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Parte 3



DATA: 25/05/23 (quinta-feira).
10:15 – 11:00 h - Praga Quarentenária Presente – 
Greening/HLB (Candidatus Liberibacter spp.)



HUANGLONGBING 
(HLB)

OU 
GREENING



INSTRUÇÃO NORMATIVA Nº 38, DE 1º DE OUTUBRO DE 2018

Órgão: Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento/Secretaria de Defesa Agropecuária

Pragas Quarentenárias Presentes (PQP)



 
Doenças

I – Afetam os orgãos de reserva – 9 
II – Danos em tecidos jovens – 3 
III – Podridão de colos e raízes – 2 
IV – Doenças vasculares – 4 
V –  Afetam a fotossíntese – 5 
VI –  Afetam o uso dos fotossintatos – 3 

Fúngicas e Bacterianas Vírus e Viróides

26

Vírus - 6 
Viróides - 2 

8

Fatores limitantes à produtividade



 

I – Afetam os orgãos de reserva  

II – Danos em tecidos jovens  

III – Podridão de colos e raízes  
IV – Doenças vasculares – 1: CVC* 
V –  Afetam a fotossíntese – 1: Cancro cítrico 
VI –  Afetam o uso dos fotossintatos – 3: HLB*; Stubborn*, Galha lenhosa* 

Bacterianas

5

Doenças

Fatores limitantes à produtividade

*agentes causais alojam-se nos vasos condutores das plantas



 
Doença bacteriana relacionadas aos vasos condutores*

Grande desafio: 

“Nós ainda só podemos prevenir”

Ainda não se desenvolveram produtos 

comerciais EFICIENTES e de caráter 

curativo



 

Foto: Tanaka & Kitajima
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Greening / huanglongbing (HLB)
• China: “yellow shoot disease”, 1890

• Filipinas: “leaf mottle”, 1921

• India: “dieback”, 1929

• África do Sul: “greening”, 1937

• Taiwan: “likubin (decline)”, 1940

• Indonésia: “vein phloem degeneration”, 1940

· IOCV – 1995 : “huang long bing” – HLB  “黄龙病”                                                           

                            “yellow disease”



 Doença bacteriana em 
citros

Ocorrência do HLB no mundo  

China

Fl, SC, GA

CB, BE, GT

África do Sul

Arábia Saudita

Índia

Africana

Asiática / A
fric

ana

Asiática

Reunion
 e Mauritius

Asiática
Americana

SP, PR, MG

MX



HLB: Agente causal

- Gran negativa (ME - Garnier et al., 1984)

- Vasos de floema 

Bactéria

- Não cultivada em meio de cultura

Candidatus Liberibacter spp..

Ca. Liberibacter asiaticus

Ca. Liberibacter americanus 

Ca. Liberibacter africanus 

Fitoplasma
16Sr grupo IX (BR) 

........ (China)

Microscopia transmissão floema – laranja 
doce  (Kitajima & Tanaka)



SINTOMAS

Laranjas doce

Foto: E F Carlos



Doença bacteriana em 
citros

Ramo 

amarelecido

HLBSintomas 

Foto: E F Carlos



Doença bacteriana em 
citros Ramo amarelecido

HLB

Sintomas 



Sintomas 
Mosqueamento assimétrico

HLB



Sintomas 
Mosqueamento assimétrico

HLB



Sintomas 
Outros

Associados a folhas novas e 
temperaturas amenas

HLB



Sintomas que podem causar duvidas

Gomose 

Foto: FUNDECITRUS

Sintomas 

HLB



Sintomas 

. Danos no tecido do floema 

Rubelose

Rubelose

HLB

Sintomas não associados e que podem causar 
dúvidas



Sintomas 

Deficiência mineral: Zn

- Zn HLB

Sintomas não associados e que podem causar duvidas

Foto: E F Carlos



Sintomas 

Deficiência mineral: Zn

HLB

Sintomas não associados e que podem causar duvidas

Foto: E F Carlos



Sintomas 

Gomose

Atrofia de vasos do floema:
. Rubelose
. Insetos
. Danos mecânicos

Def. mineral

Passos para identificação

HLB

Foto: Fundecitrus



3

laranja doce

Sintomas 
HLB

Passos para identificação



Sintomas em outras espécies  
Tangerinas e Hibridos

SUNKI

Foto: H. Gomes USDA

Foto: H. Gomes USDA

PONKAN

PONKAN

LIMAO CRAVO



Foto: H. Gomes USDA

Foto: H. Gomes USDA

Foto: H. Gomes USDA

Sintomas em outras espécies 

Limas acidas

DIAGOSTICO DO AGENTE CAUSAL

 Sintomas não específicos

 Problema Quebra-galho

viroides



HLB

Diagnóstico
1. Ca. Liberibacter – não cultivada em meio de cultura !
2. Ca. Liberibacter – baixo título 
3. Ca. Liberibacter – floema 

Metodologia específica para cada 
espécie de Liberibacter.

PCR 



Controles

PCR

Diagnóstico
Ca. L. asiaticus e Ca. L. americanus 

CLas

CLam

Amostras

Plantas e Psilideos

Exemplificando ….



PCR quantitativo em 
tempo real

Diagnóstico

Exemplificando ….

Sonda: 18S 

∆Ct = CtD – CtABC = 42 – 31 = 11 ciclos:      ABC > D        2*11 = 2048 x

D
A 
B
C

Sem sintomaDragão amarelo Clorose assimétrica

A B C D

Fonte: EF Carlos

Detecção em folhas sem sintomas

Desvantagem: $ 5+ →  PCR conv. 



1. Borbulhas
 A perpetuação / transmissão de Liberibacter através de borbulha de ramos 

sintomáticos já é conhecida de longa data.

perpetuação transmissão

Transmissão



1. Borbulhas
- A frequência de plantas doentes varia de acordo com a espécie de Liberibacter, 

planta e época do ano! 

Transmissão

CLas >>> CLam
CLas >>> CLaf



Plantas infectadas

30 60 90 120 dias de infec.

- Liberibacter  pode ser propagada por borbulhas de 
plantas infectadas, porém sem sintomas!

1. Borbulhas

Transmissão

103 103 103 105

Coletta-Filho et al., 2010



Transmissão
1. Borbulha Termoterapia ?



Transmissão
1. Borbulhas ! Termoterapia ?

RESULTADOS



Transmissão

2. Vetor

Diaphorina citri
Foto: Fundecitrus e UF

Ca. Liberibacter asiaticus Ca. Liberibacter americanus
Teixeira et al. 2005
P T Yamamoto



Diaphorina citri nas Américas

Brasil
(1942)

Argentina
(1997)

Guadalupe
(1998)

Venezuela
(1999)

Rep. Dominicana
(2001)

Cuba
(2001)

Porto Rico
(2002)

México
(2002)

registros

(COSTA LIMA, 1942)
(SILVA et al., 1968)Halbert & Nuñez (2004)

G A
Slide cedido – Prof. JS Lopes/Esalq 
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Slide cedido – Prof. JS Lopes/Esalq 



Slide cedido – Prof. JS Lopes/Esalq 



• Ca. L. asiaticus é detectado por PCR em ninfas de 2º. e 3º. ínstares 
(Hung et al. 2004).

• Ninfas de últimos ínstares (4º. e 5º.) podem transmitir o patógeno 
(Capoor et al. 1974)

• Adultos podem transmitir patógeno adquirido na fase ninfal 
(transmissão após edcise) (Xu et al. 1988). 

Transmissão por formas imaturas e adultos 
de Diaphorina citri

***No campo, adultos são mais importantes que ninfas na 
disseminação (maior mobilidade e longevidade).

Slide cedido – Prof. JS Lopes/Esalq 



Slide cedido – Prof. JS Lopes/Esalq 

Maior conc. bactéria

Menor conc. bactéria



Presença de brotações em plantas doentes aumenta 
probabilidade de aquisição de Liberibacter asiaticus

• Aquisição do patógeno é mais eficiente 
em folhas novas (teste com adultos de 
D. citri; PAA: 96 h)

• Psilídeo demora para localizar floema 
em folhas maduras (estudos de EPG)

•Proporção de amostras positivas 
 por PCR; 3 psilídeos/amostra

Idade da folha  x 
eficiência de aquisição

J.P. Bonani (2009)
Slide cedido – Prof. JS Lopes/Esalq 



Evidências indiretas:
Relação circulativa

• Aumento na eficiência de transmissão com o tempo após o término 
da aquisição (van Vuuren & van den Merwe 1992).

• Retenção após ecdise (ninfa 🡪 adulto)

• Existência de periodo latente.

•   Longa persistência (3 meses) de Ca. L. asiaticus em Diaphorina citri
   (Hung et al. 2004).

Slide cedido – Prof. JS Lopes/Esalq 



Evidência direta: 
    aumento na concentração de Ca. L. asiaticus no vetor (ninfas) 

com tempo após aquisição

. 

Relação Propagativa

[C
La

s]
 n

o 
ve

to
r

Tempo após  emergência (dias)

Inoue et al. (2009) 

Slide cedido – Prof. JS Lopes/Esalq 



Transmissão
Multiplicação persistente no vetor

18S 20 7 0

Pslideos adultos: 96 hr de PAA em plantas com CLas

∆Ct = 37 – 31 = 6 ciclos = 26 =  64 x  em 20 dias  

2. Vetor Evidência direta
aumento na concentração de Ca. L. asiaticus no vetor (adulto) com tempo 
após aquisição DAI



Eficiência de aquisição de Ca. L. asiaticus em 48 h por diferentes 
estádios ninfais e adultos de D. citri

PAA: 48 h Slide cedido – Prof. JS Lopes/Esalq 



Pesquisas do 
NBA
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Objetivo geral

� Analisar dados dos relatórios de HLB;

� Realizar uma inspeção de pesquisa para verificar a 
incidência de HLB a campo;





Gráfico 1. Incidência de HLB nos pomares de Nova Esperança – Paraná no quadriênio 2015 a 
2018.



Inspeção de pesquisa

Figura 1. Exemplo de caminhamento realizado no pomar. Fonte: Acervo Pessoal



PROPRIEDADE 2015 2016 2017 2018 INSPEÇÃO

2 2.51 a 2.40 a 3.30 a 1.46 a 4,79

4 3.24 a 2.55 a 2.38 a 2.29 a 45,23

5 2.32 a 2.03 a 2.02 a 2.55 a 36,59

6 2.83 a 2.02 a 2.42 a 2.44 a 37,48

7 2.36 a 2.93 a 2.71 a 3.36 a 55,08

8 5.64 a 4.05 a 4.35 a 4.62 a 31,24

11 3.55 a 2.93 a 2.88 a 1.68 a 19,64

Tabela 1. Incidência de HLB de acordo com os relatórios entregues à ADAPAR (2015 a 2018) 
e incidência obtida através da inspeção realizada pessoalmente (INSPEÇÃO).



Figura 2. Mapa de incidência da propriedade 2.

4,79% 1,46%

Fonte: Acervo Pessoal



Figura 3. Mapa de incidência da propriedade 4.

45,23% 1,46%

Fonte: Acervo Pessoal



Figura 4. Mapa de incidência da propriedade 5.

36,59% 2,29%

Fonte: Acervo Pessoal



Importância do estudo...

● Situação alarmante sobre o HLB a campo!!!!

● Muitos pomares com incidência subestimada e consequentemente maior 
fonte de inóculo para a doença

● Pomares com incidência próximo de 100% devido ao período de latência 
da bactéria na planta



Monitoramento do Psilídeo dos Citros 
(Diaphorina citri) no Estado do Paraná

Doutorando: Engenheiro Agrônomo Dr. Eduardo Lima Nunes
Orientador: Prof. Dr. Dauri José Tessmann

Mestranda: Engenheira Agrônoma Msc. Nayara Nascimento Souza
Orientador: Prof. Dr. William Mário de Carvalho Nunes





PROJETO
Anos: 2018/2019 (Eduardo)
Anos: 2020/2021(Nayara)



Visita e Treinamento na ESALQ – USP

Laboratório de Insetos Vetores de Fitopatógenos







CERRO AZUL











EXEMPLO DE ARMADILHA 
RETIRADA DE UM PONTO EM 

CERRO AZUL



CERRO AZUL



PSILÍDEO
Diaphorina citri

ovos ninfas adultos



3 mm
Diaphorina citri
Psilídeo do citros



Diaphorina citri

Fêmea
Macho

Edeago



D. citri (NBA)

Foto: Bruno Almeida, 2019



Extração de DNA

Google



Diversidade
OUTROS HEMIPTERAS
(cigarrinhas, afídeos...)

PSYLLOIDAE
(outros psilídeos)

PSYLLOIDAE 
(outros psilídeos)

TRIPES HYMENOPTERA
(Tamarixia radiata)



Mosca negra do citros
Aleurocanthus woglum

Adultos em armadilha



Mosca negra do citros (Aleurocanthus woglum)

2,5
 
mm



Tamarixia radiata

● Tamarixia radiata (Hymenoptera: Eulophidae)

● Ectoparasitóide idiobionte (impedem que seu hospedeiro tenha qualquer 
desenvolvimento depois de parasitado)

● É nativo da Índia e são específicos IN de D. citri

● São pequenos himenópteros de coloraão escura

● Medem de 0,92 a 1,04 mm

● (Chien 1995 e Onagbola et al, 2009)



Tamarixia radiata

Foto: Eduardo Nunes, UEM/NBA





Relatório de Armadilhas
ADAPAR/UEM/NBA



Fotos e identificação: Engenheiro Agrônomo, MSc. Eduardo Lima Nunes

                                       Wérica Valim, Geógrafa e Mestranda no PGA/UEM

                                       Ana Flávia Pedrão Graduanda em Agronomia, Bolsista do PIBIC

                                       Bruno Cesar Almeida Graduando em Agronomia, Bolsista do PIBIC

                                   Maria  Andressa Galvão Graduanda em Agronomia

                                   Vitor Henrique Gonçalves Lopes Graduando em Agronomia

Imagens mapas: Prof. Dr. Hudson Sérgio de Souza

Orientador: Prof. Dr. William Mário de Carvalho Nunes



Literatura



Revisiting_seed_transmission_Candidatus_Liberibac
ter_asiaticus_different_citrus_species.pdf 

https://drive.google.com/file/d/1Yaa3HCXANkLdceaI00_y5-UZ0dDDo1If/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1Yaa3HCXANkLdceaI00_y5-UZ0dDDo1If/view?usp=sharing


Gasparotoetal2021FirstLook-Repositrio(1).pdf 

https://drive.google.com/file/d/1zXCf6z7tfZhbNHUV3MWCodKnmb1J6Jbw/view?usp=sharing


Pesquisa Agrotóxicos 

http://celepar07web.pr.gov.br/agrotoxicos/pesquisar.asp


12-06002-Reconheça o Greening dos Citros.pdf 

https://drive.google.com/file/d/1zGkiUGW7b98UdKU94Y6ZNUWgHurFue07/view?usp=sharing


A new and accurate qPCR protocol to detect plant 
pathogenic bacteria of the genus ‘Candidatus 
Liberibacter’ in plants and insects | Scientific 
Reports 

https://www.nature.com/articles/s41598-023-30345-0
https://www.nature.com/articles/s41598-023-30345-0
https://www.nature.com/articles/s41598-023-30345-0
https://www.nature.com/articles/s41598-023-30345-0


Variations on a theme: factors regulating interaction 
between Diaphorina citri and “Candidatus Liberibacter 
asiaticus” vector and pathogen of citrus huanglongbing - 
ScienceDirect 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2214574523000226
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2214574523000226
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2214574523000226
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2214574523000226


Prof.Dr. William M. C. Nunes
Contatos: 

wmcnunes@uem.br 
fone: 44 - 3011 - 8916

44-99967-5641

Obrigado

mailto:wmcnunes@uem.br

