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RESUMO

A atividade agricola é a base da economia brasileira. A cada ano, os produtos
agricolas brasileiros estdo adentrando no comércio internacional pela sua qualidade
e sanidade. O Brasil exporta principalmente graos, com um montante de USD 150
milhdes e, no que tange a importacdo, aproximadamente USD 140 milhdes,
principalmente em sementes de hortalicas e grandes culturas. Visto isso, o objetivo
deste estudo € de mostrar a importancia do Agronémica - Laborat6rio de Diagndstico
Fitossanitario e Consultoria na defesa vegetal, principalmente do transito
internacional, evitando a entrada e dispersao de pragas no Brasil. Para que seja feita
a deteccdo e o diagnéstico fitossanitario, foi possivel aprender as técnicas
laboratoriais com 0 acompanhamento das anélises. Dessa forma, foi possivel verificar
a importancia do Agrondémica na defesa fitossanitaria vegetal do agronegdcio
brasileiro, com a garantia da sanidade de plantas do comércio internacional e a

reducdo na introducdo de pragas exéticas.
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1 INTRODUCAO

O Brasil com o passar dos anos tem se tornado cada vez mais urbano. 1Sso
faz com que, através da tecnologia, produza-se mais em uma mesma area. Ainda,
possui uma area de divisa extensa, fazendo fronteira com dez paises com quem
mantém acordos comerciais e, dessa forma, facilitando o comércio internacional de
sementes e graos. Esses fatores facilitam a entrada de pragas de restricdo no Brasil,
afetando o bolso do consumidor pela alta dos pregos, a sanidade vegetal, a seguranga
alimentar, as relacbes comerciais, a economia, ecossistemas e biodiversidade.

Em 2019, o agronegocio representou 21,4% do produto interno bruto (PIB)
brasileiro, sendo o ramo agricola correspondente a 68% desse total (CNA, 2020). A
principal cultura da agropecudria brasileira € a soja, responsavel por
aproximadamente R$ 1 a cada R$ 4 da producéo agricola. Além do mais, 43% das
exportacoes brasileiras foram de produtos do agronegdcio, com 0 aumento
significativo de paises destinos a cada ano. No primeiro quadrimestre de 2020, o
volume das exportacdes agricolas cresceu em 11%, além de também atender o
mercado interno. Quais as implicacdes desse aumento no comércio internacional de
produtos vegetais e aumento no nimero de paises com acordos comerciais?

O presente trabalho diz respeito ao estagio curricular obrigatorio realizado no
Agronémica - Laborato6rio de Diagndstico Fitossanitario e Consultoria, localizado na
cidade de Porto Alegre, no Rio Grande do Sul. O periodo de realizacdo do estagio foi
de 06 de janeiro a 28 de fevereiro de 2020, totalizando 300 horas de atividade, sob a
orientacdo da bidloga Marisa Dalbosco. O principal enfoque do trabalho é a
importancia do diagnodstico fitossanitario na Sanidade Vegetal e nas relagbes
internacionais e 0s potenciais impactos na sua defasagem. Foram descritas algumas
analises de detecgcdo de pragas realizadas nos setores técnicos do Agronémica e

toda qualidade e confiabilidade da empresa.

2 CARACTERIZACAO DA EMPRESA DE REALIZACAO DO ESTAGIO

O Laboratério Agronémica € referéncia nacional na prestacao de servicos de
diagndstico fitossanitario. Iniciou suas atividades em maio de 2006, a partir da fusdo
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do Laboratério de Diagndstico Fitossanitario da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS) e do Agrondémica - Consultoria e Clinica Vegetal, coordenados pelos
engenheiros agrobnomos Valmir Duarte e Patricia de Souza Tel0, respectivamente.
Anteriormente, em 2005, apds auditoria, o laboratério privado adquiriu seu
credenciamento junto ao Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
para analises de diagndstico fitossanitario e de produtos de controle biolégico para
uso agronémico.

O diagndstico fitossanitario € regido por instrucfes normativas (IN). Dessa
forma, no ano de 2013, acreditou-se na ABNT NBR ISO/IEC 17.025, segundo a
regulamentacdo da IN n® 57 de 11/12/2013. A solicitacdo de acreditagcdo do
laboratoério no Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro) foi
aceita posteriormente, adquirindo o reconhecimento de qualidade de forma
documentada e tecnicamente competente, seguindo critérios estabelecidos por
normas internacionais (INMETRO, s/d). Em 2007, recebeu o registro do RENASEM,
cadastrado no Sistema Nacional de Sementes e Mudas.

Inicialmente, localizava-se no Bairro Jardim Itu-Sabara em Porto Alegre/RS.
Pelo crescimento da empresa e de sua demanda, a equipe passou de trés para trinta
colaboradores, fato consumado pelos credenciamentos supracitados, atingindo
clientes em todo o pais. Dessa forma, em 2014, a sede do Laboratério Agronémica
mudou-se para o endereco Avenida Ipiranga, n°® 7464, 12° andar (1201 e 1202), no
Bairro Jardim Botanico em Porto Alegre/RS.

A primeira filial foi instalada em 2013, no Porto Aduaneiro de S&o Borja, de
forma estratégica para atender as demandas de diagndstico fitossanitario de frutas
importadas. Ja em 2018, foi inaugurada sua segunda filial, na cidade de Foz do
Iguacu, no estado do Parana, realizando o diagndstico fitossanitario em frutos
importados do Chile e da Argentina.

Atualmente, o Agrondmica - Laboratorio de Diagnoéstico Fitossanitario e
Consultoria presta diversos servi¢os, dentre eles a analise clinica para diagnéstico de
doencas a campo, analise qualitativa de produtos de controle biolégico, de
inoculantes e acucar, e principalmente, em maior demanda, o diagnostico
fitossanitario de produtos agricolas do transito internacional, este ultimo sendo o
enfoque deste trabalho. Possui uma equipe de aproximadamente 44 colaboradores,

desde a parte técnica, setor comercial até os diretores, contando com uma estrutura
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adequada e partindo do principio da agilidade e qualidade de suas analises,
atendendo a legislacéo.

Tendo em vista a grande dimensdo da empresa e sua visdo, o Agronémica foi
estruturado no Edificio do Condominio Rossi Business Park de forma visionéria e
I6gica. A amostra segue um fluxo fundamentado, desde sua chegada até a emisséo
do laudo. A empresa é dividida em setores, de forma hierarquica (Figura 1), desde a
diretoria e setor de qualidade, até os setores de recursos humanos, setor comercial e

técnico.

Figura 1 - Organograma hierarquico da empresa Agrondmica dividido em diretoria,

setor de qualidade, setor administrativo e comercial e area técnica.

Fonte: Agron6mica, 2020.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Introducao e disseminacdo de pragas agricolas e potenciais impactos na
agricultura

O Brasil, nas décadas de 1960 e 1970, estava passando por um grande
processo de urbanizacao e industrializacdo, portanto, uma grande parte dos alimentos
advinha de importa¢cdes. Com o aumento do comércio internacional entre paises e 0
transito de produtos vegetais, € inevitavel a introducdo de pragas em areas indenes
caso nao se tenha os devidos cuidados de defesa vegetal (LOPES DA SILVA et al.,
2016). Como consequéncia, a agricultura acaba ficando vulneravel ao ingresso e a
distribuicdo de novas pragas pelo territério. A expansao da distribuicdo geogréfica de
espécies vegetais domesticadas, cabendo enfatizar que a grande parte das espécies
cultivadas sédo exoticas (LOPES DA SILVA et al., 2016), disseminam as pragas
concomitantemente (SUGAYAMA, 2015). Isso acarreta em alguns efeitos sobre a
economia, sobre o comércio internacional entre paises e acesso aos mercados e,
também, ao meio ambiente.

O Brasil estd em destaque mundial em producdo agricola, com elevados
patamares de producédo para atender a demanda alimentar mundial. Com isso, a
producdo agricola brasileira esta sob pressdo em relacdo a disseminacao de pragas
e seus provaveis prejuizos (RODRIGUES, 2017). De 1890 a 2014, na melhor das
hipoteses, 203 espécies de pragas de importancia agricola foram detectadas e se
estabeleceram no Brasil, sendo que pelo menos 40 espécies atingiram o status de
praga em diversos cultivos vegetais. Sem medidas de contencéo, diversas espécies
gue atualmente ndo sdo de importancia econdmica, podem vir a se tornar pragas
(SUGAYAMA, 2015).

Para avaliar os potenciais impactos da introducédo e disseminacdo de uma
praga em determinado ecossistema, deve-se fazer inicialmente uma analise critica:
identificagdo das principais funcBes ecoldgicas, a paisagem, a diversidade da
vegetacao e as principais espécies associadas a processos ecoldgicos estreitamente
ligados a cultura principal (PAULA et al., 2015). Além da analise do ecossistema,

deve-se levantar dados a respeito da praga. Alguns dados a serem coletados: sua
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distribuicdo e abundancia, caracteristicas ecolégicas, possibilidade de introduzir uma
caracteristica nova ou incomum.

Podemos citar alguns impactos diretos e indiretos que espécies exoticas
podem ocasionar na biodiversidade, segundo Paula et al. (2015), como: impacto
sobre as espécies nativas (por competicdo, herbivorias, parasitismos, entre outros);
impacto sobre as comunidades (afetam a riqueza, abundancia e composi¢do das
comunidades); impactos sobre 0s servi¢os ecossistémicos (modificacdo de processos
e suas func¢des); manejo de novas pragas (mudanca no manejo das culturas a nivel
de propriedade e impactos diretos no produto colhido); efeitos em cadeia (ocasionado
pelos mesmos manejos da praga).

Segundo a EMBRAPA (s/d), praga é qualquer agente patogénico de qualquer
espécie que cause danos as plantas e produtos vegetais. As pragas podem ser
consideradas quarentenarias quando sdo potenciais causadoras de prejuizos para
alguma area onde ndo estdo presentes ainda oficialmente (praga quarentenaria
ausente) ou pragas que ja ocorrem no pais, mas de forma localizada (praga
guarentenaria presente). Por ndo existirem em algumas areas, a interacédo das pragas
com o ecossistema é desconhecida, assim como as formas de manejo, o que pode
acarretar em prejuizos e perdas enormes.

A ferrugem-asiatica-da-soja, que atualmente € a doenca mais severa e com
grande importancia para a cultura da soja, ndo era encontrada em lavouras no
passado no Brasil. O fungo Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd., foi relatado pela
primeira vez no continente americano em 2001 (GODOY, 2016), pelo pesquisador
Eng® Agr® Wilfrido Morel Paiva, na localidade de Pirapo, Paraguai (YORINORI e
LAZZAROTTO, 2004). Logo apéds, sua disseminacdo foi constatada no estado do
Paranda, no Brasil e, jA na safra de 2001/2002, causou perdas de aproximadamente
U$ 125,5 milhdes, com ocorréncia em cerca de 60% das lavouras de soja (NOJOSA
et al., 2015).

3.2 Restrigcbes no comércio internacional de produtos vegetais

O Brasil foi um dos paises que mais cresceu no comercio internacional nos
altimos 30 anos. E conhecido por ser lider na producéo e exportacédo de produtos

vegetais, como o café e o acucar. Segundo o MAPA (2016), no inicio de 2010, um em
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quatro dos produtos do agronegdcio mundial eram do Brasil. Dessa forma, medidas
fitossanitérias sdo essenciais para a garantia da soberania alimentar e qualidade dos
alimentos, prevenindo a entrada e disseminacéo de pragas quarentenarias. Para que
0 comeércio entre paises nao seja afetado - visto que o comércio agricola mundial &
de grande interesse e pode ser barrado por questdes fitossanitarias, foi instituido em
1995, o Acordo sobre Medidas Sanitarias e Fitossanitarias (Acordo SPS) para paises
membros da Organiza¢cdo Mundial do Comércio (OMC). Esse acordo foi reconhecido
através do decreto n® 1355 de 30 dezembro de 1994 no Brasil (NOJOSA et al., 2015).
Foi montado em 2006 um Comité de Normas (CN), composto por 25 membros das
sete regides da FAO, que avalia e revisa Normas Internacionais para Medidas
Fitossanitarias (NIMF), desenvolve projetos, além de outras func¢des visando prevenir
a disseminacéo e controle de pragas e produto vegetais (PALMA e ALENCAR, 2015).

Ademais, o Brasil ndo possui barreiras geograficas, como o Chile, que auxiliam
no vazio fitossanitario e, ainda, possui uma ampla diversidade de culturas vegetais e
ambientes. Pela extensdo do pais, a gestdo do transito interestadual vegetal é de
grande importancia para evitar a disseminacéo de pragas quarentenarias presentes

por todo o territorio brasileiro.

3.3 Defesa Vegetal no Brasil

Pelo aumento do comércio de produtos vegetais e fluxo de pessoas, a
atividade agricola vem sofrendo negativamente com a entrada de novas pragas.
Instalou-se, no Brasil, o Decreto n® 24.114 de 12 de abril de 1934, visando a defesa
vegetal através de praticas de restricao, inspecao e combate. Com o passar dos anos,
aconteceram mudancas e ajustes na legislacédo, com a Constituicdo Federal de 1988
e estabelecimento das competéncias da Unido e Unidades da Federacdo (RANGEL,
2015). A regulamentagcdo dos artigos sobre sanidade vegetal e saude animal foi
realizada através do Decreto n® 5.741 de 30 de marco de 2006, estabelecendo o
Sistema Unico de Atencdo a Sanidade Agropecudria (SUASA).

Em relac&o ao controle do transito interestadual, este segue as IN n°® 54 de 4
de dezembro de 2007 (que trata sobre a Permisséao de Transito Vegetal) e a IN n® 55,
da mesma data, que trata sobre a Certificacdo Fitossanitaria de Origem (CFO) e da
Certificacdo Fitossanitaria de Origem Consolidada (CFOC) (HILMAN e GOULART,
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2015). O controle do transito interestadual no Brasil inicia com a emisséo do CFO na
propriedade, emitido por um responsavel técnico (RT), que certifica a condi¢éo
fitossanitaria do produto, anexando o laudo fitossanitario de garantia. Na unidade
distribuidora ou processadora € emitido o CFOC de diversas cargas da mesma
espécie. O CFOC, assim como o CFO, serve de base para a emissao da Permissao
de Transito Vegetal (PVT). A emissdo do PVT € feita por um Fiscal Estadual
Agropecuario (FEA) e deve acompanhar as cargas vegetais durante o transito. No
transporte, as cargas podem ser fiscalizadas por barreiras fixas ou méveis, onde fica
a cargo do MAPA a supervisdo de auditoria do CFO e PCT, além da fiscalizacdo nas
barreiras fitossanitarias obedecendo a legislacio do MAPA e legislacbes
complementares estaduais (HILMAN e GOULART, 2015).

A Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA) (Figura 2), do MAPA, é dividida
em seis departamentos que atuam de forma sinérgica entre si e com as coordenacgdes
da SDA, enfatizando o Departamento de Sanidade Vegetal - dividido em
Coordenacéo de Fiscalizacdo de Transito de Vegetais e pela Coordenacédo Geral de
Protecdo de Plantas (Figura 3). No quesito transito internacional, fiscais federais
agropecuarios (FFA) do Vigiagro, coordenado pela SDA, sdo responsaveis pela
analise das cargas de comércio internacional, tanto importacdo quanto exportacao,
gue enviam aos laboratérios de diagndstico fitossanitario (LDF) credenciados pelo
MAPA, como o Laboratorio Agronémica, amostras das cargas para andlise e emissao

de laudos fitossanitarios de carater oficial.

Figura 2 - Organograma da Secretaria de Defesa Agropecuaria a respeito das

coordenacdes e departamentos, enfatizando o Departamento de Sanidade Vegetal.

Secretaria de

Defesa

Agropecuaria
[ | 1
Coordenagao-Geral Coordenacao Geral Coordenagao-Geral Coordenagao-Geral Coordenagao-Geral
da Articulagao de Gestao de db Labioratsrios de Inteligéncia e dO\flslt?m_a de
b - igilancia
Institucional Operagoes Agropecuarios Estratégia R e

\ \ \ \

Departamento de Departamento de
Deparamento de Departamento de H Inspegéo de Inspegao de H Departamento de }, Departamento de

Fiscalizagao de Fiscalizaggo de Produtos de Produtos de Origem || Sanidade Vegetal Saude Animal
Insumos Agricolas Insumos Pecuarios Origem Animal Vegetal

Fonte: adaptado do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2018.
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Figura 3 - Organograma do Departamento de Sanidade Vegetal - que responde pelo
Brasil no quesito sanidade vegetal do transito internacional - e suas coordenacoes,
estando o Agronémica atuando em todas as divisGes, exceto na Divisdo de Analise

de Risco de Pragas.

Departamento de
Sanidade Vegetal
Nucleo de Aaxnp;;l—amnto .
Controle e Avaliagio
Coordenagdo de Coordenagao Geral de
Fiscalizagdo do Protegdo de
Transito de Vegetals Plantas
[ 1 | | i b
& A Divisao de
ST DivisSo de Divisio de Dfdsto e Pravencio, S Servigo de
Controle do Andlise de N Campanhas e
Tracsi Certificagdo Quarentena Vigilanciae Educacio
o Fitossanitaria Vegetal apen Controle de Prog Fitossanitéria
Vegetais Pragas Priga Fitossanitirios

Fonte: Rangel (2015).

O diagndstico fitossanitario pode ser solicitado em diversos processos, desde
analises de importacdo e exportacdo, até de clinicas (buscado por produtores) e
transito interno. No comércio internacional, os fiscais agropecuarios trabalham em
locais estratégicos, como portos, aeroportos e regiées aduaneiras. Os FFAs sao
guem analisam a documentacédo, a permissao de importacdo, a origem e as pragas
de restricdo (estas que exigem andlise laboratorial para que se faca a defesa
fitossanitaria de forma eficiente). Para exportacdo, deve-se analisar 0s requisitos
fitossanitarios dos paises de destino e suas exigéncias, através do “Import Permit”.
Dessa forma, os FFAs coletam amostras, lacram e identificam para que seja enviado
a um LDF.

A consulta de pragas regulamentadas associadas a cada espécie vegetal é
feita através da IN n° 41 de 1 de junho de 2008 ou por IN especificas dos LDFs, a
depender do tipo de solicitacdo (DUARTE e TELO, 2015). Através dessa consulta,
faz-se 0s ensaios necessarios para deteccdo das pragas alvos e liberacdo posterior
do laudo oficial, realizando assim, a defesa fitossanitaria vegetal nacional.
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3.4 Ano Internacional da Sanidade Vegetal

O ano de 2020 foi declarado como o Ano Internacional das Nac¢Ges Unidas
para a Sanidade Vegetal pela FAO. O objetivo principal foi a conscientizacdo a
respeito da sanidade das plantas para proteger o meio ambiente, reduzindo a pobreza
e a fome, além de visar o desenvolvimento econdmico. Com o comércio internacional,
disseminou-se as pragas e problemas fitossanitarios de forma mundial. Isso acarreta
em grandes perdas de producdo e consequente aumento nos precos dos produtos
vegetais, aumentando a fome e pobreza em &reas carentes, além de prejuizos para
0 produtor rural.

Em meio ao Ano Internacional de Sanidade Vegetal fomos deparados com
diversos brasileiros recebendo pacotes misteriosos ndo solicitados de paises
asiaticos como a China, Malasia e Hong Kong contendo sementes de espécies
vegetais. Alguns pacotes foram encaminhados ao MAPA, onde as sementes foram
analisadas e foram identificados acaros vivos e algumas espécies de fungos e
bactérias. Essas pragas se introduzidas e estabelecidas, podem causar enormes
prejuizos pela possibilidade de serem pragas quarentenarias ausentes e ndo possuir
inimigos naturais e/ou medidas de controle eficazes. Ressalta-se a importancia dos
orgdos publicos na fiscalizacdo do comércio internacional, com o auxilio de
laboratérios que realizem a andlise do material vegetal por meio de tecnologias de
ponta confiaveis, evitando a disseminacao de pragas quarentenarias e a nocividade

a agricultura, o que poderia acarretar em um efeito cascata.

4 ATIVIDADES REALIZADAS

As amostras recebidas no Agronémica seguem um fluxo (Figura 4) para que a
deteccdo seja feita da forma mais rapida e eficiente possivel. S&o recebidas e
conferidas no setor de operacdes e a confirmacao para inicio dos ensaios € feita pelo
setor comercial. As amostras sdo enviadas com um numero que as identificam e com
protocolo para que se inicie a triagem do material. Na triagem séo feitas as analises
iniciais, em busca de insetos, acaros ou sementes, e retiradas aliquotas para o0s

préximos setores técnicos solicitados, resultando no laudo final apos as analises.
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Durante a realizagdo do estdgio, estabeleceu-se um calendario de
acompanhamento para que fosse possivel a participacdo e acompanhamento em
todos os setores, além de reunides e treinamentos com a equipe. Recebemos
orientacdes dos analistas, auxiliares e assistentes, que apresentaram o laboratorio,
0s equipamentos e o funcionamento de cada protocolo, com leitura prévia do

Protocolo Operacional Padréo (POP).

Figura 4 - Percurso realizado pela amostra no Agronémica desde o recebimento até

a emissdao do laudo e registro no MAPA.

‘l AMOSTRA 'l

¢ : v !
IMPORTACAO ( EXPORTACAO ] [ TRANSITO INTERNO )( CONTROLE DE QUALIDADE ) [ CLINICA, )
l ’,;V P |
TRIAGEM
v g 4
(Acarologia](En‘iomomgia) (Herbologia) (Bacteriologia )(Micologia] [ Virologia ] ( Mematologia )
] B

I Camara (mida I(Sorologa(—[ Isolamento H Malecular )(-—(—;tfagﬁo l
[Blotter) 1

Fonte: Duarte e Tel6 (2015).
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4.1 Setor de triagem

O setor de triagem € a primeira secdo da &rea técnica, recebendo as amostras
apos a confirmacao pelo setor comercial e registro do niumero da amostra pelo setor
de operacbes. O analista observa através do Sistema de Gestdo do Agrondmica
(SGA) se a amostra ja esta realmente disponivel para analise antes de iniciar. Quando
a amostra é seca, como sementes e graos, substratos, leveduras ou farelos, destina-

se para os técnicos da herbologia. Outras amostras consideradas Umidas, como
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tubérculos, bulbos de espécies ornamentais, frutas, mudas, rizomas, jutas e insetos,
destinam-se para os técnicos da entomologia.

As amostras sdo separadas em contraprova e aliquotas para envio a cada
setor técnico que demande a realizacdo de analises, sendo identificadas conforme
protocolo e niumero da amostra. A triagem (Figura 5) e andlise inicial do material é
feita de forma manual, com o auxilio de pingas, pincéis e peneiras, além da lupa de
mesa e do microscépio estereoscopico. Faz-se uma analise conforme o processo de
registro da amostra e, por exemplo, em casos de importacdes, a analise é feita para
todas as pragas encontradas; ja, em casos de exportacdo, a andlise é feita apenas

das pragas de restricdo que constam no documento “Import Permit”.

Figura 5 — Triagem de amostra de sementes de milho para distribuicdo das aliquotas

a cada setor técnico que demande analise.

: -
Fonte: Autora, 2020.

Nas amostras umidas, a andlise é feita visando a deteccdo de acaros e/ou
insetos. Para identificacdo, faz-se o uso de andlises morfolégicas e chaves
taxondmicas ou, ainda, com a confec¢éo de laminas para observagédo em microscopio
e a disseccao de genitdlias. Depois da triagem e separacdo, as aliquotas das
amostras sdo enviadas para 0s outros setores técnicos. Ja as contraprovas Sao
armazenadas por seis meses quando sdo amostras secas e, por 15 a 30 dias, quando
sdo amostras in natura. As contraprovas com resultado positivo para pragas

guarentenarias sdo autoclavadas. Das amostras de semente basica ou que
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pertengcam a ensaio de Valor de Cultivo e Uso (VCU) utiliza-se apenas 10% do total
para as andlises fitossanitarias, devolvendo o restante ao cliente.

Para exemplificar, em um processo do tipo importacdo com origem da Turquia,
fez-se a analise de uma amostra de cominho onde, através da triagem, encontrou-se
dez (10) tipos de sementes (Figura 6A), sendo uma espécie de restricdo, a
Descurainia sophia Webb ex Prantl (Figura 6B) confirmada através de

sequenciamento.

Figura 6 - Processo de importacdo de amostra de cominho. Encontrou-se dez
diferentes espécies de sementes (A) e sementes da praga quarentenaria Descurainia
sophia (B).

Fonte: Autora, 2020.

4.2 Setor de micologia

Alguns dos ensaios realizados no setor de micologia sdo o exame da
suspensao de lavagem das sementes, preparo de iscas biolégicas, incubagdo em
substrato de papel (teste Blotter) ou incubacdo em céamara Umida. Para
conhecimento, é a IN n® 39/2018 que preconiza os fungos quarentenarios ausentes
de restricdo no Brasil e, a IN n° 38/2018, os fungos quarentenarios presentes.

No exame da suspensdo de lavagem das sementes é feita a lavagem de
aproximadamente 100 sementes/amostra e inicia-se o ensaio. Esse tipo de ensaio é

utilizado para fungos biotroficos que ndo crescem em meio de cultura, mas frutificam
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e esporulam na superficie, sendo lavados com a 4gua seguido de agitacéo, e assim
ficando em suspenséao.

Ja o teste Blotter, em que é feita a incubacdo de 400 sementes em substrato
de papel, é utilizado em aliquotas de sementes visando esporular o patégeno que nao
se encontra na superficie, dando-lhes condi¢Bes ideais para que esporule e seja
realizada a avaliacao (Figura 7). As amostras sao acondicionadas e encaminhadas
para a camara de crescimento, sob condicbes especificas de temperatura e
fotoperiodo por sete dias para sementes nao tratadas e sete a dez dias para sementes
tratadas. Quando as sementes sdo de gramineas, realiza-se o teste Blotter
modificado onde preza-se pela reducéo da germinacdo das sementes, congelando-
as em freezer por 24 horas na faixa de temperatura de -15°C a -25°C. Apos este
periodo, as sementes sao retiradas do freezer e acondicionadas novamente por mais

cinco dias em camara de crescimento, finalizando sua avaliacdo com sete dias.

Figura 7 - Preparo do teste Blotter modificado com cerca de 400 sementes de milho

espacadas entre si.

Fonte: Autora, 2020.

Para a avaliacdo de substrato, turfa e solo, faz-se a utilizacdo de iscas
biologicas, visando a deteccdo e identificacdo de fungos e oomicetos. Sé&o
confeccionadas seis iscas bioldgicas (Figura 8) com diferentes espécies vegetais,
sendo elas: maca verde (isca para os géneros Phytophthora, Pythium e Fusarium),
maca vermelha (isca para género Fusarium), cenoura (isca para género Fusarium),

cenoura no gerbox (isca para género Thielaviopsis), rabanete (isca para género
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Rhizoctonia), feijdo (isca para género Sclerotinia) e citros (isca para género
Phytophthora). Todavia, a cenoura no gerbox e sua incubagdo em camara Umida sé
€ utilizada em processos do tipo importacdo. Cada isca bioldgica tem sua
particularidade de incubacdo, mas todas com o mesmo propésito: deteccéo de fungos

Oou oomicetos.

Figura 8 - Iscas bioldgicas. Maca verde (A); Maca vermelha (B); Cenoura ©; Cenoura
gerbox (D); Feijao (E); Rabanete (F); Citros (G).

Fonte: Autora, 2020.

Na analise dos ensaios, quando se tém a presenca de col6nias suspeitas,
utiliza-se a repicagem para a obtencdo de cultivo puro para posterior analise
microscopica ou molecular, se necessario, para confirmacdo da deteccdo e
identificacéo.

Para exemplificar, um caso de um processo de clinica, em uma amostra de
tabaco com sintomas relatados pelo produtor de amarelecimento no inicio da
estiagem, sem sinal de murcha, com escurecimento do colo. Fez-se o isolamento
(Figura 9A) da regido de transicéo e detectada a presenca de Rhizoctonia solani Kuhn
(Figura 9B), fungo caracteristico dos sintomas citados.
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Figura 9 - Area de transicdo coletada para andlise (A) e a confirmacdo da presenca
de Rhizoctonia solani pela presenca das hifas em angulo de 90° (em destaque) (B).

Fonte: autora, 2020.

4.3 Setor de nematologia

A nematologia possui dois métodos principais para extracéo de fitonematoides
gue variam de acordo com o tipo da amostra a ser analisada. Quando se trata de solo,
substrato ou soja, 0 ensaio utilizado é o método de Jenkins; j& quando se trata de
sementes, raizes ou tubérculos de batata, utiliza-se o método Coolen & d’Herde.

O método de extracdo conhecido como Coolen & d'Herde tem por objetivo
separar os fitonematoides da amostra através da trituracdo, peneiramento e
centrifugagéo. Ja o método de extragao de Jenkins varia do método Coolen & d’Herde
apenas na parte inicial, onde n&o é necessaria a trituragdo da amostra. Estas técnicas
possibilitam a extracdo de nematoides vivos ou mortos e sdo relativamente rapidas
guando comparadas a outras.

Neste setor € feita a analise de batata semente para fundamentar alguns dos
certificados para a possibilidade do transito interestadual, através da analise visual
em busca de sintomas causados por Pratylenchus ou Meloydogine. Neste caso, nao
ha necessidade de descasque como nos outros meéetodos de deteccdo, pois sdo
sintomas caracteristicos visualmente. Caso tenha amostra suspeita, realiza-se a

analise através do método Coolen & d’'Herde. Vale enfatizar que o diagndstico
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fitossanitario para transito interestadual é necesséario para atestar a sanidade de
produtos com risco de transmisséao de pragas.

A analise é feita através do uso de microscopio Optico e, se necessario, a
confirmacédo da identidade através da utilizacdo de métodos moleculares. Diversas
vezes sao detectados apenas nematoides que ndo séo fitopatogénicos e de vida livre.
No entanto, podemos citar uma espécie encontrada na cultura do alho, onde foi feita
a extragdo através do método Coolen & d’'Herde. Apds a extragdo, a analise em
microscoépio optico indicou a suspeita da espécie Ditylenchus dipsaci Kuhn, através
de caracteristicas morfolégicas como a presenca de mucro terminal na cauda, pelo
formato do estilete e pelos nddulos basais (Figura 10). Para confirmacao, foi feito o

sequenciamento que confirmou, de fato, a suspeita.

Figura 10 - Analise morfol6gica em microscopio estereoscépico de um nematoide
com detalhes da cauda, para confirmacéo da espécie Ditylenchus dipsaci.

‘

Fonte: Autora, 2020.

4.4 Setor de bacteriologia

A bacteriologia possui diversos meétodos de deteccdo, desde simples e
realizados a campo até testes mais complexos. Os principais métodos utilizados no
laboratério se dividem em testes bioguimicos (como o teste de Gram, teste da
oxidase, teste da catalase, teste Biolog, entre outros), testes sorolégicos (Elisa e
Immunostrip, entre outros) e testes biologicos (Teste de patogenicidade, reacdo de
hipersensibilidade, entre outros). Além do mais, séo feitos o teste do copo (para

evidéncia), diluicbes seriadas, andlise de inoculantes (identidade, concentracdo e
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pureza), isolamento em meio de cultura, inoculagfes e também analises moleculares,
realizadas pelo setor de biologia molecular. O mais utilizado é o isolamento em meio
de cultura, tanto o tripla estria quanto a semeadura com a al¢ca de Drigalski. O
isolamento tem como objetivo propiciar colénias puras e individualizadas para realizar
a inspecdo visual (por exemplo, seu tamanho, cor, bordas) posteriormente,
comparando a morfologia das colénias formadas individualmente com a literatura.
Para exemplificar tem-se um processo do tipo clinica para a cultura do kiwizeiro
gue foi enviado para analise. Iniciou-se com a analise visual, onde constatou-se
podriddo e escurecimento da haste. Além dos sintomas observados, o produtor
relatou que os sintomas a campo sao perda de oito dos dezesseis hectares plantados
e que a planta comeca a murchar e morrer. Com a unido dessas informacdes, iniciou-
se pela andlise da amostra e seus sintomas (Figura 11A), seguido do isolamento em
meio de cultura NA e MKBC com o auxilio da al¢ca de platina. Os meios de cultura
foram incubados em condices ideais de temperatura (28°C + 2°C) por 48 horas. Apos
esse tempo, surgiu uma coldnia suspeita (Figura 11B), que foi repicada para um meio
de cultura NA visando sua abundancia para melhor deteccdo. Ainda assim, ndo houve
o desenvolvimento de colbnias extremamente caracteristicas de ocorréncia no
kiwizeiro, realizando desta forma um conjunto de testes investigativos para sua

confirmagéo.

Figura 11 — Sintomas visuais de escurecimento vascular na planta (A); Resultado do

isolamento e o aparecimento de uma col6nia suspeita (circulo destacado) (B).

Fonte: Autora, 2020.
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Os testes realizados foram o teste de Gram, Oxidase, Catalase, Reac¢éo de
Hipersensibilidade, Levano e Inoculacdo em batata. O resultado desse conjunto de
testes auxilia na identificacéo precisa, visto que cada género de bactéria possui suas
caracteristicas especificas. Para a clinica em questéo, todos os resultados foram
negativos, exceto o teste da catalase. Esse conjunto de resultados indica que a
amostra é negativa para este setor, visto que ndo coincide com as caracteristicas das
bactérias relatadas na literatura para a cultura em questdo. No entanto, a amostra foi

positiva no setor da micologia, para o fungo Cylindrocladium sp.

4.5 Setor de biologia molecular

O setor da biologia molecular abrange e da suporte para todos os demais
setores na confirmacao de resultados. Os principais testes feitos sdo: reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), convencional e em tempo real (gQ-PCR), teste ELISA,
teste Immunostrip e amplificacéo isotérmica mediada por loop (LAMP). Para que cada
meétodo seja realizado, inicia-se pela extracdo dos acidos nucleicos (DNA ou RNA) da
amostra, que pode ser o método CTAB padrdo ou extracBes utilizando kits de
purificacdo comerciais.

Depois de realizada a extracdo dos acidos nucleicos, inicia-se o preparo do
mix. O mix varia de acordo com o tipo de reacdo, onde se adiciona o acido nucleico,
agua superfiltrada, DNTPs, iniciadores, “SYBR-green” ou sonda, MgClz, tampéao e as
enzimas. Depois de preparado o mix, realiza-se 0 método em questado junto de um
controle positivo (material de referéncia) e um controle negativo (normalmente utiliza-
se a mesma agua do preparo do mix).

Para exemplificar, solicitou-se a andlise do tipo importacdo para a cultura da
batata. O pais de origem é a Holanda com restricdo para Phytophthora erythroseptica,
Candidatus Liberibacter solanacearum, Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus, Andean potato latent virus, potato mop-top virus, potato_spindle tuber
viroid, potato virus A, tobacco black ring virus e tobacco rattle virus. Retira-se o estolao
de 100 tubérculos/amostra para extracdo de acidos nucleicos, iniciando o ensaio
gPCR.

Para a extracdo de RNA utilizou-se o kit comercial Promega e, de DNA, o
método CTAB 2%, seguida da PCR em tempo real. O resultado foi negativo para

todas as pragas analisadas, confirmado através dos exemplos nas figuras 12A e 12B
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abaixo, atestando a sanidade vegetal. Vale ressaltar que a curva amplificada acima
do intervalo validado “Threshold” nos resultados das figuras 13 € o controle positivo a

fim de comparacao e garantia da qualidade dos resultados.

Figura 12 - Resultado negativo (sem curva de amplificacdo) para Candidatus

Liberibacter solanacearum (A); Resultado negativo para potato mop-top virus (B).
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Fonte: Agronémica, 2020.

A g-PCR é mais rapida quando comparada com a PCR convencional, mais
especifica e seu resultado é quantitativo, porém € mais cara. Na PCR convencional
faz-se a leitura em eletroforese em gel de agarose e isso explica o porqué de seu
resultado final ser mais demorado, apenas qualitativo. O método LAMP é parecido
com a g-PCR mas nao realiza um gradiente de temperatura, ou seja, completa todo
0 ciclo com a mesma temperatura sem a necessidade de um termociclador e
consegue analisar um maior nimero de regides do RNA/DNA (6-8 regides). Ja o
Immunostrip é mais rapido em comparagdo aos demais (cerca de 15 minutos), no
entanto é pouco sensivel e com poucos antisoros especificos.

O setor de biologia molecular € de grande importancia, pela sua caracteristica
de suporte aos demais, confirmando os testes por eles solicitados a nivel molecular,
com controles positivos que auxiliam na composic¢ao do resultado final. Além do mais,

0s equipamentos utilizados por este setor sdo de alta tecnologia, sendo alguns
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importados, proporcionando qualidade e confiabilidade nos resultados. Vale enfatizar
gue a demanda da biologia molecular em 2020 representou em média 45% do total

de ensaios realizados, ressaltando sua importancia.

4.6 Setor de preparo de materiais

O setor de preparo de materiais € conhecido por ser um setor volante, que
trabalha como um elo entre a parte comercial e 0s setores técnicos, contemplando
todas as normas de qualidade do laboratério segundo a ISO 17025. Os setores
técnicos solicitam, através de seus analistas, todos 0s materiais necessarios para 0os
testes que séo feitos, desde meios de cultura e dgua deionizada até todos os tipos de
vidrarias autoclavadas necesséarias. Além do mais, todo o material de referéncia
utilizado como controle positivo em diversos ensaios é fornecido por esse setor -
dessa forma, garantindo a qualidade dos resultados -, preocupando-se com sua via
de preservacdo e estocagem, além de realizar diversas validacbes de novos
reagentes e revalidaces e producdo de aliquotas de trabalho (primers, sondas e
antissoros) e analise de custos.

Para garantia da qualidade, todos os materiais produzidos recebem um
namero de lote interno para a rastreabilidade, o que é de grande importancia caso
algum material acabe por contaminar. A garantia do resultado das andlises dos
setores técnicos requer controles positivos e negativos, como ja descrito nos topicos
acima, e o setor de preparo é quem garante o desenvolvimento e a preservacao

destes agentes bioldgicos.

4.7 Preservacao de material

Os materiais de referéncias (MR) sdo utilizados como modelo/padréo (amostra
positiva) para os ensaios realizados, visando a qualidade dos resultados e a sua
rastreabilidade metrolégica, sendo divididos de trés formas: MR, MR certificado
(MRC), MR interno (MRI). Além do mais, sdo utilizados também para validacdo de
meétodos de analise, calibracdo de equipamentos, entre outros. O MR interno surge a
partir das interceptacdes realizadas pelo Agronémica e, para serem utilizados, deve

ser feito o sequenciamento genético atestando a identidade do patdgeno. Os MRIs
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sdo utilizados nas analises rotineiras quando ndo ha disponibilidade para aquisicdo
de MR ou MRC e devem ser substituidos quando estiverem disponiveis. Os MRCs
sdo os mais indicados, visto que sdo metrologicamente validados para uma ou mais
caracteristicas, possuindo rastreabilidade e declaracéo de incerteza. No entanto, sdo
materiais com uma disponibilidade limitada. Ja os MRs ndo possuem rastreabilidade
metrolégica e a incerteza de medicdo, mas sdo estaveis e homogéneos, sendo
utilizados quando nao ha disponibilidade do MRC.

O material é acondicionado conforme a via de preservacao (liofilizado, glicerol
20%, entre outros). Foi feita a preservacgao de fungos, como o Verticillium dahliae, em
tubo inclinado (Figura 13A), através do método Castellani (Figura 13B) e em glicerol
15%. Além desta, foi feita a preservacdo de bactérias, como a Burkholderia gladioli,

em caldo nutritivo e preservacado em glicerol 40%.

Figura 13 — Preservacdo de Verticilium dahliae em BDA + 6leo mineral (tubo
inclinado) (A); Preservacao através do Método Castellani (1 mL de &gua deionizada

e esterilizada)

Fonte: Autora, 2020.

A entomologia, a herbologia e a nematologia contam com um banco de
imagens, a exemplo de herbéarios, que servem de suporte para pesquisas ou

visualizacdes de estruturas que auxiliem no diagnadstico.
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5 DISCUSSAO

O Brasil possui 23.102 km de fronteira, dividida entre 15.735 km terrestres e
7.367 km maritimos (LOURENCO, 2015). Identificou-se 364 vias com possibilidade
de ingresso terrestre de pragas e 26 locais na fronteira com possibilidade de ingresso
via embarcacdo (EMBRAPA, 2016). Além disso, possui 519 portos e campos de
decolagem, majoritariamente em areas privadas. Essas entradas facilitam a entrada
de pragas agricolas, até mesmo de forma involuntaria (acidental) através de
vestuario, maquinas, entre outros. Segundo Hilman e Goulart (2015), os Estados
reduziram ou mantiveram o mesmo numero de barreiras fixas entre os anos de 2013
e 2015, alertando para a possivel defasagem na defesa fitossanitaria vegetal, que ja
se encontra escassa.

Em 2020, em meio ao Ano Internacional da Saude Vegetal, nomeou-se 140
novos fiscais federais agropecuérios pelo MAPA (SNA, 2020), reforcando a defesa
vegetal e preocupacao do Pais com a sanidade das plantas. Os fiscais agropecuarios
trabalham nas barreiras e fronteiras, fiscalizando e inspecionando cargas advindas
do comércio internacional, certificando-as quando ndo possuam praga que venha a
ocasionar diversos problemas, como os ja citados, em nosso Pais. Ja nos estados, a
fiscalizacdo é realizada por fiscais agropecuarios estaduais. O cliente direto do
Agronbmica sdo os fiscais (e ndo os importadores/exportadores), que enviam
amostras coletadas para andlise fitossanitaria, atestando a presenca ou auséncia de
pragas de restricdo de acordo com a cultura e o pais de origem ou pais destino.

Todo o escopo de testes realizados no Agronémica € relatado no Procedimento
Operacional Padrdo (POP), desenvolvido pelo analista de cada setor técnico, que
descreve todas as operacdes necessarias para a realizacdo de alguma atividade. As
analises e procedimentos sdo desenvolvidos através de consulta da bibliografia,
livros, entre outros. Além do mais, possuem alguns processos validados, como € o
caso da Pantoea stewartii Smith. Cabe frisar que o escopo de testes do Agrondmica
€ 0 maior entre todos os laboratorios.

Atualmente, o Agrondmica conta com 565 ensaios acreditados pelo Inmetro,
conforme a Norma ABNT ISO/IEC 17025, abrangendo todas as areas de diagndstico
fitossanitario. Os ensaios variam entre analises morfolégicas, testes bioquimicos,

testes fisiologicos, testes sorologicos e moleculares. Essa norma demonstra como o0s
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laboratérios que a seguem sao tecnicamente competentes e com resultados
altamente confiaveis. Assim, estando em consenso com a Norma, os resultados dos
laudos de diagndstico fitossanitario sdo de mais facil aceitacdo pelos paises, pois
seguem um padrao de qualidade.

No ano de 2020, o Agrondmica analisou 25.906 amostras de 1.354 clientes,
com a emissdo de 30.446 laudos. Por ser um laboratorio com credenciamento no
MAPA, com acreditacao do Inmetro e levando em consideracao que, no ano de 2020,
41% das amostras foram referentes a importacdo e 42% referentes a exportacao
(Figura 14), reforca-se a atuagdo do Agrondmica como um agente extremamente
importante na defesa fitossanitaria brasileira de produtos vegetais do transito

internacional.

Figura 14 - Divisdo das amostras analisadas no ano de 2020 no Agrondmica,

ressaltando sua importancia na analise de produtos vegetais no transito internacional.

25.906 amostras

= |mportacdo = Exportacédo Clinica = Controle de qualidade = Levantamento oficial

Fonte: adaptado de Agronémica, 2021.

Com essa grande demanda de analises fitossanitarias, principalmente no
guesito importacdo e exportacdo, fez-se diversas interceptacdes de pragas que
poderiam entrar no Brasil ou se disseminar pelas regides onde ainda ndo estao
presentes. Isso se confirma através da figura 15, referente aos tipos de pragas

detectadas e como se dividem:
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Figura 15 - Interceptacdes de pragas realizadas pelo Agrondmica no ano de 2020,
divididas em praga quarentenaria ausente (PQA), praga quarentendria presente
(PQP), pragas de restricdo (PR) e praga viva (PV) dentro de cada grupo.
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Fonte: Agronémica, 2021.

O Agronémica é essencial no cumprimento da legislacdo para defesa
fitossanitaria. Através do seu escopo de técnicas, consegue-se garantir junto do
MAPA a gqualidade dos produtos vegetais, a garantia da soberania alimentar, reducéo
de provaveis riscos para a agricultura brasileira, entre tantos outros fatores ja
discutidos neste trabalho. Através da quantidade de andlises solicitadas e pelas
interceptacdes realizadas, o investimento do Agrondmica em equipamentos de alta
tecnologia e testes de qualidade foi de suma importancia na confiabilidade dos laudos

emitidos, como pode ser atestado nos resultados mostrados na Figura acima.

6 CONSIDERACOES FINAIS

O Agrondmica é um dos unicos laboratorios privados no pais que atua no
diagndstico fitossanitario, possuindo o maior escopo de testes que abrange todas as
areas de diagnostico de pragas. Para a realizagdo dos testes, o Agrondmica possui
uma equipe muito qualificada, assegurando qualidade nas analises e confiabilidade

nos resultados. Outro ponto positivo observado € a realizacdo de treinamentos
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internos para os colaboradores, inclusive para os estagiarios. Os servigos prestados
seguem a Norma ABNT NBR ISO/IEC 17025, através da elaboragdo do "Manual da
gualidade", garantindo de forma documentada todos os procedimentos realizados,
com rastreabilidade das amostras. O Agrondmica conta com a analise express, que
emite o laudo do diagnéstico fitossanitario em 24 horas, muito interessante para
produtos pereciveis do transito internacional, o que demonstra a preocupacao da
empresa com seus clientes.

Toda a confiabilidade adquirida na trajetoria do Agronémica so reforca todo o
empenho na qualidade dos resultados. Isso se d& principalmente pelo intenso
investimento financeiro na empresa, na compra de equipamentos, na especializacao
de seus colaboradores, e em uma equipe gestora que rege os padrdes de qualidade
devidos. Em contrapartida, as Universidades publicas carecem destes recursos, o que
dificulta a formag&o com exceléncia dos seus alunos, atraves da realizacdo de testes
mais complexos, que requerem grande tempo para realizagdo (quando comparado
ao tempo de aula) e de maior valor. Dessa forma, o estagio realizado nessa empresa
foi de grande importancia profissional, agregando aos conhecimentos adquiridos em
sala de aula, além da preparacdo e aumento da confiaca para o mercado de trabalho

ou para a realizacdo de alguma p6s graduacao.
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