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Apresentagio

A Editora Pantanal tem a honra de apresentar o oitavo volume da colegao “Inovagdes em
Pesquisas Agrarias e Ambientais”, uma obra que se consolida como referéncia na divulgacao cientifica
das ciéncias agrarias, ambientais e areas correlatas.

Este volume retine pesquisas originais, revisoes e estudos aplicados, elaborados por pesquisadores
de diferentes instituigdes de ensino e pesquisa do Brasil, abordando tematicas atuais e inovadoras. Entre
os assuntos contemplados estdo: agricultura de precisio e tecnologias digitais para otimizar a
produtividade e reduzir impactos ambientais; ferramentas moleculares no diagnéstico de patdgenos
florestais, contribuindo para a conservacao e¢ o manejo sustentavel, bioestimulantes em sementes de
amendoim e no trigo; nutricao de plantas e manejo de fertilizantes minerais e biolégicos, com foco em
sustentabilidade e eficiéncia; bioinsumos e biorreguladores no desenvolvimento de culturas estratégicas,
como a cana-de-agucar.

O objetivo desta obra ¢ difundir conhecimentos cientificos atualizados, capazes de subsidiar
praticas agricolas e ambientais mais eficientes, inovadoras e sustentaveis, dialogando com os desafios
globais da producao de alimentos, bioenergia e conservagao dos recursos naturais.

Acreditamos que este volume sera uma importante fonte de consulta para estudantes,
pesquisadores, profissionais e formuladores de politicas publicas, fortalecendo a integragao entre ciéncia,

tecnologia e sociedade.

Os organizadores
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Capitulo 3

Ferramentas moleculares no diagnodstico de fungos
patogénicos florestais: avancgos, aplicacdes e

perspectivas
Recebido em: 02/09/2025 Any Caroliny Pinto Rodrigues
Aceito em: 20/09/2025 Marcelo Luiz de Laia
< 10.46420/9786585756679cap3 Janaina Fernandes Gongalves

Vitéria Alexandra Rodrigues Santos
Amanda Evelly Ferreira Alves

INTRODUCAO

As florestas sao essenciais a biodiversidade, ao equilibrio ecolégico e ao desenvolvimento
econdmico, fornecendo servicos ecossistémicos e matérias-primas de alto valor (Food and Agriculture
Organization [FAQ], 2020; Industria Brasileira de Arvores [IBA], 2024). Entretanto, a sanidade das
espécies florestais vem sendo ameagada por fungos patogénicos que comprometem a sobrevivencia de
arvores, reduzem a produtividade e desequilibram ecossistemas (Desprez-Loustau et al., 2007a; Wingtield
et al., 2015; Ghelardini et al., 2017).

Tradicionalmente, o diagnostico desses organismos em arvores baseava-se em observagdes
morfolégicas, testes de patogenicidade e isolamento em meios de cultura. Embora tteis, tais métodos
apresentam limitagdes relacionadas a baixa sensibilidade, ao tempo elevado para obtencdo de resultados
e a dificuldade em diferenciar espécies com caracteristicas morfologicas semelhantes (Schena et al., 2013).

Desde meados dos anos 2000, ferramentas moleculares transformaram a fitopatologia florestal,
tornando o diagnostico mais rapido, sensivel e especifico. Técnicas como PCR e suas variagoes,
sequenciamento de nova geragao (NGS) e abordagens metagendmicas véem sendo aplicadas com sucesso
no estudo e monitoramento de patdgenos florestais (Schoch et al., 2012; Nilsson et al., 2019; Liicking et
al., 2020; Patel et al., 2022).

Avangos recentes consolidam tendéncias: revisdes apontam a complementaridade entre métodos
tradicionais e moleculares, incluindo biossensores e dispositivos portateis capazes de fornecer resultados
rapidos em campo, com impacto direto no manejo da sanidade florestal (Venbrux et al., 2023). Além
disso, estudos evidenciam que a associagao entre sintomas observados em tecidos vegetais e ferramentas
moleculares aumenta a precisio na identificagdo de multiplos agentes envolvidos em manchas foliares

semelhantes (Azim & Ahmed, 2024).
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Do ponto de vista tecnologico, a miniaturizagao e a microfluidica vém viabilizando plataformas
do tipo lab-on-chip, que reduzem custos e aproximam o diagnéstico molecular do ponto de coleta
(Zolotareva, 2024). Também se destaca a importancia de bancos de dados genémicos e fenotipicos, como
o PHI-base, que fornece curadoria continua sobre interagdes patdgeno-hospedeiro e fortalece a
fitopatologia florestal (Urban et al., 2025).

Diante desse contexto, esta revisdo tem como objetivo sintetizar os avangos recentes no
diagnostico molecular de fungos patogénicos em espécies florestais, destacando aplicagdes praticas,
limitacdes metodoldgicas e perspectivas futuras relacionadas a padronizacio, portabilidade e integracio

de dados (Brown, 2025a; Pham, 2024b).

MATERIAL E METODOS

O trabalho constitui uma pesquisa de natureza basica, com carater exploratorio, fundamentada
em uma revisao bibliografica sobre o tema diagnéstico molecular de fungos patogénicos em espécies
florestais, considerando os principais avancos e aplicagoes das ferramentas moleculares.

Para a sua elaboracio, realizou-se levantamento de dados em bases de referéncia nacional e
internacional, incluindo SciELO, Google Académico, Embrapa, Periddicos CAPES, Science Direct,
Elsevier e Web of Science, complementado por leituras em livros especializados, visando maior
aprofundamento e clareza conceitual.

A busca utilizou palavras-chave em portugués e inglés, com operadores booleanos, tais como:
“fungos patogénicos”’, ‘“diagndstico molecular”, “doencas florestais”, “ferramentas moleculares”,
“fitopatologia florestal”’, combinados a expressoes em inglés (“molecular diagnosis” AND “pathogenic
fungi” AND “forest”; “forest diseases” AND “molecular tools” OR “molecular techniques”; “advances
in molecular tools” AND “forest diseases”).

Foram considerados artigos publicados entre 2005 e 2025, priorizando estudos originais, revisdes
sistematicas e trabalhos aplicados especificamente a espécies arboreas de interesse florestal. Critérios de
exclusio abrangeram publicagdes sem aplicagdao direta a fungos patogénicos ou que niao apresentaram
dados moleculares relevantes.

Apbs a triagem inicial, os artigos foram avaliados quanto ao conteido e relevancia, resultando na

selecao final das publica¢bes que compuseram esta revisao.

REVISAO
Fungos patogénicos em espécies florestais

Os fungos patogénicos constituem um dos principais fatores de estresse bidtico em ecossistemas
florestais, ocasionando perdas economicas, redugao da biodiversidade e comprometimento de servigos

ecossistémicos (Smith et al., 2006; Pereira et al., 2015). Esses microrganismos apresentam ampla
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diversidade taxonomica e ecolégica, colonizando desde tecidos aéreos (folhas, ramos, flores e frutos) até
tecidos subterraneos (raizes e rizosfera) das arvores hospedeiras.

Entre os grupos de maior relevancia estio Fusarium, Phytophthora, Botryosphaeriaceae, Ceratocystis e
Colletotrichum, frequentemente associados a murchas vasculares, necroses, podridoes e declinios florestais
(Wingfield et al., 2010; Alfenas et al., 2018; Oliveira et al., 2021). Essas doencas apresentam carater
emergente, impulsionado por monocultivos extensivos, globalizacao do comércio de mudas e sementes
e alteragoes climaticas que favorecem a expansao de patégenos para novas areas (Desprez-Loustau et al.,
2007b; Santini et al., 2013; Jung et al., 2022). O impacto desses fungos nao se limita a producgao de
madeira e celulose, mas compromete diretamente a sustentabilidade de programas de reflorestamento e
conservagdo. Infec¢des severas podem reduzir a variabilidade genética de populagdes arboreas e,
associadas a alta adaptabilidade dos patogenos, geram cenarios de vulnerabilidade que exigem novas
estratégias de diagnostico e manejo (Wingfield et al., 2015; Souza et al., 2020; Venbrux et al., 2023).

Além disso, estudos recentes destacam que a intensificacdo de eventos climaticos extremos ¢ a
pressio de selecio em monocultivos contribuem para surtos mais frequentes e intensos (Hyde et al.,
2024). Esse quadro reforca a necessidade de compreender a diversidade, os mecanismos de infec¢do ¢ a
epidemiologia dos fungos, de modo a subsidiar programas de melhoramento genético, controle biolégico
e desenvolvimento de ferramentas moleculares cada vez mais precisas para diagnostico precoce (Slippers

& Wingfield, 2007; Crous et al., 2019; Thompson et al., 2024; Pham, 2024a).

Fusarium spp.

Espécies de Fusarium estao entre os principais agentes de murchas vasculares e podridoes
radiculares em espécies florestais. No eucalipto (Ewucalyptus spp.), F. oxysporum e F. solani provocam murcha
progressiva, necrose radicular e morte de mudas em viveiros, afetando a producio em larga escala
(Alfenas et al.,, 2009; Oliveira et al., 2021). A incidéncia é favorecida por estresse hidrico e solos
compactados (Ferreira et al., 2011). Ensaios baseados em qPCR vém sendo utilizados para detec¢ao

rapida e quantificagdo em tecidos lenhosos, permitindo medidas de contengao mais eficazes (Burgess et

al., 2017; Brown, 2025b).

Ceratocystis spp.

Ceratocystis fimbriata é um dos patégenos emergentes mais agressivos em florestas plantadas,
causando escurecimento vascular, exsudagio de goma e morte subita de arvores jovens e adultas de
eucalipto e teca (Ferreira et al., 2011; Piveta et al., 2016). Também ja foi relatado em seringueira (Hevea
brasiliensis) e cedro-amazonico (Cedrela odorata), representando ameaga a conservagao genética de espécies

nativas (Borges et al., 2019; Harrington, 2020). Técnicas de qPCR e NGS tém sido aplicadas para
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monitorar sua variabilidade genética e auxiliar programas de melhoramento florestal (Telles et al., 2019;

Pham, 2024a).

Botryosphaeriaceae (Lasiodiplodia, Neofusicoccum, Botryosphaeria)

Patogenos oportunistas como Lasiodiplodia theobromae e Neofusicoccunr spp. atacam arvores em
estresse ambiental, provocando cancros, podriddes de caule e seca de ramos em ecucalipto, pinus e
espécies nativas (Slippers & Wingfield, 2007, Machado et al., 2015). Sua incidéncia estd fortemente
associada a déficit hidrico e altas temperaturas, tornando-se mais frequentes em cenarios de mudangas
climaticas (Mehl et al., 2017; Oliveira et al., 2022; Hyde et al.,, 2024). Estudos de metagenomica ja
permitem rastrear popula¢oes desses fungos em tecidos assintomaticos, antecipando o manejo (Gross et

al., 2020; Zolotareva, 2024).

Phytophthora spp.

Embora sejam oomicetos, espécies de Phytophthora tém grande relevancia para a fitopatologia
tlorestal. P. cinnamomi e P. palmivora estao ligadas ao declinio radicular e murchas foliares em florestas
tropicais e temperadas (Brasier, 2008; Jung et al., 2018). Em plantacdes de pinus e eucalipto, P. cinnanmwomi
pode levar a mortalidade de grandes areas (Hardham & Blackman, 2018). No Brasil, surtos ja foram
relatados em castanheira-do-brasil (Bertholletia excelsa) e araucaria (Araucaria angustifolia), com implicagoes
ecoldgicas relevantes (Telles et al., 2019). Métodos isotérmicos como LAMP vém sendo empregados com

sucesso para sua deteccdo em campo (Thiessen et al., 2016; Schroeder et al., 2022).

Colletotrichum spp.

O género Colletotrichum inclui espécies causadoras de antracnose, com manchas necréticas em
folhas e morte de brotagoes jovens. No eucalipto, C. gloeosporioides provoca perdas em viveiros e plantios
recém-estabelecidos (Alfenas et al., 2009). Em espécies nativas, como o ipé¢ (Handroanthus spp.), sua
presenca compromete programas de restauracao florestal (Souza et al., 2020). Novos trabalhos vém

testando diagnosticos multiplex para identificar simultaneamente Colletotrichum e outros patdégenos em

mudas (Venbrux et al., 2023).

Outros patogenos relevantes

Merecem destaque o complexo Mycosphaerella, causador de manchas foliares em eucalipto, e
Apwrmillaria spp., associada a podridao radicular em florestas temperadas e subtropicais (Crous et al., 2019;
Coetzee et al, 2022). Avangos recentes em biossensores baseados em DNA vém ampliando as

possibilidades de detecgao desses patégenos em estagios iniciais (Gudisa, 2024; Urban et al., 2025).
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Diante da diversidade de fungos patogénicos que afetam a sanidade florestal, a Tabela 1 apresenta

as principais espécies, as doengas associadas, os hospedeiros arbdéreos mais afetados e as ferramentas

moleculares aplicadas, oferecendo uma visao integrada dos desafios enfrentados nos diferentes contextos

produtivos e de conservagao.

Tabela 1. Principais fungos patogénicos de espécies florestais, doengas associadas, hospedeiros afetados
e ferramentas moleculares aplicadas. Fonte: os autores.

Género/Espécie Doenga Hosp edfelros A Ferramentas
. .. Florestais Referéncias .
do Patogeno Principal Afetados moleculares aplicadas
PCR espécie-especifica;
Fusarinm Murcha vascular; Facalypius spp., Alfenas et al,,  qPCR para quantificagao
1x teca (Tectona . ;
oxysporum, F. podridao yandis), espécies 2009; Oliveira  em tecidos lenhosos
solani radicular i ati as,trop cais et al., 2021 (Burgess et al., 2017,
vas trop Brown, 2025b)
Eucalipto, teca,  Ferreira et al., qPCR para diagnostico
Compl Murcha de seringueira (Hevea 2011; Borges  precoce; NGS para
omplexo . Ceratocystis, motte  brasiliensis), et al., 2019; diversidade genética
8
Ceratocystis fimbriata 2 .
subita cedro-amazonico  Harrington, (Telles et al., 2019;
(Cedrela odorata) 2020 Pham, 2024a)
Slippers; gqPCR para quantifica¢ao
: ’ em madeira;
Lasiodiplodia Cancro do caule; Eucalipto, pinus, Wingficld, metagenomica para
L. . 2007; Machado - i
theobromae, seca de ramos; espécies nativas 1750 detec¢ao em areas
Neofusicoccum spp.  podridoes tropicais Oli ;ir et’ | assintomaticas (Gross et
2022 actd, al., 2020; Zolotareva,
2024)
Pinus, eucalipto, L
Phtobhih Declini castanheira-do- Brasier, 2008; ;Ail\c/l[f fririifggésgccc;{
iep ?nl; . d(i: lc;. brasil (Bertholletia  Jung et al., aI; A quantifi apﬁo’ q
comamont, - adiewat, excelsa), araucaria  2018; Telles et para q cas
palmivora murchas foliares (Arancaria Al 2019 (Thiessen et al., 2016;
angustifolia) N Schroeder et al., 2022)
Eucalipto, ipé .
Colletotrich Antracnose: (Handroanthus Alfenas et al., Ic\i/gtlitlp ;ZX ngi rizmom
pueromTn actiose, spp.), mudas 2009; Souza et ccao cony ¢
loeosporioides manchas foliares . outros patogenos
nativas em al., 2020
N (Venbrux et al., 2023)
restauraciao
Manchas foliares Biossensores baseados
Mycosphaerella spp. (reducio da Encalyptus spp. Crous et al,, em DNAA; apahses '
(complexo) fotossintese) 2019 metagenomicas (Gudisa,
PO 2024; Urban et al., 2025)
Podridio Pinus, eucalipto, PCR c?nvenclonal;
i . L Coetzee et al., detecgdao por NGS em
Awrmillaria spp. radicular de espécies :
o 2022 solos e raizes (Hyde et
Armillaria temperadas

al., 2024)
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AVANCOS NAS FERRAMENTAS MOLECULARES DE DIAGNOSTICO

O diagnostico de fungos patogénicos em espécies florestais passou, nas tltimas duas décadas, por
uma revolu¢ao metodoldgica. Inicialmente restritas a PCR convencional, as ferramentas moleculares
evoluiram para métodos de alta sensibilidade, como qPCR, multiplex PCR e tecnologias de
sequenciamento, que permitem maior precisao na identificaciao de espécies, diferenciacao de linhagens e

monitoramento de comunidades microbianas complexas (Wingfield et al., 2015; Nilsson et al., 2019;

Hyde et al., 2024).

Otimizagio da PCR e qPCR

O desenvolvimento de primers espécie-especificos e sondas fluorescentes aumentou a
confiabilidade dos ensaios de qPCR, reduzindo falsos positivos e permitindo detectar DNA fungico em
quantidades minimas (Tomlinson et al., 2010; Burgess et al., 2017). Além disso, kits comerciais tornaram
o uso acessivel a laboratérios de rotina, incluindo viveiros florestais. Estudos recentes reforcam que
qPCR permanece sendo a ferramenta de referéncia para diagnostico quantitativo, embora ainda limitado

port custos e pela necessidade de infraestrutura laboratorial (Brown, 2025b; Pham, 2024a).

Multiplex PCR e diagndstico simultineo

O avanco da multiplex PCR permitiu detectar maltiplos patégenos em uma tnica reacao, algo
estratégico em viveiros onde a presenca simultanea de Fusarium, Colletotrichum e Ceratocystis é frequente
(Machado et al., 2015; Oliveira et al., 2021). Revisoes recentes demonstram que este método pode ser

combinado a biossensores para reduzir custos e acelerar respostas (Venbrux et al., 2023).

Sequenciamento de Nova Geragiao (NGS)

As tecnologias de NGS revolucionaram o campo ao possibilitar analises de comunidades
completas de patégenos em solo, agua ou tecido vegetal (Lindahl et al., 2013; Gross et al., 2020). Isso
permite ndo apenas identificar espécies ja conhecidas, mas também detectar emergentes ainda nio
descritos. Experiéncias na Europa e no Brasil demonstraram a eficiéncia do NGS em revelar Phytophthora
e Lasiodiplodia em areas assintomaticas (Jung et al., 2018; Telles et al.,, 2019). O uso de plataformas
metagenomicas aliadas a bioinformatica e a inteligéncia artificial tem ampliado o potencial preditivo

desses diagnosticos (Zolotareva, 2024; Urban et al., 2025).

Ferramentas isotérmicas e diagndstico rapido (LAMP e RPA)
Metodologias isotérmicas, como LAMP e RPA, surgem como alternativas praticas para
diagnosticos rapidos em campo. Esses métodos dispensam termocicladores sofisticados, utilizam

equipamentos portateis e produzem resultados em menos de uma hora, sendo ideais para inspe¢oes
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fitossanitarias em viveiros e fronteiras agricolas (Notomi et al., 2015; Schroeder et al., 2022). Aplica¢oes
recentes demonstraram a eficiéncia da LAMP para deteccao de Phytophthora cinnamomi em mudas de pinus

e eucalipto, permitindo decisGes imediatas de manejo (Thiessen et al., 2016; Azim & Ahmed, 2024).

APLICACOES DAS FERRAMENTAS MOLECULARES NO DIAGNOSTICO DE FUNGOS
PATOGENICOS FLORESTAIS

As ferramentas moleculares nao apenas transformaram a detec¢ao de fungos patogénicos, mas se
consolidaram como pilares estratégicos da sanidade florestal. Sua aplicacdo pratica vai da triagem de
mudas em viveiros ao monitoramento de epidemias em larga escala, contribuindo tanto para a

sustentabilidade da produ¢ao quanto para a conservacao de espécies nativas (Alfenas et al., 2018; Jung et

al., 2022).

Monitoramento fitossanitdrio em viveiros florestais

Viveiros sio ambientes criticos devido a densidade de mudas e 2 umidade que favorece patdgenos.
Técnicas como PCR e qPCR permitem identificar precocemente Fusarium oxysporun, Colletotrichum
Zloeosporioides e Ceratocystis fimbriata, evitando a distribuicdo de mudas infectadas (Ferreira et al., 2011;
Oliveira et al., 2021). A integracdo de multiplex PCR com biossensores tem sido testada para reduzir

tempo e custos, aproximando o diagnostico da rotina operacional (Venbrux et al., 2023).

Diagndstico precoce em plantagées comerciais

Em plantagoes estabelecidas, ensaios moleculares permitem detectar infecgdes antes do
surgimento de sintomas visiveis. O uso de qPCR tem auxiliado na quantificagao de Lasiodiplodia theobromae
em tecidos lenhosos de eucalipto, contribuindo para o manejo de cancros (Machado et al., 2015;
Schroeder et al., 2019). Métodos isotérmicos como LAMP tém se destacado pela rapidez em campo,
permitindo decisoes imediatas de isolamento de areas afetadas (Thiessen et al., 2016; Schroeder et al.,

2022).

Programas de melhoramento genético e selegio de gendtipos resistentes

Ferramentas moleculares sao fundamentais no melhoramento florestal, auxiliando na sele¢iao de
gendtipos resistentes a patégenos. Ensaios de qPCR e metagenomica tém permitido avaliar a resposta de
clones de eucalipto e pinus a Ceratocystis € Phytophthora, acelerando a selecio de materiais tolerantes

(Wingfield et al., 2015; Telles et al., 2019; Pham, 2024a).
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Vigilincia de patogenos emergentes e exoticos
Com a intensificacio do comércio internacional de mudas e sementes, aumenta o risco de
introducao de patdgenos exoticos. Sequenciamento de nova geracio (NGS) tem sido aplicado na triagem
de solos e materiais de propagacdao, permitindo identificar espécies quarentendrias antes da sua
disseminacao (Santini et al., 2013; Gross et al., 2020). Essa abordagem ja foi utilizada para detectar

Phytophthora spp. em reflorestamentos na Europa e no Brasil (Jung et al., 2018; Thompson et al., 2024).

Conservagdo de espécies nativas e restauragdo florestal

O diagnoéstico molecular também ¢ estratégico para a conservacao de espécies ameagadas. Foi
empregado, por exemplo, na deteccdo de Ceratocystis fimbriata em Cedrela odorata e de Phytophthora spp. em
Araucaria angustifolia, permitindo monitorar popula¢Ges naturais e orientar praticas de manejo (Borges et
al., 2019; Telles et al., 2019). A deteccao em mudas destinadas a restauracio reduz o risco de introducao

de patégenos em areas de reflorestamento (Souza et al., 2020; Urban et al., 2025).

CONCLUSAO

Os fungos patogénicos permanecem entre as principais ameagas a produtividade e a
sustentabilidade dos ecossistemas florestais, afetando tanto plantacGes comerciais quanto populacoes
nativas. A ampla diversidade de géneros e espécies, associada ao aumento de surtos epidémicos e a
intensificagdo dos impactos climaticos, reforca a necessidade de estratégias eficazes de diagnostico e
monitoramento.

Os avangos alcancados entre 2005 e 2025, desde a otimizagao da PCR e da qPCR até o
desenvolvimento de metodologias mais recentes como NGS, LAMP, RPA e analises metagenomicas,
consolidaram a transicio de métodos essencialmente reativos para abordagens proativas e integradas,
capazes de antecipar surtos e reduzir impactos econémicos e ambientais.

A incorporagao de analises bioinformaticas, inteligéncia artificial e plataformas miniaturizadas do
tipo Jab-on-chip amplia o potencial preditivo e a portabilidade dos diagnésticos. Tais avangos aproximam
o diagnodstico molecular do manejo florestal de precisao, tornando possivel nao apenas a detecgao rapida,
mas também a analise de padroes epidemioldgicos em tempo real.

As aplicagbes praticas demonstradas em viveiros, plantagdes comerciais e programas de
conservagao evidenciam que o diagnéstico molecular deixou de ser apenas uma ferramenta laboratorial
e tornou-se um elemento central da fitossanidade florestal. Ele garante a triagem de mudas, a identificagao
precoce de patdgenos, o suporte a programas de melhoramento genético e a vigilancia de espécies
emergentes ou exoticas.

Entretanto, desafios ainda persistem, incluindo custos elevados, necessidade de infraestrutura

especializada e caréncia de padronizagao internacional dos protocolos. A superagao dessas barreiras

136



Inovagdes em pesquisas agrarias ¢ ambientais — Volume VIII

depende de investimentos em transferéncia tecnoldgica, capacitagao de profissionais e integracao entre
pesquisa, setor produtivo e 6rgaos de fiscalizacdo fitossanitaria. Portanto, a integracio continua de
ferramentas moleculares ao setor florestal é essencial para assegurar a resiliéncia das florestas, a seguranca
fitossanitaria e a sustentabilidade dos programas de producio e de restauracio ambiental. O
fortalecimento de redes colaborativas, a ampliacio do acesso a tecnologias portateis e a padronizagao de
metodologias constituem caminhos promissores para enfrentar os desafios impostos pela globalizacao e

pelas mudangas climaticas.
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