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1. Huanglongbing1

O Huanglongbing (HLB) também conhecido como “gree-
ning dos citros” tornou-se a maior preocupação dos citricultores 
em todo mundo, pois representa a maior ameaça à citricultura 
devido a sua rápida disseminação, severos danos a produção, 
diminuição da qualidade dos frutos e do suco e a dificuldade de 
seu controle (Graça; Korsten, 2004). O HLB está presente no 
sudoeste asiático, na China há mais de cem anos, com sintomas 
relatados pela primeira vez por Reinking em 1919 e descrito com 
o nome de Huanglongbing ou “doença do ramo amarelo” por Lin
em 1956. Na África, sintomas similares foram descritos por Van
De Merwe; Anderson em 1937, com o nome de greening (Bové,
2006; Zheng et al., 2018).

No Brasil, o HLB foi relatado em 2004 no Estado de São 
Paulo e hoje encontra-se também em Minas Gerais, Mato Gros-
so do Sul e Paraná (Coletta-Filho et al., 2004; Bassanezi et al., 
2020). O HLB está associado a presença de bactérias restritas 
aos vasos do floema e tem psilídeos como insetos vetores. O 
HLB afeta todas as variações de citros, como laranjeiras, tangeri-
neiras, limeiras e limoeiros, não havendo variedades comerciais 
resistentes a doença. Na família Rutaceae, a família dos citros, 
há variados graus de suscetibilidade ao HLB, inclusive com es-
pécies resistentes e imunes (Ramadugu et al., 2016; Alves et al., 
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2021). Para o manejo do HLB é recomendado o uso de mudas 
sadias (certificadas) na implantação do pomar, o monitoramento 
e controle do inseto vetor, a inspeção e erradicação de 
plantas sintomáticas (Bové, 2006; Fundecitrus, 2019).

Sintomas em citros, indistinguíveis daqueles do HLB e, devidos 
a diferentes agentes causais, têm sido relatados no Brasil e em 
outros países em pomares de laranjas, tangerinas e de limas. 
Esses sintomas, possuem diferente etiologia, vetores, distribui-
ção geográfica, impactos econômicos e não são regulamentados 
pelo Ministério da Agricultura e Pecuária (Portaria n° 317 MAPA). 
Relataremos a seguir a sintomatologia associada ao HLB dos 
citros, a etiologia e seus vetores, bem como sua distribuição e 
diagnóstico, descrevendo em maiores detalhes sua ocorrência 
no Brasil e aspectos relevantes de ocorrência global.

2. Sintomas

A constatação da ocorrência de HLB pode ser feita de for-
ma indireta, através da sintomatologia encontrada na planta. O 
sintoma característico é o mosqueado, caraterizado pela colora-
ção parcialmente verde e amarela do limbo foliar, sem uma deli-
mitação clara entre as cores e em casos mais intensos levando 
aclorose assimétrica (Figura 1). Folhas amareladas, com o limbo 
clorótico exibindo deficiência mineral, particularmente de zinco, 
manganês e ferro é comum em plantas com HLB. Em alguns 
casos, pode ocorrer espessamento e clareamento das nervuras 
foliares que ficam com aspecto corticoso assim como amareleci-
mento do limbo ao longo da nervura (Figura 1).



4 Circular Técnica 96

Figura 1. Sintoma típico do HLB em laranjeira-doce, folhas com mos-
queado, nervura espessa e nervuras amarelas. 

Nas plantas infectadas com HLB, os ponteiros ficam com 
as folhas cloróticas, destoando do restante da planta, poden-
do haver queda pronunciada de folhas e de frutos, progredindo 
para a morte de ponteiros (Figura 2). 
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Figura 2. Sintoma típico do HLB em laranjeira-doce, ramos amarela-
dos e folhas caídas. 

Entretanto, folhas com mosqueado não são exclusividade 
de plantas com HLB. Citros com stubborn (causado por 
Spiroplasma citri) podem ter sintomas semelhantes (Shi et al., 
2014). Vale ressaltar, porém, que não há relatos da ocorrência 
de citros com stubborn no Brasil, sendo que esse patógeno é 
regulamentado como Praga Quarentenária Ausente (PQA) (Ins-
trução Normativa N. 39, de 1 de outubro de 2018, do MAPA). 
Com relação aos frutos, nas plantas com HLB, eles podem ser 
deformados, sem sementes e apresentarem maturação invertida 
(Figura 3), ou seja, o amadurecimento se inicia na extremidade 
peduncular, causando queda prematura, enquanto no fruto sa-

dio, a maturação inicia-se na extremidade estiletar.
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Figura 3. Fruto assimétrico de laranja-doce com HLB, com columela 
escurecida e semente abortada (A) e fruto de tangerina, menores e 
com inversão de cor (esquerda e centro, em comparação ao sadio, à 
direita; B).

Os sintomas causados pelas infecções das liberibactérias 
e dos fitoplasmas associados ao HLB são idênticos: as plantas 
infectadas têm folhas com mosqueado ou limbo amarelado e os 

Fo
to

: A
. H

en
riq

ue
 S

an
to

s/
Fu

nd
ec

itr
us

. B
. N

el
so

n 
A.

 W
ul

ff.



7

frutos ficam deformados. Há maior volume de informações sobre 
a sintomatologia em plantas infectadas com liberibactérias do 
que com fitoplasmas, porém não há forma de separar os sinto-
mas ocasionados pelos dois tipos de bactérias (Figura 4). 

Figura 4. Sintoma de mosqueado em folhas de laranjeira causado por 
‘Candidatus Liberibacter americanus’ (A), ‘Ca. L. asiaticus (B), fitoplas-
ma do grupo 16SrIII (C) e 16SrIX (D).

Em função da similaridade de sintomas, ambos os grupos 
de bactérias são descritos como associadas aos sintomas de 
HLB. Em termos de legislação, a Portaria 317 do MAPA, de 21 
de maio de 2021, estabelece as medidas de prevenção e con-
trole da praga HLB, que tem como agente etiológico as bacté-
rias do gênero ‘Candidatus Liberibacter spp.’ e não há menção à 
ocorrência de fitoplasmas associados aos sintomas de HLB. De 
qualquer maneira, como os sintomas e a natureza infecciosa da 
doença são comuns entre si, a melhor medida é realizar o ma-
nejo da doença com base na sintomatologia, de forma análoga 
ao que se faz com ‘Ca. Liberibacter spp.’
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Enquanto a sintomatologia em laranjeiras-doces é bem 
caracterizada, face à extensão da cultura principalmente nos 
estados brasileiros onde a doença está presente, nos demais 
cítricos o diagnóstico por sintomas merece considerações parti-
culares. Folhas com mosqueado e frutos assimétricos também 
são encontrados em tangerinas, limas e limões. Plantas jovens 
podem apresentar brotações novas amareladas em ramos com 
HLB ou decorrentes de deficiência mineral, mais comum no iní-
cio do inverno, decorrente da queda de temperatura. A clorose 
generalizada não é específica de HLB, podendo se manifestar 
em decorrência de gomose provocada por Phytophthora spp.

Nas diversas tangerineiras a sintomatologia do mosquea-
do pode gerar dúvida, em função da severidade dos sintomas, 
principalmente pela similaridade às deficiências nutricionais (Fi-
gura 5). Na tangerineira Ponkan a severidade dos sintomas é 
grande e as plantas ficam improdutivas, rapidamente.

Figura 5. Sintoma de mosqueado em folhas de tangerineiras com 
HLB: mexerica montenegrina (A), tangerina (B), Ponkan (C), murcote 
(D) e tangerina Clemenules(E).
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No caso dos limões-verdadeiros a sintomatologia de HLB me-
rece consideração especial (Pancionni, 2015). Mesmo que o 
hospedeiro seja suscetível e sofra os efeitos da infecção, a se-
veridade é menor em laranjeiras e tangerineiras. A sintomato-
logia típica de mosqueado não parece ser específica, visto que 
ocorrem sintomas muito similares em folhas de limoeiros cujo 
diagnóstico molecular não encontra as bactérias associadas ao 
HLB, podendo ser facilmente confundidas com deficiências mi-
nerais (Figura 6).

Figura 6. Sintoma de mosqueado em folhas de limoeiro verdadeiro. 
A. ‘Eureka’ sem HLB; B. ‘Eureka’ com HLB; C. ‘Siciliano’ sem HLB; D.
‘Siciliano’ com HLB.

No limoeiro (limeira) Cravo e na Cidra o sintoma de mos-
queado é bem típico. Na limeira ácida Tahiti (limão Tahiti) é fre-
quentemente mencionado que os sintomas são menos severos 
(Figura 7). 
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Figura 7. Sintoma de mosqueado em folhas de limoeiro cravo (A), em 
Cidra (B) e em limeira ácida Tahiti (C e D)

É importante mencionar que na lima ‘Tahiti’ os sintomas são 
similares aos observados nas laranjeiras e parte das dúvidas 
advém de sintomas de um problema denominado wood pocket, 
uma variação genética encontrada em clones de ‘Tahiti’ que ge-
ram manchas amareladas no limbo foliar (Figura 8) e formações 
longitudinais nos frutos.

Lesões no caule ou no pecíolo podem causar interferên-
cia na circulação da seiva e induzir sintomas similares ao mos-
queado. O amarelecimento das folhas por gomose pode ser 
confundido com HLB. Nesses casos, uma inspeção detalhada 
na planta pode evitar a falsa interpretação, ao propiciar a obser-
vação de lesões no caule e ramos ou sintomas da gomose em 
outros órgãos. Encharcamento de mudas em viveiro pode oca-
sionar o amarelecimento de folhas, enquanto a variegação tem 
coloração bem distinta das manchas verde e amarelo presente 
em folhas com mosqueado (Figura 8).
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Figura 8. Sintomas foliares que podem ser confundidos com HLB. 
Wood pocket em limeira ácida Tahiti (A); Amarelecimento foliar causa-
do por encharcamento em muda de laranjeira-doce (B) e Variegação 
em folha de laranjeira-doce (C).

3. Agentes etiológicos

3.1. HLB - Candidatus Liberibacter spp.

Os agentes etiológicos associados ao HLB são bactérias 
gram-negativas, de colonização restrita ao floema das plantas, 
denominadas ‘Candidatus Liberibacter spp.’, pertencentes à 
subdivisão α-Proteobacteria. Além das plantas, estas bactérias 
conseguem sobreviver e se multiplicar em artrópodes vetores 
(Jagoueix, 1994). ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ é a bactéria 
mais cosmopolita associada ao HLB, encontrada na Ásia, Améri-
cas e de limitada amplitude na África. ‘Ca. L. africanus’ é restrita 
à África, enquanto ‘Ca. L. americanus’ foi encontrada somente 
no Brasil. O status quarentenário dessas bactérias para o Brasil 
está descrito na Tabela 1. Pelo fato dessas bactérias não serem 
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cultivadas axenicamente, isto é, em meio de cultivo in vitro na 
forma pura e, de serem caracterizadas principalmente através 
de métodos moleculares, denota a necessidade de se utilizar 
o epíteto ‘Candidatus’ em itálico e com aspas na frente do gê-
nero Liberibacter (Jagoueix et al., 1994; Teixeira et al., 2010).
A relação causal do HLB com ‘Candidatus Liberibacter spp.’ é
associativa, exatamente pela impossibilidade do cultivo dessas
bactérias e do cumprimento dos postulados de Koch.

        Entretanto, há muitas evidências de que sejam realmente 
essas bactérias as causadoras do HLB e por uma questão de 
conceito, são descritas como associadas ao HLB. A impossibili-
dade do cultivo in vitro não impediu que técnicas de diagnóstico 
com base em marcadores moleculares fossem desenvolvidas e 
que o genoma dessas bactérias fosse completamente sequen-
ciado. Porém, pouco se sabe sobre os mecanismos que indu-
zem a sintomatologia na planta hospedeira. A ocorrência de ‘Ca. 
L. asiaticus’ e de ‘Ca. L. americanus’ no Brasil sofreu uma inver-
são na frequência de ambas as bactérias. Enquanto no início, a
epidemia associada a ‘Ca. L. americanus’ era predominante, a
partir de 2007 ‘Ca. L. asiaticus’ passou a ser mais frequente e a
partir de 2013 teve dominância absoluta, com índices próximos

a 99,9% de prevalência.
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Agente etiológico Status 
Quarentenário

Estados de 
Ocorrência

Legislação

‘Candidatus Li-
beribacter afri-
canus’

Praga Quaren-
tenária Ausente 
(PQA)

Não se aplica Instrução 
Normativa nº 39, 
de 1 de outubro 
de 2018

‘Candidatus Li-
beribacter asiat-
icus’

Praga Quaren-
tenária Presente 
(PQP)

São Pau-
lo, Paraná, 
Minas Gerais, 
Mato Grosso 
do Sul

‘Candidatus Li-
beribacter amer-
icanus’

Praga Quaren-
tenária Presente 
(PQP)

São Pau-
lo, Paraná, 
Minas Gerais

Instrução Norma-
tiva n°38, de 1 de 
outubro de 2018 
e IN n° 26 de 10 
de setembro de 
2019

Instrução 
Normativa nº 38, 
de 1 de outubro 
de 2018

3.2. Doenças associadas à fitoplasmas

No campo não há distinção entre plantas cítricas infec-
tadas com ‘Ca. L. asiaticus’, ‘Ca. L. americanus’ ou fitoplasmas 
(Figura 1), exceto no caso de sintomas de vassoura de bruxa da 
lima, causada por fitoplasma (Teixeira et al., 2010; Bassanezi et 
al., 2020; Zreik et al., 1995).

Em 2007, Teixeira e colaboradores identificaram um fito-
plasma do grupo 16SrIX em plantas sintomáticas para HLB no 
estado de São Paulo, posteriormente detectado nos estados de 
Minas Gerais, Bahia e Distrito Federal (Teixeira et al., 2008b; 
Wulff et al., 2015; Sanches et al., 2016) e no México (Wulff et 
al., 2015). Os fitoplasmas são bactérias sem parede celular, 
per-tencentes à classe Mollicutes que habitam e se multiplicam 
em vasos do floema das plantas e em insetos vetores 
(sugadores de seiva do floema). Assim como as liberibactérias,  

Tabela 1. Status quarentenário para o Brasil das bactérias ‘Ca. Liberi-
bacter’ associadas a HLB dos citros.
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a grande maioria dos fitoplasmas não são cultiváveis em meio 
de cultura, o que dificulta os estudos das doenças associadas a 
estes patógenos (Bertacini, 2007). Globalmente há uma gama 
de fitoplasmas associados aos sintomas de HLB, sendo 
usualmente encontrados em infecção simples ou mista com 
Liberibactérias: na China foram relatados os grupos 16SrI-B e 
16SrII-A, no México os grupos 16SrI-B, 16SrI-S e 16SrIX, na 
Índia o grupo 16Sr VI e no Irã do grupo 16SrII-C (revisado em 
Wulff et al., 2019). Fitoplasmas dos grupos 16SrIII e VII foram 
identificados em plantas com sintomas de HLB no Estado de 
São Paulo e Minas Gerais (Barbosa et al., 2021a, 2021b; Wulff 
et al. 2019). A ocorrência de fitoplasmas e de ‘Candidatus 
Liberibacter spp.’ na mesma planta é rara, primeiramente pelo 
fato da ocorrência de fitoplasmas ser baixa, visto que 
levantamentos de plantas sintomáticas em pomares mostram 
que os fitoplasmas do grupo 16SrIII e 16SrIX são en-
contrados a taxas de 0,2 a 0,3%, enquanto ‘Ca. L. asiaticus’ 
é encontrado em torno de 99,7 a 99,9% das plantas 
sintomáticas (Wulff et al., 2019). Embora haja uma gama de 
fitoplasmas atualmente descritos em citros, com sintomas 
associados a HLB, o primeiro fitoplasma descrito em citros 
causa sintomas de vassoura de bruxa, conhecida como 
witches’-broom disease of lime em uma lima semelhante à lima 
galego, um fitoplasma do grupo 16SrII (Zreik et al., 1995). Este 
fitoplasma foi detectado em MG em plantas cítricas 
assintomáticas, portanto, não há descrição da doença no 
Brasil (Silva et al., 2014). 
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4. Distribuição geográfica

No Brasil, o HLB foi oficialmente relatado nos estados de 
São Paulo, Minas Gerais, Paraná e Mato Grosso do Sul (Tabela 
1). Ocorre, igualmente, nos países vizinhos Argentina, Paraguai, 
Colômbia e Venezuela (Figura 9). Nestes casos, a indicação é 
da presença do HLB no país, não necessariamente de que todas 
as regiões tenham a doença. 

Figura 9. Estados do Brasil onde o HLB foi oficialmente constatado 
e países da América do Sul com relatos de ocorrência de HLB 3 . A 
indicação de presença em todo o território dos países sul-americanos 
(exceto Brasil) é meramente ilustrativa e não corresponde a ocorrên-
cia do HLB em todas as regiões do país.

3 https://www.cabi.org/isc/
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Os fitoplasmas do grupo IX estão presentes em pomares 
de citros da Bahia, Distrito Federal, Minas Gerais e São Paulo, 
enquanto o fitoplasma do grupo III foi encontrado em pomares 
de citros dos estados de São Paulo e Minas Gerais.

Em termos mundiais o número de países com relato con-
firmado da presença de huanglongbing sofre incremento gradual 
e dados atualizados podem ser encontrados em CABI - Invasive 
Species Compendium4 buscando-se a palavra-chave 
huanglongbing, sendo que em abril de 2021 sua presença 
estava relatada em 65 países.
5. Vetores e outros hospedeiros

As liberibactérias que causam o HLB em citros no Brasil 
são transmitidas pelo psilídeo asiático dos citros, Diaphorina citri 
(Hemiptera: Psillidae), transmissor de ‘Ca. L. asiaticus’ e de ‘Ca. 
L. americanus’. Presente no Brasil desde a década de 40 (Parra
et al., 2010) na maior parte das regiões brasileiras, este psilídeo
ganhou importância com a descoberta do HLB em 2004 (Cole-
ta-Filho et al., 2004). Nesta circular técnica, registra-se a primei-
ra ocorrência de D. citri no Distrito Federal em pomar de citros
do Núcleo Rural Alexandre Gusmão, Brazlândia (coordenadas
15°43’1,8’’ S 48°09’38,8’’ W) em coletas realizadas no mês de
novembro de 2016. De acordo com levantamento bibliográfico,
até o momento não se encontram registros de D. citri no Brasil
nas seguintes unidades da federação: Acre, Amapá, Paraíba,
Piauí, Rio Grande do Norte e Rondônia (Barreto et al., 2020;
Burckhardt; Queiroz, 2012, Chirardia et al., 2006; Queiroz et al.,
2017; Silva et al., 2017).

O psilídeo Trioza erytreae é o transmissor de ‘Ca. L. afri-

4 https://www.cabi.org/isc/
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canus’ na África e oriente médio. Na península Ibéria o psilídeo 
T. erytreae está presente, sem ocorrência de Liberibacter asso-
ciado ao HLB (Pérez-Otero et al., 2015). D. citri está dissemina-
do de forma cosmopolita na Ásia e Américas sendo relatado na
parte oriental da África continental.

D. citri se alimenta preferencialmente em brotações e ra-
mos novos de plantas, exclusivamente na família das rutáceas 
como os citros e a murta, embora haja outras espécies referidas 
como hospedeiras nessa família (Parra et al., 2010). As fêmeas 
de D. citri colocam ovos, até 800 por indivíduo, de cor alaranja-
da, aderidos às folhas de brotações novas. O tempo de incuba-
ção dos ovos é em média de quatro dias. As ninfas passam por 
cinco ínstares (quatro mudas), e são geralmente de cor alaranja-
da-claro (Hall, 2008). As ninfas, a partir da primeira muda já pos-
suem brotos alares (rudimentos das asas em desenvolvimento), 
excretam substâncias açucaradas e uma substância cerosa que 
formam filamentos para a sua proteção conhecido como honey-
dew. Quando atingem a fase adulta, possuem em torno de 2 a 3 
mm de comprimento, com o corpo de coloração castanho-ama-
relada, com as pernas de cor castanho-esverdeada. As asas 
são transparentes com pontos esbranquiçados e uma banda 
larga de cor bege no centro (Figura 10). São encontrados na 
porção terminal das plantas com a posição da cabeça inclinada, 
formando um ângulo de 45° (Hall, 2008). O ciclo ovo/adulto é 
variável, durando 15 dias no verão a até 40 dias no inverno (Par-
ra et. al., 2010).

O caso da murta (falsa-murta, murta de cheiro; Murraya 
paniculata), uma planta ornamental no qual o inseto vetor do 
HLB se prolifera abundantemente é importante, visto que pode 
ser um agente disseminador da doença a longas distâncias no 
transporte de mudas, principalmente pelo seu uso em arboriza-
ção urbana e jardinagem como cerca viva (Lopes et al., 2010; 
Parra et al., 2010; Cifuentes-Arenas et al., 2019). 
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Figura 10. Psilídeo asiático dos citros (Diaphorina citri) adulto e nin-
fas. Observe a posição em ângulo de 45° de adulto alimentando-se na 
planta. Nas ninfas é possível observar a excreção produzida, conhe-
cida como honeydew (material esbranquiçado na ninfa localizada na 
forquilha).

Os vetores dos fitoplasmas são insetos conhecidos como 
cigarrinhas. Pertencem à ordem Hemiptera e às famílias Ci-
cadellidae, Cixiidae, Flatidae, Debidae e, raramente, Tingidae 
e Pentatomidae, além de Psyllidae (Wilson; Weintraub, 2007). 
No caso da família Cicadellidae, a subfamília Deltocephalinae 
possui um número expressivo de vetores de fitoplasmas, en-
globando 75% das espécies conhecidas como vetores de tais 
bactérias (Wilson; Weintraub, 2007). Nessa família, as espécies 
são altamente polífagas, comumente encontradas em plantas 
invasoras de pomares e também em cultivos adjacentes a es-
tes. Até o momento apenas membros do gênero Scaphytophius 
foram apontados como potenciais vetores do fitoplasma 16SrIX 
em citros, sendo a espécie S. marginelineatus confirmada como 
portador desse fitoplasma (Marques, 2012; Lopes da Silva et 
al., 2020). No entanto, outras espécies de Scaphytopius são 
potencialmente vetoras. As cigarrinhas do gênero Scaphytopius 
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spp. são facilmente reconhecidas pela cabeça triangular com a 
face prolongada, sendo levemente curvada para cima (Zanol, 
2000) (Figura 11). Para os fitoplasmas do grupo 16SrIII a cigar-
rinha Agalia albidula foi considerada um potencial vetor para ci-
tros, pela detecção do fitoplasma em indivíduos desta espécie, 
em pomares (Barbosa et al., 2021b).

Figura 11. Espécimen de Scaphytopius sp. coletado em pomar de 
citros. Observe a cabeça triangular com a face prolongada.

Fitoplasmas do grupo 16SrIX também foram encontrados em 
plantas de Crotalária (Crotalaria juncea) usada como adubação 
verde (Wulff et al., 2015) e no picão-preto (Bidens pilosa), guan-
xuma (Sida sp.) e Euphorbia sp., plantas daninhas em pomares 
de citros (Lopes da Silva et al., 2020). Fitoplasmas do grupo III 
também foram encontrados em plantas de B. pilosa e Leonurus 
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sibiricus em pomares de citros (Barbosa et al., 2021b).

6. Diagnose

O diagnóstico do HLB pode ser feito com foco nos indi-
cadores sintomatológicos do hospedeiro ou na identificação do 
agente causal, utilizando-se os testes moleculares e sorológi-
cos ou as observações microscópicas. A diagnose da doença no 
campo, com base nos sintomas, requer treinamento adequado e 
depende da experiência do observador e do estágio de desen-
volvimento dos sintomas.

Como ferramenta laboratorial, a microscopia eletrônica é 
uma técnica muito importante na detecção dos patógenos, po-
rém é considerada laboriosa e não apropriada como metodologia 
de rotina diagnóstica. Outra opção é a sorologia, mas além de 
requerer a disponibilidade de antissoro, sua sensibilidade não é 
comparável àquela das técnicas moleculares. Apesar dessa difi-
culdade, com a produção de proteínas heterólogas, foi possível 
desenvolver um ensaio sorológico adequado para o estudo da 
distribuição de ‘Ca. L. asiaticus’ em plantas (Ding et al., 2016).

O método mais utilizado para a detecção das bactérias 
responsáveis pelo HLB é a reação em cadeia da polimerase 
(Polymerase Chain Reaction - PCR), uma técnica consolidada 
e que se baseia na amplificação de fragmentos de DNA. Vários 
métodos têm sido desenvolvidos e atualmente a PCR quanti-
tativa em tempo real (qPCR) tem sido considerado o método 
mais rápido, sensível e específico para detecção do HLB, usan-
do oligonucleotídeos específicos para cada patógeno e, even-
tualmente, de sondas hidrolisantes. Raiz, caule, frutos e folhas 
podem ser utilizados para extração do DNA visando a realização 
das reações de PCR ou qPCR, porém devido a facilidade de 
identificação de sintomas e manuseio, as folhas são as amos-
tras ideais para testagem.
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A coleta de amostras deve ser feita dando preferência 
às folhas sintomáticas, sobretudo as que tenham mosqueado e 
devem ser enviadas ao laboratório devidamente identificadas. 
Para a detecção do HLB não é recomendada a coleta de amos-
tras composta de folhas de diversas plantas. A amostra deve ser 
individualizada para cada planta para permitir o manejo adequa-
do conforme o resultado da análise. Na Tabela 2 encontram-se 
sequências de oligonucleotídeos e sondas usados nas reações 
de PCR e de qPCR para detecção das bactérias associadas 
ao HLB que os autores utilizam frequentemente para a detec-
ção, identificação e diagnose de bactérias associadas ao HLB 
no Fundecitrus. A detecção de ‘Ca. L. asiaticus’ e ‘Ca. L. ameri-
canus’ pode ser feito com os pares de oligonucleotídeos A2/J5 
e GB1/GB3 em conjunto, em reação PCR convencional duplex 
(Teixeira et al., 2008b), enquanto o protocolo de Jagoueix et al. 
(1994) permite a detecção de ‘Ca. L. asiaticus’ e de ‘Ca. L. afri-
canus’. Os fitoplasmas são tradicionalmente identificados com a 
PCR utilizando os oligonucleotídeos P1 e P7 seguido de outra 
PCR (Nested PCR) com os oligonucleotídeos R16mF2/R16mR1. 
Alternativamente o protocolo universal com sonda hidrolisante 
pode ser empregado (Christensen et al., 2004) ou a qPCR es-
pecífica para o fitoplasma do grupo 16SrIX pode ser empregado 
(Wulff et al., 2015). No caso de qPCR para as liberibactérias, há 
uma gama de opções para a detecção e a quantificação. A de-
tecção de Liberibacter em psilídeos (Teixeira et al., 2008a; Wulff 
et al., 2020) ou de fitoplasmas em cigarrinhas (Barbosa et al., 
2021a, 2021b; Marques et al., 2012; Lopes da Silva et al., 2020) 
através de PCR é uma forma de identificar potenciais vetores e 
realizar estudos de infectividade nestes insetos.

A detecção de liberibactérias e de fitoplasmas pode ser 
realizada através de PCR ou de qPCR e no caso de HLB é re-
comendado o uso de amostras sintomáticas. No caso de amos-
tras assintomáticas, devido a irregularidade na distribuição das 
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bactérias na planta, a ausência de sintomas não permite uma 
adequada amostragem, sendo este o fator limitante, mais do 
que o título da bactéria nessas amostras ou a sensibilidade da 
PCR. A quantificação de liberibactérias foi obtida com o uso da 
PCR digital (dPCR) que proporciona incremento na detecção em 
amostras com baixo título bacteriano (Selvaraj et al., 2018). O 
uso de imagens para a detecção de HLB desponta como uma 
abordagem, ainda restrita a laboratórios (Pereira et al., 2010; 
Pontes et al., 2020) e sistemas automatizados, que permitiriam 
o escalonamento no seu uso, como por, exemplo, com o auxílio
de drones ainda não é uma realidade (Garcia-Ruiz et al., 2013).
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Alvo Nome do 
primer 

Sequência 5'-3' (sondas com fluoróforo e 
quencher) a 

Tipo de 
PCR Referência 

Universal 
Fitoplasma 

P1 
PCR 

Deng and Hiruki, 1991 

P7 Schneider et al., 1995 

Universal 
Fitoplasma 

fU5 Nested 
PCR  Seemüller et al., 1994 

rU3 

Universal 
Fitoplasma 

R16mF2 Nested 
PCR  Gundersen and Lee, 1996 

R16mR1 

Universal 
Fitoplasma 

Forward 

qPCR Christensen et al., 2004  Probe 

Reverse 

Fitoplasma 
grupo 16SrIX 

FITf 

qPCR Wulff et al., 2015 FITp 

FITr 

AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT 

CGTCCTTCATCGGCTCTT 

CGGCAATGGAGGAAACT 

TTCAGCTACTCTTTGTAACA 

CATGCAAGTCGAACGGA 

CTTAACCCCAATCATCGAC 

CGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGA 

TGACGGGACTCCGCACAAGCG 

TCTTCGAATTAAACAACATGATCCA 

AACGAAGGTTTACGTTTAACAAGAC) 

CGATCTGCTCTCCCTTTTGCCCTAG 

GAGGTGCGACTACTATTGTAATATG) 

‘Ca. L. 
americanus’ 

GB1 AAGTCGAGCGAGTACGCAAGTACT 
PCR  Teixeira et al., 2005 

GB3  CCAACTTAATGATGGCAA ATATAG 

‘Ca. L. 
asiaticus’ 

RPLA2 TATAAAGGTTGACCTTTCGAGTTT 
PCR  Hocquellet et al., 1999 

RPLJ5 ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA 

‘Ca. L. 
africanus’ e 
‘Ca. L. 
asiaticus’ 

OA1 

PCR  Jagoueix et al.,1994 OI1 

OI2c 

‘Ca. L. 
asiaticus’ e 
‘Ca. L. 
americanus’ 

HLBas 

qPCR Li et al., 2006 
HLBam 

HLBr 

HLBp 

‘Ca. L. 
asiaticus’ 

f-rplLAs 
qPCR Teixeira et al., 2008a 

r-rplLAs 

‘Ca. L. 
americanus’ 

f-rplJAm 
qPCR Teixeira et al., 2008a 

r-rplJAm 

‘Ca. L. 
asiaticus’ 

RNR-f  

qPCR Zheng et al., 2016 RNR-p  

RNR-r  

GCGCGTATTTTATACGAGCGGCA  

GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA  

GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT 

TCGAGCGCGTATGCAATACG 

GAGCGAGTACGCAAGTACTAG 

GCGTTATCCCGTAGAAAAAGGTAG 

AGACGGGTGAGTAACGCG 

CGCCCGTTTCCGTTGT 

AGCCTCTTTAAGCCCTAAATCAG 

GGACAAGGGGATATTGGATAATGATG 

ATTAAGAGTTCTA AGCAACCTGACAG 

CATGCTCCATGAAGCTACCC 

CCTCGAAATCGCCTATGCAC 

GGAGCATTTAACCCCACGAA 

Tabela 2 – Lista de primers e sondas para a detecção de ‘Ca. L. 
asiaticus’, ‘Ca. L. americanus’ e fitoplasmas através de PCR. 
a As sondas hidrolisantes (por exemplo do tipo TaqMan®) utilizam 
um fluoróforo na extremidade 5’ e um quencher na extremidade  3’ 
da sequência indicada



24 Circular Técnica 96

7. Impactos e importância

Após a infecção da planta por quaisquer desses patóge-
nos não há medida que possa curá-la. Os impactos são consi-
derados altos e ocorrem devido à queda de produção, queda 
da qualidade da fruta, perda de longevidade dos pomares, re-
dução da área de cultivo e aumento dos custos de produção, 
onde a severidade dos sintomas é um bom indicador da perda 
de produção no pomar. A proporção da queda de frutos está di-
retamente relacionada ao avanço da doença, em alguns casos 
a redução na produção de frutos pode chegar a 100%. Além da 
queda precoce, os frutos sintomáticos são em geral menores 
e apresentam-se mais ácidos e com menores valores de Brix, 
reduzindo a qualidade do suco (Bassanezi et al., 2009, 2011, 
2020). Em laranjeiras com cinco a 12 anos, os sintomas chegam 
a ocupar mais de 50% da copa e reduzir a produção em mais de 
60% em apenas quatro anos após o aparecimento do primeiro 
ramo sintomático. A queda de frutos varia segundo o volume afe-
tado da copa podendo chegar a 80% (Fundecitrus, 2019).

A rápida disseminação da doença entre os talhões do 
pomar e dos pomares vizinhos se deve à alta capacidade de 
dispersão em longas distâncias do inseto transmissor das bacté-
rias. Em São Paulo - Brasil, e Flórida - EUA, às duas maiores re-
giões produtoras de laranja do mundo, o HLB afetou 21% e 90% 
das plantas, respectivamente (Girardi et al., 2017). O controle de 
psilídeos tem recomendação específica para a cultura dos citros 
(Fundecitrus, 2019). 

Ainda não existem estudos para estimar os impactos dos 
fitoplasmas em citros. Entretanto, por sua baixa incidência e po-
tencialmente pelos vetores serem cigarrinhas, o manejo reco-
mendado é similar ao do HLB, afinal a doença é infecciosa.

A distribuição do HLB no Brasil revela área livres dos 
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patógenos, enquanto o psilídeo é descrito como presente em 
quase todas as áreas citrícolas. Esforço deve ser feito para evi-
tar a entrada dos agentes etiológicos em áreas livres da doença, 
via disseminação por insetos ou por mudas infectadas (citros, 
murta, etc.), a partir das áreas afetadas de forma a preservar o 
potencial produtivo em regiões indenes, assim como manter a 
vantagem competitiva frente às áreas endêmicas.
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