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VELOCIDADE DE COLONIZAÇÃO DE PLANTAS DE LARANJA DOCE 

‘VALÊNCIA’, LIMÃO ‘SICILIANO’ E LIMA ÁCIDA ‘TAHITI’ POR ‘Candidatus 

Liberibacter asiaticus’ 

 
RESUMO – Huanglongbing (HLB) é uma doença altamente destrutiva dos citros e 

está associada à infecção por ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ (Las), bactéria Gram-

negativa, limitada ao floema e transmitida naturalmente no campo por psilídeos. O 

objetivo desta pesquisa foi avaliar a velocidade de movimentação de Las em plantas 

de laranjeira ‘Valência’, limeira ácida ‘Tahiti’ e limoeiro ‘Siciliano’, enxertados no 

citrumeleiro ‘Swingle’. Para o estudo foram inoculadas 50 plantas de cada variedade, 

que apresentavam 60 cm de altura no momento da inoculação. A inoculação foi feita 

no caule, a 10 cm acima da linha de junção da copa e porta-enxerto, por meio de 

enxertia de segmento de ramo oriundo de plantas infectadas. A presença/ausência da 

bactéria foi determinada em anéis de casca do caule coletados 5, 10 e 15 cm acima e 

abaixo do ponto de inoculação, além de brotos e raízes fibrosas, e a detecção de Las 

foi feita com base na amplificação de DNA da bactéria por PCR quantitativo a partir 

de DNA genômico extraído e purificado das amostras coletadas. As coletas foram 

feitas aos 21, 28, 35, 42 e 49 dias após a data de inoculação. A pesquisa foi dividida 

em dois experimentos durante duas épocas do ano, 1) verão (janeiro a março) e 2) 

primavera (setembro a novembro). A porcentagem de plantas infectadas por Las foi 

maior em laranjeira ‘Valência’ e menor no limoeiro ‘Siciliano’. A velocidade de 

movimentação ascendente e descendente de Las em ‘Valência’ no experimento 1 foi 

de 0,67 e 1,56 cm dia-1 e no experimento 2 de 0,84 e 1,11 cm dia-1. Na lima ácida 

‘Tahiti’, a velocidade de movimentação foi 0,31 e 0,54 cm dia-1 para o experimento 1 

e 0,32 e 0,62 cm dia-1 no segundo experimento. No limão ‘Siciliano’, a velocidade de 

movimentação no experimento 1 foi 0,47 e 0,74 cm dia-1 e no experimento 2, 0,36 e 

0,49 cm dia-1. A rápida colonização sistêmica de Las comprova porque tentativas de 

curar a planta, como a poda de ramos sintomáticos e termoterapia não funcionam. Os 

resultados aqui obtidos permitiram inferir que a poda e a termoterapia também não 

deverão funcionar para a lima Tahiti e nem para o limoeiro Siciliano. 

 

Palavras-chave: Citrus spp., floema, huanglongbing, qPCR, translocação.  
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SPEED OF COLONIZATION OF ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ IN 
PLANTS OF ‘VALÊNCIA’ SWEET ORANGE, ‘SICILIAN’ LEMON, AND ‘TAHITI’ 

ACID LIME  
 

ABSTRACT – Huanglongbing (HLB) is a highly destructive disease of citrus cultivars 

associated with 'Candidatus Liberibacter asiaticus' (Las), Gram-negative bacteria, 

limited to phloem and transmitted in the field by psyllids. We aimed to evaluate the 

speed of movement of Las in plants of 'Valencia' sweet orange, 'Tahiti' acid lime tree, 

and 'Sicilian' lemon tree, grafted on the citrumelo 'Swingle'. For the study, 50 plants of 

each variety, 60 cm tall, were inoculated. Inoculation was performed on the stem, 10 

cm above the junction line between the crown and the rootstock, by grafting a branch 

segment from infected plants. The detection of the bacterium was determined in stem 

bark rings, which were collected at 5, 10, and 15 cm above and below the inoculum, 

as well as fibrous buds and roots. The collections were made at 21, 28, 35, 42, and 49 

days after the inoculation date. Las detection was made based on the amplification of 

the bacterium's DNA by quantitative PCR from plant genomic DNA. The research was 

performed in two experiments: 1) summer (January to March) and 2) spring 

(September to November). The percentage of plants infected by Las was higher in the 

'Valencia' orange tree and lower in the 'Sicilian' lemon tree. The ascending and 

descending velocities of Las in ’Valencia’ in the experiment 1 was 0.67 and 1.56 cm 

day-1 and in the experiment 2 was 0.84 and 1.11 cm day-1. In ‘Tahiti’ acid lime the 

speed of movement was 0.31 and 0.54 cm day-1 in the experiment 1 and 0.32 and 

0.62 cm day-1 in the experiment 2. In ‘Sicilian’ lemon tree, the speed of movement in 

the experiment 1 was 0.47 and 0.74 cm day-1 and in the experiment 2 was 0.36 and 

0.49 cm day-1. The rapid movement of Las proves why attempts of curing plants, such 

as pruning symptomatic branches do not work. The results obtained here allowed us 

to infer that pruning and thermotherapy should not work for ‘Tahiti’ acid lime or for 

‘Sicilian’ lemon either. 

 

Keywords: Citrus spp., huanglongbing, phloem, qPCR, translocation. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ (Las) é uma bactéria Gram-negativa, restrita 

ao floema de Citrus spp. e de outras rutáceas e não cultivável em meios de cultura 

tradicionais (Garnier et al., 1984; Jagoueix et al., 1994; Bové, 2006) ou em diversos 

outros meios de cultura testados. Las está associada ao huanglongbing (HLB), 

considerada a doença mais grave e destrutiva dos citros, e está presente nas 

principais áreas citrícolas do mundo (Bové, 2006).  

No Brasil, Las foi relatada pela primeira vez em 2004, no município de 

Araraquara, estado de São Paulo (Coletta-Filho et al., 2004). No campo a bactéria é 

transmitida pelo psilídeo Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) durante o 

processo de alimentação deste inseto em tecidos jovens da planta (Hall et al., 2013; 

Wu et al., 2016; Lopes & Arenas, 2021). A transmissão também pode ocorrer por meio 

da enxertia de segmentos de ramos de plantas doentes (Hilf et al., 2018; Lopes et al., 

2009a) e através da planta parasítica Cuscuta sp. (Garnier et al.,1984).  

O HLB provoca alterações fisiológicas (Boava et al., 2017) e anatômicas na 

planta cítrica (Kim et al., 2009; Achor et al., 2010) e reduz a produção de frutas 

(Bassanezi et al., 2011). A identificação de plantas doentes no campo é feita mais 

comumente através da observação visual dos sintomas expressos em folhas e frutos 

(Coletta-Filho et al., 2010). Inicialmente os sintomas aparecem nas folhas, que se 

destacam pela coloração amarela assimétrica do limbo (mosqueado). A nervura 

central também pode se apresentar espessa e saliente. Com o progresso da doença 

ocorre intensa desfolha nos ramos afetados que progride para seca dos ponteiros 

(Bové, 2006). Os sintomas de HLB nas folhas podem ser confundidos com a 

deficiência de zinco, cálcio e nitrogênio (ANR, 2010). Os sintomas progridem para toda 

a copa, levando a intensa queda de frutos, tornando a produção economicamente 

inviável (Dala-Paula et al., 2019). Os frutos dos ramos sintomáticos são pequenos, 

assimétricos, de coloração irregular, com sementes abortadas e normalmente caem 

prematuramente (Dala-Paula et al., 2019, Tatineni et al., 2008).  

Todos os citros comerciais são suscetíveis ao HLB (Folimonova et al., 2009). A 

velocidade de expressão dos sintomas e severidade da doença em plantas jovens em 

casa de vegetação, variaram entre as espécies de citros (Folimonova et al., 2009), 

sendo mais lenta e menos severa em plantas de lima ácida e limão verdadeiro do que 
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em plantas de laranja doce. Também em plantas adultas no campo, observou-se que 

a evolução dos sintomas foi mais rápida nas laranjeiras doces e tangerinas do que 

nos limões verdadeiros e limas ácidas (Shokrollah et al., 2009). As possíveis causas 

dessas diferenças ainda não foram esclarecidas.  

Entre os citros cultivados, a laranja doce têm sido as mais estudadas quanto a 

reação ao HLB e interação com Las. Independentemente do tipo ou variedade de 

citros, sabe-se que a infecção ocorre de forma sistêmica e irregular nos diferentes 

tecidos e órgãos da planta (Tatineni et al., 2008; Li et al., 2009; Teixeira et al., 2008). 

Danos no sistema radicular ocorrem antes mesmo do aparecimento dos sintomas nas 

folhas (Johnson et al., 2014). Além disso, após a inoculação da bactéria pelo inseto 

vetor D. citri, que ocorre quando este se alimenta em brotos jovens (Lopes e Cifuentes-

Arenas et al., 2021), Las se move seguindo o fluxo da seiva do floema, indo de tecidos 

que são fontes de fotoassimilados como folhas maduras, em direção aos tecidos 

consumidores como folhas jovens em expansão, raízes e frutos (Hilf et al., 2018; Raiol-

Junior et al., 2021a; Pandey et al., 2021).  

Apesar dos esforços de se entender e quantificar a velocidade de 

movimentação e o efeito da temperatura no processo de colonização de Las em 

plantas de laranja doce (Citrus × aurantium var. sinensis L.) (Raiol-Junior et al., 

2021b), a forma como a bactéria se movimenta internamente, entre vasos do floema 

e de uma parte à outra da planta, ainda não foram totalmente esclarecidas. As 

diferenças observadas na velocidade de ocorrência e severidade de expressão dos 

sintomas nas diferentes espécies de citros, cultivadas em vasos e no campo 

(Folimonova et al., 2009; Shokrollah et al., 2009), podem estar relacionados à variação 

na velocidade de colonização dessas plantas por Las. O esclarecimento desta 

questão poderá ser útil para o melhor entendimento do processo de infecção e 

aprimoramento das práticas de manejo do HLB. Sintomas do HLB na copa, folhas e 

ramos laterais da planta cítrica, significa que a bactéria já se distribuiu por todas as 

partes da planta, inclusive para as raízes, sendo assim, o uso da poda de ramos 

doentes em laranjeiras doces não é efetiva em restabelecer a sanidade da planta 

(Lopes et al. 2007), poderia, em tese, ser útil em cultivares nas quais a movimentação 

da bactéria seja mais lenta.  
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Assim, dada a carência de informações sobre este assunto e a grande 

importância comercial do limoeiro ‘Siciliano’ e da limeira ácida ‘Tahiti’ a nível de Brasil 

e mundial, o presente estudo teve como objetivo investigar esta questão, comparando-

se a velocidade de movimentação e colonização de Las nessas duas cultivares com 

a velocidade de movimentação da bactéria em laranjeira doce, cultivar ‘Valência’, 

tanto no sentido ascendente como descendente a partir de um único ponto de 

inoculação.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Citricultura geral 

O gênero Citrus pertence à família Rutaceae, subfamília Aurantioideae, tribo 

Citreae e subtribo Citrineae que, por sua vez, é composta por cerca de 160 gêneros 

totalizando 2100 espécies e seus híbridos. Apesar da importância de espécies de 

outros gêneros dentro da família Rutaceae, como Fortunella e Poncirus, este último 

muito usado como porta-enxerto, a maioria das espécies de importância econômica 

estão dentro do gênero Citrus (Wu et al., 2018b).  

Alguns citros são originários do sul ao leste da Ásia, como Malásia e Nova 

Caledônia, e da Austrália, mas se encontram amplamente distribuídos no mundo. Nas 

Américas, por exemplo, estão as áreas de produção mais significativas de laranjas 

doces, limões e limas ácidas, com destaque para o Brasil, Estados Unidos, México e 

Argentina. Nesses países os citros encontraram as condições ideais de cultivo e 

produção, pois se desenvolvem bem em regiões tropicais e subtropicais, entre as 

latitudes 40° N e 40° S (Dugrand-Judek et al., 2015; Wei et al., 2015). De forma geral, 

as plantas cítricas requerem temperaturas entre 23 e 32 °C. Quando a temperatura 

ultrapassa os 40 °C as plantas sofrem estresse conhecido por fotoinibição, causado 

por aumento excessivo de luz afetando o processo fotossintético. Sob temperaturas 

menores que 15° C, o metabolismo também é reduzido (Mattos Junior, 2005).  

Dentre as culturas frutíferas os citros são os mais cultivados e economicamente 

mais importantes no mundo. Apesar da diversidade de tipos de frutas, o equivalente 

a 98% do que se consome concentra-se na laranja, tangerina, toranja e limão (FAO, 

2017). A laranjeira ‘Valência’ (Citrus × aurantium var. sinensis L.) está entre as 

cultivares mais cultivadas, tendo sido produzidas no mundo 54,3 milhões de toneladas 

na safra 2018/19, contra 8,4 milhões de limão e lima (USDA, 2019). A produção só 

não é maior por causa das grandes perdas provocadas por pragas e doenças, que 

afetam tanto a produção como a qualidade das frutas (Liao e Burns, 2012). No caso 

da doença huanglongbing, o suco de frutas afetadas é amargo e mais ácido do que o 

suco de frutas sadias. A maior acidez é explicada pela menor quantidade de teor de 

sólidos solúveis totais (°Brix) e aumento da acidez titulável (Yao et al., 2020).  
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O Brasil é o maior produtor e exportador de suco concentrado congelado de 

laranja do mundo (Agrianual, 2016). Para a safra 21/22, foi estimada produção de 

294,17 milhões de caixas de 48,8 kg, em uma área aproximada 379 mil hectares 

(Fundecitrus, 2021). O país também se destaca na produção mundial de limões e 

limas ácidas. Na safra 20/21 os estados de São Paulo e Minas Gerais produziram 

aproximadamente 423,65 mil toneladas de frutas cítricas (Hortifruti Brasil, 2021). No 

parque citrícola, que abrange o estado de São Paulo e a região do Triângulo/Sudoeste 

de Minas Gerais, os pomares que produzem limões e limas ácidas, ocupam em 2021, 

39 mil hectares (8,8% do total de citros plantados), sendo destes 90% correspondente 

a área cultivada com lima ácida (Fundecitrus, 2021). 

 

2.2. Huanglongbing (HLB)  

O HLB foi relatado pela primeira vez em 1919, no Sul da China, e hoje se 

encontra amplamente disseminado na Ásia, África e Américas (Bové, 2006; ). O t5gr  

HLB é associado a três espécies de bactérias fastidiosas, Gram-negativas 

denominadas de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ (Las), ‘Candidatus Liberibacter 

africanus’ (Laf) e ‘Candidatus Liberibacter americanus’ (Lam) (Bové, 2006). Esses 

patógenos são disseminados naturalmente por insetos vetores, sendo o psilídeo 

asiático dos citros, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), vetor de Las e 

Lam (Capoor et al.,1967; Yamamoto et al., 2006), e o psilídeo africano dos citros, 

Trioza erytreae (Hemiptera: Psyllidae), vetor de Laf (McClean and Oberholzer, 1965). 

O termo ‘Candidatus’ se refere taxonomicamente a organismos que são difíceis ou 

que não podem ser cultivados em meio de cultura (Firrao, 2005; Jagoueix, 1994). 

Las é a espécie mais amplamente distribuída no mundo e, consequentemente, 

a mais estudada, e teve seu genoma completo sequenciado (Duan et al., 2009). A 

presença de Las nos vasos do floema de plantas infectadas reduz a produtividade, a 

qualidade dos frutos, com as plantas podendo tornar-se improdutivas em pouco tempo 

(Bassanezi et al., 2011). A produção é dependente da incidência de plantas afetadas, 

e o progresso da disseminação é rápido, a não ser que medidas de controle sejam 

adotadas com rigor, como o controle intensivo do inseto vetor sempre associado à 

eliminação de plantas sintomáticas (Bové, 2006; Bassanezi et al., 2020). O longo 

período de incubação, bem como a sazonalidade da expressão dos sintomas 
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dificultam a identificação de plantas doentes no campo e, consequentemente, o 

controle da doença (Bassanezi et al., 2010).  

O psilídeo Diaphorina citri é originário do continente asiático. Esse inseto mede 

de 2 a 3 milímetros. D. citri foi encontrado pela primeira vez no Brasil em 1940 (Costa 

Lima, 1942) e sempre foi considerado uma praga secundária. Mas, a partir de 2004, 

quando o HLB foi encontrado, passou a ser tratado como enorme ameaça à 

sobrevivência do setor citrícola. A reprodução de D. citri depende da disponibilidade 

de novos brotos ou de folhas em expansão. Os estádios fenológicos V2 e V3 são os 

preferenciais para oviposição (Cifuentes-Arenas et al., 2018). Na fase adulta os 

insetos podem se alimentar e sobreviver por vários meses nas folhas totalmente 

desenvolvidas, mas é durante a alimentação em tecidos jovens que o vetor adquire e 

transmite a bactéria (Lopes e Cifuentes, 2021). 

O período de incubação da doença é variável, pois depende de vários fatores 

ambientais, fenológicos e genéticos, como clima, idade e variedade da planta 

hospedeira ( Belasque Junior et al., 2009). A confirmação ou não da presença de Las 

nas plantas ou no inseto vetor, é obtida por testes moleculares baseados na reação 

em cadeia da DNA polimerase (PCR) (Hartung et al., 2010).  

O HLB está amplamente disseminado no parque citrícola. Em 2020, cerca de 

20,87% das plantas, o que corresponde a aproximadamente 37,1 milhões de plantas 

infectadas, manifestavam sintomas (Fundecitrus, 2020). O Fundecitrus e agentes de 

governo têm reforçado a importância de se estabelecer estratégias rigorosas de 

controle do HLB, que compreende plantio de mudas sadias e, em nível regional, 

inspeção e erradicação de plantas sintomáticas nos pomares e em áreas externas 

próximas as propriedades, e monitoramento da população e controle rigoroso do 

psilídeo, que só é possível com aplicação frequentes de inseticidas (Belasque Jr et 

al., 2010; Bassanezi et al., 2020).  

 

2.3. Sintomatologia 

A colonização da planta cítrica por Las induz alterações fisiológicas, 

anatômicas e morfológicas que resultam em sintomas. Os fatores intrínsecos na 

relação Las-planta que provocam os sintomas característicos do HLB ainda não estão 

totalmente esclarecidos. Aparentemente, Las provoca a obstrução dos vasos do 
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floema ocasionando acúmulo de amido e colapso dos vasos em laranjas, porém esse 

sintoma não é tão específico em limão, já que folhas de limão totalmente verde 

apresentam títulos muito próximos dos encontrados em folhas amarelas, (Etxeberria 

et al., 2009; Achor et al., 2010).  

No campo, a identificação das plantas doentes é realizada por meio da 

observação dos sintomas, que aparecem inicialmente em um ramo ou galho, que se 

destaca pela coloração amarelada assimétrica das folhas. Com o avanço da doença, 

há intensa desfolha nos ramos afetados e seca dos ponteiros. Os frutos dos ramos 

afetados são pequenos, assimétricos, com sementes abortadas e caem de forma 

prematura (Bové, 2006). Os frutos doentes também apresentam menor teor de sólidos 

solúveis totais (°Brix), maior acidez e sabor alterado (Bassanezi et al., 2009). 

Maior incidência de plantas com sintomas é normalmente observada entre o 

final do verão e início da primavera, com máxima ocorrendo no outono e inverno 

(Bassanezi et al., 2010). A expressão mais intensa dos sintomas nesta época se deve 

as temperaturas mais baixas que também favorecem a multiplicação da bactéria nos 

tecidos das plantas (Lopes et al., 2009). 

Há relatos de cultivares de porta-enxertos com tolerância ao HLB, 

principalmente o trifoliata Poncirus trifoliata (L.) Raf. e seus híbridos, tais como o 

citrange ‘Carrizo’ [C. sinensis (L.) Osbeck x P. trifoliata] e US-897 (C. reticulata 

‘Cleopatra’ x P. trifoliata ‘Flying Dragon’) e US-942 (C. reticulata ‘Sunki’ x P. trifoliata 

‘Flying Dragon’) (Albrecht et al., 2012; Albrecht e Bowman, 2011).  

A poda drástica da copa ou apenas de ramos sintomáticos foram testados com 

o objetivo de se eliminar todos os tecidos infectados. Todavia, sintomas específicos 

da doença reapareceram nos novos brotos. Isto ocorreu na maioria das plantas, 

independente de idade, variedade e tipo de poda usada, e indicou que quando se 

observa sintomas, a bactéria já colonizou toda a planta (Lopes et al., 2007).  

A termoterapia foi demostrada como uma estratégia de redução de títulos 

bacterianos de Las na parte aérea das plantas, onde as mudas de citros afetadas por 

HLB ficaram em exposição contínua a temperaturas acima de 40 °C por um período 

mínimo de 48 h (Hoffman et al., 2013). Entretanto, o método não foi eficaz devido à 

colonização da bactéria nas raízes. De mesmo modo, têm sido testados antibióticos 

para combater a infecção por Las. A resposta foi satisfatória na eliminação e redução 
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dos títulos bacterianos, indicado pela menor taxa de infecção em enxertos inoculados 

(Zhang et al., 2014). No entanto, nenhuma tentativa de curar a planta foi eficiente.  

 

2.4. Colonização e movimentação de Candidatus Liberibacter spp. 

A infecção de cultivares de citros por Las ocorre de forma irregular e sistêmica 

(Tatineni et al. 2008; Li et al., 2009). A bactéria pode ser encontrada em vários órgãos 

da planta como brotos, folhas, caule, partes da flor, frutos e raízes, com exceção 

apenas do endosperma da semente (Tatineni et al., 2008). O padrão de colonização 

na planta é variável. Condições ambientais como temperatura, podem influenciar a 

movimentação das bactérias (Lemoine et al., 2013; Raiol-Junior et al., 2021b).  

Também ocorrem diferenças na expressão dos sintomas, que aparecem muitos 

meses após a infecção (Hung et al., 2001; Folimonova et al., 2009). O tempo para 

manifestação dos primeiros sintomas foliares varia conforme o modo de inoculação 

do patógeno, quatro meses quando a inoculação ocorre por enxertia de ramos 

doentes (Lopes e Frare, 2008), e oito meses quando a inoculação é feita por psilídeos 

infectivos (Hung et al., 2004). Essas diferenças podem estar relacionadas a diferenças 

na colonização e movimentação de Las. 

Las é transmitida por D. citri durante o processo de alimentação em tecidos 

jovens (Hall et al., 2016; Lopes e Cifuentes-Arenas et al., 2021). Após a inoculação, a 

bactéria move para regiões de crescimento da planta (Raiol-Junior et al., 2021a), 

seguindo o fluxo de seiva, que é produzida em órgãos fontes de fotoassimilados, como 

folhas maduras, para órgãos em desenvolvimento ou de armazenamento, também 

chamados drenos, como flores, frutos, raízes em crescimento e brotos jovens. O 

predomínio do movimento passivo de Las foi sugerido por não ter sido observadas 

estruturas ativas de movimento como flagelo ou pili (Andrade et al., 2019; Hilf et al., 

2013), apesar do genoma da bactéria apresentar genes que estão relacionados a 

produção dessas estruturas de movimento (Duan et al., 2009). O movimento ativo de 

células de Las também foi sugerido, mas os mecanismos envolvidos são 

desconhecidos (Pandey et al., 2021). 

As diferenças em expressão de sintomas encontradas em diferentes espécies 

cítricas (Abdullah et al., 2009; Folimonova et al., 2009) podem estar relacionadas a 

movimentação e colonização da planta. Identificar espécies em que ocorre menor 
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colonização ou movimentação de Las, ajudará a identificar os mecanismos 

relacionados a resposta diferencial dos diferentes genótipos de citros ao HLB.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1.  Material vegetal 

Foram utilizadas plantas de dois anos de idade de laranjeira ‘Valência’ (Citrus 

× aurantium var. sinensis L.), limoeiro ‘Siciliano’ (C. × limon var. limon) e limeira ácida 

‘Tahiti’ [C. × latifolia var. latifolia] e, enxertadas em citrumeleiro ‘Swingle’ [C. × 

aurantium var. paradisi X Poncirus trifoliata (L.) Raf], adquiridas de viveiro cadastrado 

na Coordenadoria de Defesa Agropecuária da Secretaria de Agricultura e 

Abastecimento do estado de São Paulo (CDA). 

As plantas foram cultivadas em sacolas plásticas de 4L contendo substrato 

composto por 80% de casca de pinheiro, 15% de vermiculita e 5% de carvão, pH 6,8 

e irrigadas semanalmente com uma solução nutritiva contendo, em miligramas por 

litro, 181,5 N-NO3
-, 12,0 N-NH4

+, 23,1 P-H2PO4
-, 54,0 K+, 229,0 Ca2+, 40,0 Mg2+, 52,0 

S-SO4
-, 1,4 Zn2+, 2,18 Cu2+, 0,98 Mn2+, 4,5 Fe2+, 0,22 MoO4

2- e 0,61 B. Para os 

micronutrientes catiônicos foram utilizadas fontes quelatadas de ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA), exceto Fe, para o qual foi utilizado etilenodiamina-

N (EDDHA). A cada 30 dias as plantas eram pulverizadas com inseticidas e acaricidas, 

com produtos recomendados para a cultura e descritos na lista Protecitrus (Produtos 

para Proteção da Citricultura) (Fundecitrus, 2021). 

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetação na Universidade 

Estadual Paulista ‘Júlio de Mesquita Filho’ (UNESP), Jaboticabal, São Paulo, Brasil, 

durante os meses de janeiro a março (verão), e setembro a novembro (primavera) de 

2020. Durante todo o período de condução do experimento, um aparelho Data-logger 

(Log Box RHT LCD, Porto Alegre, RS), instalado no interior da casa de vegetação, 

registrou, de hora em hora, temperatura média do ar e umidade relativa.  

 

3.2.  Inoculação de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ 

Foram inoculadas 50 plantas de cada cultivar através da enxertia de segmentos 

de ramos infectados por Las (Lopes et al., 2008). Em cada planta, os ramos laterais 

foram podados, mantendo-se apenas o ramo principal, com altura de 60 cm a partir 

do nível do substrato. No caule, à 10 cm acima da linha de junção da copa com o 

porta-enxerto, foram enxertados dois segmentos de ramos (borbulhas), com 
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aproximadamente 5 cm de comprimento, 0,3 cm de espessura e 0,5 cm de largura. A 

enxertia foi feita à mesma altura e posicionados um de cada lado do caule. As 

borbulhas foram removidas de ramos de plantas sintomáticas de laranjeira ‘Valência’, 

com oito anos de idade, também enxertadas em citrumeleiro ‘Swingle’, e naturalmente 

infectadas por Las. As plantas estavam sendo cultivadas em pomar não irrigado da 

Fundação Coorpercitrus Credicitrus, localizada em Bebedouro, SP. A comprovação 

da infecção por Las foi feita por análise de PCR em tempo real (qPCR) (Li et al., 2006). 

As plantas nas quais as borbulhas não sobreviveram foram removidas do 

experimento. 

 

3.3. Avaliações 

As avaliações foram realizadas em cinco datas, sendo a primeira realizada aos 

21 dias após a data da inoculação (DAI), e as demais aos 28, 35, 42 e 49 DAI. Em 

cada DAI, foram selecionadas ao acaso oito plantas de cada variedade, sendo cada 

planta considerada uma repetição. Foram amostrados de forma destrutiva anéis 

completos de casca de 1 cm de largura, removidos a 45, 5, 10 e 15 e 40 cm acima e 

abaixo do ponto de inoculação, sendo que os pontos a 10 e 15 cm abaixo consistiram 

em amostras do caule do porta-enxerto, e os pontos 40 e 45 consistiram de raízes e 

brotos, respectivamente. Além das cascas do caule, foram coletadas amostras das 

raízes e de novas brotações que se desenvolveram no ápice das plantas após a 

inoculação (Figura 1). Os brotos se encontravam nos estágios V1 (primórdios foliares), 

V2 (alongamento inicial), V3 (expansão da lâmina foliar), V4 (desdobramento de todas 

as folhas), V5 (folhas totalmente expandidas, cor verde-amarelo claro), e V6 (folhas 

totalmente endurecidas e verde-escuras), os quais foram coletados e avaliados em 

número e tamanho. De algumas plantas os brotos não foram coletados por não 

existirem ou porque já haviam atingido o estágio V7 (folhas maduras). Para a coleta 

das raízes, as plantas foram removidas da sacola plástica e retirado o excesso do 

substrato. Foram coletadas as raízes fibrosas novas (indicado por sua coloração 

esbranquiçada) as quais foram removidas de forma aleatória de todas as partes do 

sistema radicular. Na ausência de raízes novas, coletou-se raízes mais velhas, 

indicado pela coloração marrom escura. As amostras de casca, raízes e brotos foram 

processadas e avaliadas por qPCR (Li et al., 2006).  
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Figura 1. Representação esquemática dos pontos de amostragem utilizados para 

avaliação da colonização de plantas de citros por ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ 

(Las). As amostras consistiram em anéis completos de casca de 1 cm de largura, 

coletados aos 21, 28, 35, 42 e 49 dias após a inoculação a (A) 15 cm, (B) 10 cm, e (C) 

5 cm acima e (D) 5 cm, (E) 10 cm, e (F) 15 cm abaixo do inóculo, (Raízes) 40 cm e 

(Brotos) 45 cm.  

 

3.3.1.  Extração de DNA e qPCR 

Para extração de DNA foram utilizados 0,3 gramas de tecido vegetal, que foi 

picado com o auxílio de uma lâmina de barbear sobre papel toalha, em seguida foi 

transferido para um microtubo de 2,0 mL. Posteriormente, o material foi macerado 

durante 45 segundos com triturador Tissue Lyser II (Qiagem), ao qual foi adicionado 

solução tampão de extração concentrado de CTAB + 0,2% de β-mercaptoetanol 

(Murray e Thompson 1980) até completar o volume de 2 mL. Em seguida as plantas 

foram incubadas em banho maria a 65ºC por 30 min. A extração do DNA foi conduzida 

como descrito por Teixeira et al. (2005). Para a quantificação do título de Las utilizou-

se a técnica da qPCR como descrito por Li et al. (2006) e Teixeira et al. (2008). A 

qPCR foi conduzida no equipamento StepOne Plus thermocycler (Applied 
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Biosystems). Todas as plantas foram diluídas a 100 ng/µL antes de uso em reações 

de qPCR que foram conduzidas em volume final de 12 µL, resultado da adição de 3 

µL de DNA das plantas e 9 µL de Path ID Master Mix (Ambion) contendo 0,5 µM dos 

primers específicos para Las e sonda HLBaspr (Li et al. 2006). Os valores de Cycle 

threshhold (Ct) foram ajustados automaticamente pelo software StepOne. As plantas 

foram consideradas positivas para a presença de Las quando os valores do Ct eram 

menores ou iguais a 34,0, os quais foram convertidos em log10 do número de genomas 

de Las por grama de tecido, usando-se a curva de quantificação definida por Lopes et 

al. (2013). 

 

3.4.  Análise dos dados 

A frequência de plantas infectadas foi calculada a partir do número de plantas 

positivas, dividindo pelo total de plantas avaliadas em cada data dentro de cada 

cultivar. O progresso da colonização das plantas por Las, a diferentes distâncias do 

inóculo, foi determinado pelo modelo matemático monomolecular, os quais foram 

ajustados à frequência de detecção ao longo do tempo. O modelo é descrito pela 

fórmula y(t)= ymax – ymax-y0*exp(-r*t), onde y(t) é a frequência pontos positivos para 

Las ao longo do tempo t, ymax a frequência máxima de pontos positivos, y0 o inóculo 

inicial, r taxa de infecção, e t o tempo em dias após a data de inoculação (Madden et 

al., 2007). Os parâmetros das equações foram comparados pelo teste de Tukey a 5% 

de probabilidade. Foi utilizada a linguagem Python 3.6 para ajuste do gráfico. 

Os dados da probabilidade de detecção positiva de Las (pLas), que consiste na 

proporção de amostras positivas pelo total de amostras analisadas, foram submetidos 

à análise de regressão logística com os coeficientes dos modelos obtidos pelo ajuste 

binomial de modelos lineares generalizados (Generalized Linear Model, GLM). Para 

as avaliações da movimentação de Las, o modelo estimou pLas em diferentes pontos 

acima e abaixo do ponto de inoculação, em função do Tempo e da Distância para 

cada uma das combinações de copa e porta-enxerto utilizadas. pLas é dado pela 

equação 𝑝(𝐿𝑎𝑠) =
1

1+𝑒[−(𝛽0+𝛽1∗𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜+𝛽2∗𝐷𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎)] , onde Tempo é o número de dias após 

a data de inoculação e Distância é representada pelos diferentes pontos de 

amostragem acima e abaixo do ponto de inoculação. A movimentação de Las foi 
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estimada pela equação 𝐷𝑖𝑠𝑡â𝑛𝑐𝑖𝑎 =  
1

𝛽2
[− 𝛽0 −  𝛽1 ∗ 𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜], com a relação 

𝛽1

𝛽2
 

representando a inclinação da reta ou a velocidade da movimentação da bactéria 

(Raiol-Junior et al., 2021b). 

Os coeficientes dos modelos foram interpretados em termos de razão de 

chance (odds ratio, OR), onde o acréscimo (OR>1), decréscimo (OR<1) ou sem efeito 

(OR=1) em pLas ocorre em função das variáveis independentes (significativo se 1  

± 95% CI) (Hilbe, 2009; Peng et al., 2020). A acurácia geral dos modelos foi avaliada 

pelo valor do pseudo-R² de McFadden (Hilbe, 2009). As análises de regressão 

logística foram feitas pelo software R (R Development Core Team, 2015). 

 

4. RESULTADOS 

4.1. Colonização das plantas  

 

4.1.1. Primeiro experimento  

A. Colonização ascendente 

No primeiro experimento, a 5 cm de distância acima do local de inoculação, em 

Valência, Las só foi detectada em 38% das plantas aos 28 DAI, e, aos 49 DAI, em 

todas as plantas. No limão Siciliano, à mesma distância do inóculo, Las foi detectada 

aos 21 DAI e em 75% das plantas, porém, ao longo das datas de avaliação, Las foi 

observada em menores porcentagens nos pontos positivos (63% aos 28, 38% aos 35, 

50 aos 42 e 49 dias, respectivamente). Em Tahiti, Las havia colonizado 38% das 

plantas avaliadas aos 21 DAI, chegando a 63% aos 42 DAI, permanecendo assim até 

o 49 DAI. A 10 cm de distância acima do inóculo, Las foi detectada aos 21 DAI em 13, 

38 e 50% das plantas de Valência, Tahiti e Siciliano, respectivamente. Na ‘Valência’ e 

no ‘Tahiti’, foi observado aumento na porcentagem de plantas infectadas ao longo do 

tempo, chegando a 100 e 75% aos 49 DAI, respectivamente. No ‘Siciliano’ a 

porcentagem de plantas colonizadas por Las não ultrapassou os 50% observados nos 

21 DAI. A 15 cm de distância acima do inóculo, Las foi detectada aos 21 DAI em 13, 

25 e 38% das plantas de ‘Valência’, ‘Siciliano’ e ‘Tahiti’, respectivamente (Tabela 1). 

A 15 cm do ponto de inoculação foi observado um aumento progressivo da 

porcentagem de plantas infectadas nas três cultivares avaliadas. ‘Valência’ 100% aos 
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49 dias, no ‘Siciliano’, alcançou 63% aos 42 DAI, e no ‘Tahiti’ 88% aos 49 DAI. Durante 

as avaliações o número de brotos variou entre 1 e 11. Aos 28 DAI Las foi detectada 

na ‘Valência’ em 25% dos brotos. Aos 45 cm Las foi detectada pela primeira vez aos 

35 DAI em ‘Siciliano’ e ‘Tahiti’ em 13 e 38% das plantas, respectivamente. A 

porcentagem de plantas infectadas alcançou 100% aos 49 DAI na Valência, 50% aos 

42 DAI no Siciliano e Tahiti (Tabela 1). 

 

B. Colonização descendente 

No primeiro experimento, a 5 cm de distância abaixo do local de inoculação, 

Las foi detectada aos 28 DAI em 50% das plantas de laranja ‘Valência’, chegando a 

100% aos 49 DAI. No ‘Siciliano’, a 5 cm, Las estava presente em 50% das plantas aos 

28 DAI, chegando a 63% aos 49 DAI. No ‘Tahiti’, Las havia colonizado 50% das 

plantas aos 21 DAI, chegando a 63% aos 35 DAI, permanecendo assim até os 49 DAI. 

A 10 cm de distância do inóculo, Las foi detectada aos 28 DAI em 38 e 25% 

das plantas de laranja ‘Valência’ e limão Siciliano, respectivamente. Na ‘Valência’ e 

no ‘Tahiti’, houve progressivo aumento do número de plantas infectadas ao longo do 

tempo, chegando a 100 e 75%, respectivamente, aos 49 DAI. No limão ‘Siciliano’ a 

porcentagem de plantas infectadas não ultrapassou os 50% já observados nos 35 DAI.  

A 15 cm de distância abaixo do inóculo, Las foi detectada aos 35 e 28 DAI 

‘Valência’ e Siciliano em 13% e 38% das plantas, e no ‘Tahiti’ aos 21 DAI e em 50% 

das plantas. Aos 49 DAI, Las havia colonizado 100, 50 e 63% das plantas de 

‘Valência’, ‘Siciliano’ e ‘Tahiti’, respectivamente.  

A colonização das raízes ocorreu de forma mais lenta que dos caules e brotos. 

A primeira observação da presença de Las neste órgão ocorreu aos 35 DAI para as 

três cultivares, com taxa de 13% (Tabela 1). As maiores porcentagens de plantas 

infectadas foram observadas em ‘Valência’ aos 42 DAI com 38%, enquanto que no 

limão ‘Siciliano’ e no ‘Tahiti’ aos 49 DAI em 38 e 63% das plantas, respectivamente. 
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Tabela 1. Progresso de colonização e título bacteriano de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ em plantas de laranja doce 

‘Valência’, ‘Siciliano’ e ‘Tahiti’ acima e abaixo do ponto de inoculação a diferentes distâncias do inóculo durante o verão. 
Distância 
(cm) e 
direção do 
inóculo 

21 DAIa   28 DAI   35 DAI   42 DAI   49 DAI 

Porcentagem de plantas infectadas aos 5,10, 15, 40 e 45 cm do ponto de inoculação, ascendente e descendente 

inóculo  Valb Sicc Tahd  Val Sic Tah  Val Sic Tah  Val Sic Tah  Val Sic Tah 

5, acima nde 75 38  38 63 38  88 38 25  75 50 63  100 50 63 

10, acima 13 50 38  25 50 50  88 50 25  63 50 63  100 38 75 

15, acima 13 25 38  13 38 50  88 38 25  50 63 75  100 38 88 

45, Brotos nd nd nd  25 nd nd  50 13 38  50 50 50  100 50 nd 

5, abaixo nd nd 50  50 50 25  88 63 63  88 50 63  100 63 63 
10, abaixo nd nd 63  38 25 63  75 50 25  75 38 75  100 50 75 
15, abaixo nd nd 50  nd 13 38  38 63 50  63 13 50  100 50 63 
40, Raízes nd nd nd   nd nd nd   13 13 13   38 13 25   13 38 63 

Título médio e erro padrão de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ por grama de tecido amostrado 

5, acima nd 3,1±0,35 4,5±0,14  3,2±0,41 3,0±0,31 2,9±0,29  4,4±0,26 3,9±0,36 3,0±0,65  3,9±0,31 4,0±0,35 3,5±0,25  4,8±0,13 4,2±0,50 4,2±0,40 

10, acima 2,4 3,2±0,53 4,4±0,20  2,4±0,12 3,0±0,46 2,7±0,16  4,1±0,28 3,5±0,38 3,1±0,22  3,8±0,34 4,1±0,41 3,5±0,36  4,8±0,14 4,8±0,12 4,1±0,43 

15, acima 2,7 3,9±0,56 4,0±0,46  2,2 3,1±0,45 3,1±0,42  3,7±0,37 3,6±0,64 3,0±0,13  3,5±0,40 3,8±0,53 3,3±0,30  4,7±0,13 4,6±0,20 4,0±0,38 

45, Brotos nd nd nd  4,1±0,18 nd nd  3,7±0,50 3,2 4,9±0,39  2,5±0,12 3,0±0,22 3,3±0,51  5,1±0,35 3,6±0,18 nd 

5, abaixo nd nd 4,1±0,43  3,6±0,53 2,8±0,24 3,6±0,75  4,1±0,25 3,1±0,43 3,2±0,12  3,5±0,30 3,3±0,59 3,6±0,21  4,6±0,16 4,2±0,49 4,2±0,19 

10, abaixo nd nd 3,5±0,39  2,7±0,10 2,6±0,15 3,2±0,33  3,3±0,31 3,2±0,57 3,2±0,68  3,7±0,31 3,0±0,61 3,7±0,25  4,0±0,19 4,3±0,20 3,7±0,41 
15, abaixo nd nd 3,7±0,27  nd 2,5 3,6±0,36  3,4±0,19 2,8±0,41 2,6±0,26  3,4±0,39 3,4 3,4±0,12  3,7±0,20 3,9±0,34 3,5±0,20 
40, Raízes nd nd nd   nd nd nd   2,5 3,7 2,6   2,7±0,16 4,3 4,7±0,34   2,6 3,6±0,24 3,5±0,41 

aDAI: dias após inoculação. bVal: Laranja ‘Valência’. cSic: limão ‘Siciliano’. dTah: lima ácida ‘Tahiti’. end: não detectado. 
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4.1.2. Segundo experimento  

A. Colonização ascendente 

No segundo experimento, a 5 cm de distância acima do local de inoculação, 

Las só foi detectada em 13% das plantas de Valência aos 21 DAI, e, aos 49 DAI, em 

63% das plantas desta cultivar. No limão Siciliano, à mesma distância do inóculo, Las 

foi detectada aos 21 DAI, em 25% das plantas, diminuindo para 13% nos dias 42 e 49 

DAI. Em ‘Tahiti’, Las havia colonizado 50% das plantas avaliadas aos 21 DAI, porém, 

essa porcentagem foi diminuindo ao longo dos dias. 

 A 10 cm de distância acima do inóculo, Las foi detectada aos 21 DAI em 25, 

13 e 38% das plantas de 'Valência’, ‘Siciliano’ e ‘Tahiti’, respectivamente. Em 

‘Valência’, foi observado aumento na porcentagem de plantas infectadas ao longo do 

tempo, chegando a 75% aos 49 DAI, no Siciliano, a porcentagem de plantas 

colonizadas iniciou com 13% aos 21 DAI, chegando aos 49 com 25%, enquanto que 

no ‘Tahiti’ a porcentagem foi diminuindo, chegando aos 49 DAI com 13%.  

A 15 cm de distância acima do inóculo, Las foi detectada aos 21 DAI em 50, 13 

e 63% das plantas de laranja ‘Valência’, ‘Siciliano’ e ‘Tahiti’, respectivamente (Tabela 

2). 

Foi observado uma variação na da porcentagem de plantas infectadas nas três 

cultivares avaliadas. Na laranja ‘Valência’, alcançou 100% aos 49 DAI e no Siciliano e 

‘Tahiti 25 e 50%, respectivamente. Na laranja ‘Valência’, Las foi detectada pela 

primeira vez aos 42 DAI em 50% das plantas, enquanto em Siciliano Las não foi 

detectada em nenhumas das avaliações. Aos 21 DAI Las foi detectada no Tahiti em 

38% dos brotos. (Tabela 2). 

 

B. Colonização descendente. 

No segundo experimento, a 5 cm de distância abaixo do local de inoculação, 

Las foi detectada aos 21 dias em 25% das plantas de laranja ‘Valência’, chegando a 

50% aos 42 DAI. No limão ‘Siciliano’ estava presente aos 21 dias em 13% das plantas, 

chegando em 25% aos 49 DAI. Na lima ácida ‘Tahiti’, Las havia colonizado 63% das 

plantas avaliadas aos 21 DAI, chegando a 75% aos 49 DAI.  
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A 10 cm de distância do inóculo, Las foi detectada aos 21 DAI em 50, 38% das 

plantas de ‘Valência’ e ‘Siciliano’, respectivamente. Na laranja ‘Valência’, observa-se 

aumento progressivo no número de plantas infectadas ao longo do tempo, chegando 

a 100 aos 49 DAI. No limão ‘Siciliano’, a porcentagem de plantas infectadas iniciou 

em 38% aos 21 DAI, foi variável ao longo do tempo, mas chegou aos 49 DAI com 

38%. O ‘Tahiti’ iniciou com 50% aos 21 DAI, e chegou aos 49 DAI com 75% das 

plantas infectadas. 

A 15 cm de distância abaixo do inóculo, Las foi detectada aos 21 DAI com 38% 

em plantas de ‘Valência’, e novamente foi observada aos 35 DAI com 100% de plantas 

infectadas. O ‘Siciliano’ iniciou com 13% aos 21 DAI, e foi detectada aos 42 DAI com 

13%, chegando aos 49 DAI com 38%. O Tahiti iniciou com 75%, teve uma variação 

ao longo do tempo, mas chegou aos 49 DAI com 75%.  

A colonização das raízes ocorreu de forma lenta, sendo observado a presença 

de Las na ‘Valência’ aos 35 DAI em 25% das plantas, no ‘Siciliano’ no dia 21 com  

25% de plantas infectadas, e no ‘Tahiti’ aos 35 DAI com 13% (Tabela 2) 
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Tabela 2. Progresso de colonização e título bacteriano de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ em plantas de laranja doce 

‘Valência’, limão ‘Siciliano’ e lima ácida ‘Tahiti’ acima e abaixo do ponto de inoculação a diferentes distâncias e em função do 

tempo na primavera. 

Distância 
(cm) e 
direção do 
inóculo 

21 DAIa   28 DAI   35 DAI   42 DAI   49 DAI 

Porcentagem de plantas infectadas aos 5,10, 15, 40 e 45 cm do ponto de inoculação, ascendente e descendente 

inóculo  Valb Sicc Tahd  Val Sic Tah  Val Sic Tah  Val Sic Tah  Val Sic Tah 

5, acima 13 25 50  nd nd 38  25 25 25  nd 13 nd  63 13 25 

10, acima 25 13 38  nd nd 38  13 13 nd  25 nd nd  75 13 13 

15, acima 50 13 63  nd nd 38  38 25 nd  13 nd nd  100 25 50 

45, Brotos nde nd 38  nd nd nd  nd nd nd  50 nd 50  100 nd 13 

5, abaixo 25 13 63  13 nd 38  50 nd 63  50 25 50  nd 25 75 

10, abaixo 50 38 50  nd nd 63  50 nd 25  38 13 50  100 38 75 
15, abaixo 38 13 75  nd nd 25  100 nd 50  100 13 50  100 38 75 

40, Raízes nd 25 nd   nd nd nd   25 nd 13   38 nd 25   13 nd 38 

Título médio e erro padrão de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ por grama de tecido amostrado 

5, acima nd 1,4±0,9 3,9±0,64  nd nd 2,5  2,3 4,6 3,6±1,00  nd 2,8 nd  4,6±0,37 3,3 2,8±0,01 

10, acima 5,0 4,9 4,9±0,17  nd nd nd  nd 3,3 nd  2,5±0,34 nd nd  4,4±0,48 3,8 2,4 

15, acima nd 4,9 4,9±0,05  nd nd 2,8  5,9 3,7 nd  3,1 nd nd  4,2±0,34 3,7 3,1±0,21 

45, Brotos nd nd 6,2±0,09  nd nd nd  nd nd nd  nd nd nd  nd nd 2,6±0,13 

5, abaixo nd 4,7 4,4±0,31  nd nd 3,9±0,59  4,9±0,55 nd 3,7±0,16  4,2±0,43 2,5 4,2±0,29  5,0±0,13 4,0 4,8±0,21 
10, abaixo nd 5,5 5,3±0,13  nd nd 2,90,28  4,3±0,75 nd 3,5±0,31  3,1±0,15 3,2 4,2±0,26  4,5±0,134 3,5 4,7±0,13 
15, abaixo nd 5,2 4,8±0,43  nd nd 3,4  3,8±1,33 nd 2,9±0,28  2,9±0,40 2,4 3,9±0,22  3,9±0,38 3,0 4,8±0,21 

40, Raízes nd 3,2±0,16 nd   nd nd nd   3,0 nd 2,7   3,1±0,51 nd 2,6±0,33   2,5 nd 2,1±0,22 
aDAI: dias após inoculação. bVal: Laranja ‘Valência’. cSic: limão ‘Siciliano’. dTah: lima ácida ‘Tahiti’. end: não detectado. 
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4.2.  Frequência de detecção 

Os resultados estimaram que em plantas de 'Valência', a probabilidade de 

detecção da bactéria foi maior nos pontos localizados acima do inóculo, e uma menor 

probabilidade foi observada nos pontos abaixo do inóculo durante o verão, essa 

probabilidade ocorreu de forma inversa durante a primavera. Em Tahiti e Siciliano, a 

maior probabilidade de detecção ocorreu acima do inóculo durante a primavera, 

enquanto que nos demais pontos as probabilidades foram similares. (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Coeficientes do modelo monomolecular que descrevem a probabilidade de 
detecção de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ em função do tempo após a data de 
inoculação e da distância do ponto de inoculação acima e abaixo em plantas de lima 
Tahiti. 

Cultivar 
Acima do ponto de inoculação  Abaixo do ponto de inoculação 

Verão Primavera  Verão Primavera 

‘Valência’ 0,038 0,020  0,027 0,035 

‘Tahiti’ 0,026 0,011  0,025 0,027 

‘Siciliano’ 0,023 0,005  0,020 0,022 

 

O modelo monomolecular permitiu inferir uma maior frequência de colonização 

de Las em ‘Valência’ em ambos os experimentos nos pontos acima e abaixo do 

inóculo.  No ‘Siciliano’, a constatação da bactéria foi menor em todos os pontos, e no 

‘Tahiti’ a detecção foi similar em ambos os experimentos (Figura 2).  
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Figura 2. Modelo monomolecular ajustado para a frequência de colonização por 

‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ em plantas ‘Valência’, ‘Siciliano’ e ‘Tahiti’, 

enxertadas em citrumelo Swingle acima e abaixo do inóculo no verão e na primavera 

de 2020.  

4.3.  População de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ nos pontos 

amostrados 

O título é a população da bactéria nos pontos amostrados, sendo expressa em 

logaritmo do número de células de Las por grama de tecido (casca, brotos ou raiz) 

que, por sua vez, foi estimado com base no número de cópias do DNA alvo da bactéria 

amplificado por PCR.  

No verão, os títulos de Las em laranja ‘Valência’ aumentaram em todos os 

pontos à medida em que o tempo entre a data de amostragem se distanciou da data 

de inoculação. No caule, a 10 e 15 cm, os títulos médios variaram entre log 2,4 a 2,7 

de células por grama de tecido na primeira data de avaliação, feita aos 21 dias após 

inoculação (DAI), e de 3,7 ± 0,20 a 5,1 ± 0,35 aos 49 DAI (Tabela 1). Os brotos 
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iniciaram com título de 4,1 ± 0,18 aos 28 DAI chegando a 5,1 ± 0,35 aos 49 DAI. Nas 

raízes, observou-se título de 2,5 aos 35 dias, chegando a 2,6 aos 49 dias.  

Em ‘Siciliano’ os títulos de Las variaram de 3,1 ± 0,35 a 3,9 ± 0,56 no dia 21, 

data em que Las ainda não havia colonizado os tecidos abaixo do inóculo, somente 

sendo encontrada a partir de 28 DAI, com títulos de 2,5 a 2,8 ± 0,24. No 49 DAI, 

observou-se títulos de 3,9 ±0,34 a 4,8 ± 0,12, data em que os maiores valores foram 

observados. Nos brotos, os títulos variaram de 3,0 ± 0,22 a 3,6 ± 0,18 e, nas raízes, 

de 3,6 ± 0,24 a 4,3.  

No ‘Tahiti’, todos os pontos da casca já haviam sido colonizados aos 21 DAI, 

enquanto em brotos e raízes isso foi observado apenas aos 35 DAI. Em amostras de 

cascas do caule, os títulos foram maiores quando comparados com ‘Valência’ e 

‘Siciliano’. Aos 21 DAI, os títulos variaram entre 3,5 ± 0,39 a 4,5 ± 0,14, valores 

normalmente observados a partir de 49 DAI para as demais cultivares. Porém, nos 

dias subsequentes os títulos foram reduzidos. Nos brotos, apesar dos altos títulos (4,9 

± 0,39 e 3,3 ± 0,51) Las foi detectada neste órgão somente aos 35 e 42 DAI. Nas 

raízes, os títulos variaram entre 2,6 e 4,7 ± 0,34, observado inicialmente a partir de 35 

DAI (Tabela 1). 

Na primavera, em plantas de laranja ‘Valência’, os títulos médios de Las na 

casca do caule variaram de 2,3 a 5,9 log de células de Las g- 1 de tecido, observados 

21 e 49 DAI, respectivamente (Tabela 2). Nos brotos, Las não foi observada em 

nenhuma data de avaliação. Nas raízes, Las foi observada inicialmente aos 35 DAI 

com título de 3,0 e aos 49 DAI apresentou título de 2,5.  

Os títulos de Las em ‘Siciliano’ variaram de 1,4±0,9 a 5,5 aos 21 DAI, e aos 49 

DAI observou-se títulos de 3,8 a 4,0 log de células de Las g-1 de tecido. Nos brotos, 

Las não foi detectada em nenhuma data de avaliação. Nas raízes Las foi observada 

apenas aos 21 DAI, com títulos de 3,2±0,16.  

No ‘Tahiti’, todos os pontos da casca e nos brotos já haviam sido colonizados 

aos 21 dias, enquanto nas raízes isso aconteceu apenas aos 35 DAI, com título de 

2,7 (Tabela 2).  
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4.4. Velocidade de colonização  

Os dados das proporções de plantas positivas para Las foram submetidos à 

análise de regressão logística, a fim de se estimar a probabilidade de detecção de Las 

(pLas) nos diferentes pontos amostrados, bem como a velocidade que Las se moveu 

acima e abaixo do ponto de inoculação. De modo geral, pLas acima e abaixo foi 

significativamente influenciada pelo tempo em dias após a data de inoculação e pela 

distância a partir do ponto de inoculação (Tabela 4).   
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Tabela 4. Análise de variância do modelo linear generalizado da influência do tempo (dias após a data de inoculação) e da 

distância a partir do ponto de inoculação na probabilidade detecção de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ em plantas de 

laranjeira doce ‘Valência’, limão ‘Siciliano’ e lima ácida ‘Tahiti’. 

Parâmetro 

‘Valência’ ‘Tahiti’ ‘Siciliano’ 

Acima Abaixo Acima Abaixo Acima Abaixo 

χ2 P χ2 P χ2 P χ2 P χ2 P χ2 P 

Experimento 1             
Tempo 37,99 <0,0001 35,73 <0,0001 15,82 <0,0001 13,64 <0,0001 11,89 <0,0001 29,03 <0,0001 
Distância 7,24 <0,001 29,76 <0,0001 17,11 <0,0001 18,61 <0,0001 16,75 <0,001 18,97 <0,0001 

Experimento 2             
Tempo 23,95 <0,0001 27,61 <0,0001 14,77 <0,0001 13,89 <0,0001 12,41 <0,0001 13,58 <0,0001 
Distância 16,74 <0,0001 8,34 <0,001 8,23 <0,001 11,61 <0,0001 7,29 <0,001 8,45 <0,001 
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Para a laranja ‘Valência’, o modelo explicou 75% e 74% da variação dos dados 

no experimento 1 e 71% e 71% no experimento 2, para a pLas acima e abaixo, 

respectivamente. No experimento 1, cada dia após a data de inoculação aumenta a 

pLas em 17% e 33%, acima e abaixo, respectivamente, enquanto que a cada 

centímetro mais distante do ponto de inoculação pLas diminui em 10% e 43% acima 

e abaixo. Para o experimento 2, cada dia após a data de inoculação pLa aumenta em 

11% e 21%, acima e abaixo respectivamente, enquanto a cada centímetro mais 

distante do ponto de inoculação pLas diminui em 10% e 23% acima e abaixo (Tabela 

5).  

Para o limão ‘Siciliano’, o modelo explicou 73% e 70% da variação dos dados 

no experimento 1 e 74% e 71% no experimento 2, para a pLas acima e abaixo, 

respectivamente. No experimento 1, a cada dia após a data de inoculação pLas 

aumenta em 6% e 13%, acima e abaixo respectivamente, enquanto que a cada 

centímetro mais distante do ponto de inoculação pLas diminui em 14% e 17% acima 

e abaixo. Para o experimento 2, cada dia após a data de inoculação aumenta a pLas 

em 7% e 10%, acima e abaixo respectivamente, enquanto que a cada centímetro mais 

distante do ponto de inoculação diminui pLas em 13% e 14% acima e abaixo (Tabela 

6).  

Para a lima ácida ‘Tahiti’, o modelo explicou 75% e 76% da variação dos dados 

no experimento 1 e 70% e 71% no experimento 2, para pLas acima e abaixo, 

respectivamente. No experimento 1, cada dia após a data de inoculação pLas 

aumenta a em 7% e 8%, acima e abaixo respectivamente, enquanto que a cada 

centímetro mais distante do ponto de inoculação diminui pLas em 13% e 14% acima 

e abaixo. Para o experimento 2, cada dia após a data de inoculação pLas aumenta 

em 6% e 7%, acima e abaixo respectivamente. Enquanto, que a cada centímetro mais 

distante do ponto de inoculação pLas diminui em 9% e 11% acima e abaixo (Tabela 

7).  
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Tabela 5. Coeficientes do modelo logístico que descreve a probabilidade de detecção de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ 

em função do tempo, após a data de inoculação e da distância do ponto de inoculação em plantas de laranja ‘Valência’. 

Valência Parâmetro estimado (± EP)a  Razão de chance (95% IC)b 
Estatísticas do modeloc 

P > X2 pseudo-R2 

Experimento 1      

Acima   
   

Intercepto    -3,85 ± 0,87 -- 

<0,0001 0,7512 Tempo     0,16 ± 0,02 1,17 (1,11 – 1,23) 

Distância    -0,10 ± 0,03 0,90 (0,83 – 0,97) 

Abaixo      

Intercepto    -4,78 ± 1,12 -- 

<0,0001 0,7376 Tempo     0,29 ± 0,04 1,33 (1,21 – 1,47) 

Distância    -0,43 ± 0,07 0,64 (0,55 – 0,75) 

Experimento 2     

Acima     

Intercepto    -6,69 ± 1,58 -- 

<0,0001 0,7114 Tempo     0,11 ± 0,02 1,11 (1,07 – 1,16) 

Distância    -0,09 ± 0,03 0,90 (0,84 – 0,96) 

Abaixo     

Intercepto   - 3,02 ± 0,80 -- 

<0,0001 0,7090 Tempo     0,19 ± 0,04 1,21 (1,12 – 1,31) 

Distância    -0,23 ± 0,05 0,79 (0,77 – 0,88) 
a Coeficientes dos parâmetros obtidos pela análise de GLM. b Significativo se 1 ∉ 95% IC. c Significância geral do modelo. 
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Tabela 6. Coeficientes do modelo logístico que descreve a probabilidade de detecção de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ 

em função do tempo após a data de inoculação e da distância do ponto de inoculação em plantas de limão ‘Siciliano’. 

Siciliano Parâmetro estimado (± EP)a  Razão de chance (95 % IC)b 
Estatísticas do modeloc 

P > X2 pseudo-R2 

Experimento 1      

Acima   
   

Intercepto    -0,47 ± 0,71 -- 

<0,0001 0,7299 Tempo     0,06 ± 0,02 1,06 (1,02 – 1,10) 

Distância    -0,14 ± 0,04 0,87 (0,80 – 0,92) 

Abaixo      

Intercepto    -3,01 ± 0,84 -- 

<0,0001 0,7073 Tempo     0,12 ± 0,03 1,13 (1,08 – 1,18) 

Distância    -0,17 ± 0,04 0,84 (0,77 – 0,91) 

Experimento 2     

Acima     

Intercepto    -0,88 ± 1,10 -- 

<0,0001 0,7391 Tempo     0,07 ± 0,03 1,07 (1,01 – 1,12) 

Distância    -0,13 ± 0,05 0,86 (0,77 – 0,96) 

Abaixo     

Intercepto   - 0,72 ± 0,95 -- 

<0,0001 0,7071 Tempo     0,09 ± 0,05 1,10 (1,04 – 1,14) 

Distância    -0,14 ± 0,03 0,85 (0,82 – 0,93) 
a Coeficientes dos parâmetros obtidos pela análise de GLM. b Significativo se 1 ∉ 95% IC. c Significância geral do modelo. 
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Tabela 7. Coeficientes do modelo logístico que descreve a probabilidade de detecção de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ 

em função do tempo após a data de inoculação e da distância do ponto de inoculação em plantas de lima ácida ‘Tahiti’. 

Tahiti Parâmetro estimado (± EP)a  Razão de chance (95 % IC)b 
Estatísticas do modeloc 

P > X2 pseudo-R2 

Experimento 1      

Acima   
   

Intercepto    -0,83 ± 0,72 -- 

<0,0001 0,7529 Tempo     0,06 ± 0,02 1,07 (1,03 – 1,12) 

Distância    -0,13 ± 0,03 0,87 (0,81 – 0,93) 

Abaixo      

Intercepto    -0,39 ± 0,82 -- 

<0,0001 0,7593 Tempo     0,07 ± 0,01 1,08 (1,03 – 1,11) 

Distância    -0,14 ± 0,06 0,86 (0,80 – 0,92) 

Experimento 2     

Acima     

Intercepto    -1,27 ± 0,77 -- 

<0,0001 0,6991 Tempo     0,05 ± 0,02 1,06 (1,02 – 1,10) 

Distância    -0,09 ± 0,03 0,91 (0,84 – 0,97) 

Abaixo     

Intercepto   - 0,75 ± 0,71 -- 

<0,0001 0,7098 Tempo     0,07 ± 0,03 1,07 (1,03 – 1,11) 

Distância    -0,11 ± 0,02 0,89 (0,84 – 0,95) 
a Coeficientes dos parâmetros obtidos pela análise de GLM. b Significativo se 1 ∉ 95% IC. c Significância geral do modelo. 
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O modelo de regressão logística também permitiu estimar a velocidade de 

movimentação de Las em função do tempo e da distância. A velocidade de 

movimentação ‘Valência’ no verão foi de 0,67 e 1,56 cm dia-1 acima e abaixo, 

respectivamente. Na primavera, Las se moveu a 0,84 e 1,11 cm dia-1 acima e abaixo, 

respectivamente. Para o limão ‘Siciliano’, a velocidade de movimentação de Las no 

verão foi 0,47 e 0,74 cm dia-1 acima e abaixo, respectivamente. Na primavera, Las se 

moveu a 0,36 e 0,49 cm dia-1 acima e abaixo, respectivamente. Na lima ácida ‘Tahiti’, 

a velocidade de movimentação de Las foi 0,31 e 0,54 cm dia-1 acima e abaixo, 

respectivamente, no verão. Na primavera, Las se moveu a 0,32 e 0,62 cm dia-1 acima 

e abaixo, respectivamente (Tabela 8). 

 

Tabela 6. Velocidade de movimentação de Las (cm dia-1) em plantas de ‘Valência’, 

‘Tahiti’ e ‘Siciliano’ acima e abaixo do ponto de inoculação dos experimentos do verão 

e primavera. 

Experimentos 
Direção em relação 

ao ponto de 
inoculação 

‘Valência’ ‘Siciliano’ ‘Tahiti’ 

Verão 
Acima 0,67 0,47 0,31 

Abaixo  1,56 0,74 0,54 

Primavera 
Acima 0,84 0,36 0,32 

Abaixo  1,11 0,49 0,62 

 

No verão, durante o período de avaliação, as plantas foram expostas a 

temperatura média do ar de 25,5 ºC (máx. 33,0 ºC; mín. 19,9°C) e umidade relativa 

média de 82,7% (máx. 98,5 %; mín. 57,4%) (Figura 3A), e, na primavera, à 

temperatura média 26 ºC (máx 34,2 e mín 18,7) e umidade relativa média de 59,3% 

(máx. 64,5%; mín. 53,5%) (Figura 3B).  
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Figura 3. Temperaturas mínimas (T ºC Min), médias (T ºC Média) e máximas (T ºC 

Máx) registradas no período de janeiro a março (A) e de setembro a novembro (B) de 

2020 dentro da casa de vegetação onde foi conduzido os experimentos para avaliar a 

velocidade de colonização de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ em plantas de laranja 

‘Valência’, limão ‘Siciliano’ e lima ácida ‘Tahiti’. 

 

5. DISCUSSÃO 

 

Essa pesquisa foi realizada com o objetivo de buscar informação sobre a 

velocidade de movimentação que Las utiliza para atingir os brotos e as raízes das em 

três cultivares de citros. Foi empregado a técnica de qPCR para determinar a presença 

ou ausência de Las ao longo do tempo nos tecidos das plantas. Las possui maior 

tolerância a altas temperaturas, e só é afetada a partir de 38 ºC (Lopes et al., 2009b). 

Portanto, a exposição diária a temperatura média de 25,7 ºC, com uma máxima de 
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34,2 ºC não impediu o estabelecimento, infecção e posterior colonização das plantas 

por Las.  

Neste estudo, ao longo do tempo diferentes pontos da copa e do porta-enxerto 

localizados a diferentes distâncias do inóculo, o que permitiu estimar o tempo 

necessário para a bactéria atingir o topo da parte aérea (brotações) e o sistema 

radicular. A confirmação de Las baseada em qPCR , nos brotos, cascas do caule e 

raízes cítricas é um processo destrutivo (Li et al., 2006), portanto, as mudanças nas 

populações bacterianas não puderam ser monitoradas durante o tempo de avaliação 

no mesmo grupo de plantas. 

Observou-se que Las se distribui de forma irregular nas plantas, confirmando 

estudos anteriores com laranjas doces e toranjas (Li et al., 2009; Tatineni et al., 2008). 

Independentemente da cultivar, Las invadiu primeiro as partes mais próximas do ponto 

de inoculação, e de forma mais rápida nas plantas de laranjeira ‘Valência’. Os 

experimentos em duas épocas, mostraram que, independentemente de as amostras 

estarem próximos ou distantes do inóculo, elas podem apresentar alto títulos 

bacterianos. 

Apesar do HLB ser a doença mais destrutiva dos citros (Bové, 2006), 

diferentes respostas têm sido observadas entre cultivares (Folimonova et al., 2009). 

Neste estudo, verificou-se que o aumento do número de plantas infectadas ocorreu 

de forma diferente entre as cultivares, sendo que os maiores títulos foram verificados 

na laranja ‘Valência’ quando comparados com o ‘Siciliano’. Abdullah et al. (2009) e 

Folimonova et al. (2009) também observaram diferenças na infecção entre cultivares 

cítricas. Quando inoculada na planta, Las se movimenta e estabelece infecção 

sistêmica. Essa infecção segue a direção da translocação da seiva do floema, 

movendo-se das áreas de produção de fotoassimilados (exemplo: folhas maduras) 

para tecidos em crescimento (Wang et al., 2017). No presente trabalho, Las foi 

detectada nos órgãos em crescimento, tais como, brotos e raízes, confirmando que 

Las segue os fluxos em desenvolvimento. A velocidade de movimentação de Las foi 

maior no sentido ascendente, chegando a se movimentar 45 cm em 49 dias. Um 

modelo proposto por Andrade et al. (2019) mostra que durante o período de latência, 

Las não tem dificuldades para se adaptar às mudanças ambientais de dentro do 

floema, iniciando a multiplicação nos tecidos jovens, e, com o amadurecimento desses 

https://apsjournals.apsnet.org/doi/full/10.1094/PHYTO-12-17-0408-R#b22
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órgãos, Las se movimenta para outros órgãos ainda não infectados. Este estudo 

também permitiu estimar a velocidade com que Las se moveu nas três cultivares, 

apresentando uma movimentação muito rápida em plantas de laranja Valência.  

Os experimentos no verão e na primavera, mostraram diferentes incidências de 

infecções e valores de títulos bacterianos ao longo das datas avaliadas, ou seja, a 

movimentação da bactéria no floema ocorreu de diferentes intensidades nas duas 

épocas do ano. A movimentação da bactéria foi mais rápida nos meses de janeiro a 

março, ou seja, durante o verão. Este estudo confirma que a infecção se dá de forma 

irregular. A presença da bactéria nas raízes 35 e 21 dias após a inoculação, nas duas 

épocas, sugerem rápida movimentação no sentido descendente. 

Conforme citado, os resultados, quando analisados separadamente, mostram 

possível influência do ambiente na movimentação de Las. O experimento realizado no 

verão, a taxa de movimentação média foi estimada em 0,48 cm dia-1 acima e 0,94 cm 

dia-1 abaixo do inóculo, quando as médias das temperaturas mínimas e máximas 

foram registradas em 19,9 e 33,3 ºC, respectivamente, e a umidade relativa média 

variou entre 57,4 e 98,5% dentro da casa de vegetação (Figura 3A e B). O experimento 

realizado na primavera, a taxa de movimentação média foi estimada 0,50 cm dia-1 

acima e 0,74 cm dia-1 abaixo do inóculo, quando as médias das temperaturas mínimas 

e máximas foram 18,7 e 34,2 ºC, respectivamente, e a umidade relativa média variou 

entre 53,5 e 64,5%, valores inferiores aos encontrados por Raiol-Junior et al. (2021b), 

estimados em 2,9 e 5,0 cm dia-1. Essas diferenças podem estar relacionadas ao 

ambiente, principalmente a temperatura, que parece influenciar a multiplicação e a 

colonização de citros por Las (Lopes et al., 2013). Foi observado que mesmo com 

avalições em diferentes estações do ano, onde o verão é conhecido como a estação 

mais quente e a primavera com temperaturas mais amenas, nada impediu a 

colonização de Las. 

Verificamos também neste estudo que para a colonização total das plantas de 

Valência por Las foram necessários 49 dias, enquanto, após esse período, nas demais 

cultivares Las não havia colonizado a totalidade das plantas, mostrando que, em 

relação ao ‘Siciliano’ e ‘Tahiti’, a laranja ‘Valência’ é mais suscetível. Diferenças foram 

encontradas na taxa de colonização das plantas, sendo maior em laranjeira ‘Valência’ 
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e menor no limoeiro ‘Siciliano’. No campo, diferenças na sintomatologia em limoeiros 

verdadeiros têm sido relatadas (Mendoza-Peña et al., 2018). 

O modelo monomolecular permitiu estimar a taxa de colonização por Las nas 

diferentes cultivares, o que demonstrou aumento na frequência de colonização ao 

longo do tempo para todas as cultivares. Aos 35 dias Las estava presente em todos 

os tecidos das três cultivares, incluindo os brotos no ápice do caule e as raízes, 

comprovando a rápida movimentação e colonização das plantas pela bactéria. A 

colonização rápida das raízes já foi observada em outros estudos, chegando a 45 dias 

nos estudos de Raiol-Junior et al. (2021a). A colonização sistêmica rápida comprova 

porque tentativas de curar a planta, como a poda de ramos sintomáticos (Lopes et al., 

2007) e termoterapia (Doud et at., 2017; Hoffman et al., 2013), não funcionam. Os 

estudos conduzidos anteriormente envolveram apenas laranjeiras. Estudos mostram 

que as folhas novas que surgiram após a poda, foram infectadas logo nos primeiros 

30 dias, e os títulos bacterianos aumentaram durante o desenvolvimento das folhas. 

Os resultados aqui obtidos permitem inferir que a poda e a termoterapia também não 

deverão funcionar para o ‘Siciliano’ e ‘Tahiti’.  
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