30 s = 17, 55°C por 60 s = 11, 55°C por 90 s 

= 9 e 55°C por 120 s = 11; 60° C por 30 s = 1. Portanto, de acordo com esses resultados, quanto 

maior a temperatura e tempo de tratamento, menor a sobrevivência das plantas e maior a 

eficiência da limpeza da bactéria, respectivamente. 

Apesar da escassez de trabalhos que empreguem o tratamento térmico com banho-maria 

na limpeza de CLas ou outras doenças em citros, essa técnica é bastante utilizada em outras 

culturas como por exemplo em cana-de-açúcar e videira, os quais revelam resultados 

promissores na limpeza do patógeno alvo. Os equipamentos de banho-maria permitem a 

termorregulação de uma amostra por meio do controle da temperatura de um fluido térmico, o 

qual é colocado dentro de uma cuba do banho e que irá transferir a temperatura ajustada no 

banho para a amostra imersa (SP LABOR, 2019). 

Chaddad (2013) realizou tratamento térmico com banho-maria, na temperatura de 50 

°C, para a limpeza da bactéria Leifsonia xyli em toletes de cana de açúcar. Além do tratamento 

controle, foram utilizados os tempos de 1, 2 e 3 horas de tratamento térmico, sendo que o maior 

tempo demonstrou resultados promissores na redução da bactéria. 

Gramaje et al. (2009) também utilizaram o banho-maria para o tratamento térmico. Eles 

investigaram a eficiência da técnica na limpeza do fungo Phaeomoniella aleophilum em estacas 

de videira, nas temperaturas de 50, 51, 52, 53 e 54 °C e nos tempos de 30, 45 e 60 minutos. De 

acordo com os autores, a brotação foi menor nos tratamentos com temperatura mais elevadas, 

ao passo que limpeza do patógeno foi melhor. 
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3 MATERIAL  E MÉTODOS 

 
 

3.1 Caracterização das plantas fornecedoras de propágulos 

 
 

As mudas de citros fornecedoras de propágulos foram produzidas e inoculadas com 

CLas na Estação Experimental de Citricultura de Bebedouro - SP (EECB), em parceria com o 

Fundo de Defesa da Citricultura (FUNDECITRUS). Dois anos após a semeadura, foram 

transferidas para o Instituto Biológico de São Paulo (IB-SP). 

As plantas fornecedoras de propágulos utilizadas nos experimentos foram de laranjeira 

Valência [Citrus ×sinensis (L.) Osbeck] e Poncirus trifoliata (L.) Raf. cv. Rubidoux em pé 

franco ou em diferentes combinações copa/porta-enxertos, inoculadas (I) ou não (NI) com CLas 

(Figura 1). Estas plantas foram escolhidas devido C. sinensis ser mais suscetível (AS, alta 

suscetibilidade ao HLB) e P. trifoliata ser menos suscetível (BS, baixa suscetibilidade ao HLB) 

(RAMADUGU et al., 2016), fator potencialmente importante para a eficiência da limpeza com 

os antibióticos e termoterapia. 

 

 
 

Figura 1 - Plantas fornecedoras de propágulos de Poncirus trifoliata (BS, baixa suscetibilidade) 

e laranjeira Valência (AS, alta suscetibilidade), infectadas ou não com Candidatus Liberibacter 

asiaticus (CLas), utilizados nos experimentos: A: P. trifoliata infectada com CLas; B: P. 

trifoliata não infectada com CLas; C: laranjeira Valência infectada com CLas; D: laranjeira 

Valência não infectada com CLas. Nota: como escala de medida foi utilizado uma régua de 50 

cm de comprimento em todas as imagens. São Paulo ï SP, 2022. Fonte: Dados da pesquisa. 






























































































































