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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo discorrer sobre as atividades realizadas durante o
estagio curricular obrigatorio do curso de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul. O estagio foi realizado no Laboratério de Diagndstico Fitossanitario e Consultoria —
Agrondmica, situado na cidade de Porto Alegre, RS, no periodo de abril a junho de 2021. O
acompanhamento e a execucdo das atividades de diagndstico fitossanitario nos setores
técnicos da empresa estdo descritas neste relatorio, bem como técnicas laboratoriais de
deteccdo e identificacdo de pragas em produtos e subprodutos de origem vegetal.
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1 INTRODUCAO

Apls o Periodo Entre Guerras, os paises recrudesceram fortemente as praticas
protecionistas para proteger a economia de seus paises. De modo a combater a nova onda
protecionista, os paises assinaram um acordo internacional a fim de reduzir as tarifas
aduaneiras incidentes nas importacdes e, assim, passaram a negociar acerca de questfes ndo
tarifarias como forma de protecdo aos mercados nacionais. Entre os tipos de barreiras nao
tarifarias, encontram-se as medidas fitossanitérias, que visam proteger a sanidade vegetal.

Com a modernizagdo da agricultura brasileira nos Gltimos anos, houve um crescimento
da producéo e incremento da produtividade agricola, e o Brasil se tornou um dos principais
atores no comércio mundial de produtos vegetais.

No entanto, a producdo vegetal se torna vulnerdvel a disseminacdo de novas pragas
que podem causar prejuizos econdmicos, comprometer a sanidade vegetal e influenciar a
produtividade das lavouras, que estd associada ao aumento do intercambio de material
vegetal.

Diante desse crescente fluxo no mercado doméstico e internacional de produtos do
setor agricola e suas implicacGes, a atuacdo do Engenheiro Agrénomo é de suma importancia
na execucdo de atividades relacionadas a prevencdo da introducdo e dispersdo de pragas,
especialmente pragas quarentenarias, e na preservacdo da integridade dos recursos naturais.

Em decorréncia disso, o interesse em adquirir experiéncia a partir dos conhecimentos
obtidos na area da Fitossanidade no decorrer do curso de Agronomia, e obter melhor
entendimento acerca dos processos envolvidos no comércio de produtos vegetais, foi o que
norteou a escolha da tematica do estagio.

O presente trabalho discorre sobre o estagio curricular obrigatério do curso de
Agronomia na empresa Agrondémica — Laboratério de Diagnostico Fitossanitario e
Consultoria, localizada em Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Realizado no periodo de 05 de
abril a 10 de junho de 2021, sob a supervisdo da biéloga M. Sc. Marisa Dalbosco, totalizando
300 horas de pratica.

Dessa forma, as atividades realizadas nos setores técnicos da empresa estdo descritas
neste relatorio, bem como técnicas de deteccéo e identificagdo de pragas. O principal objetivo
do trabalho é demonstrar a importancia do diagndstico fitossanitario na defesa da sanidade

vegetal e, com isso, a manutencgéo das transag¢des comerciais entre 0s paises.



2 CARACTERIZACAO DA EMPRESA AGRONOMICA

O Laboratdrio Agrondmica € uma empresa privada que teve sua fundacéo efetivada no
ano de 2006 pela Eng. Agr. M. Sc. Patricia de Souza Tel6 e pelo Eng. Agr. PhD Valmir
Duarte atraves da fusdo dos seus respectivos empreendimentos — Consultoria e Clinica
Vegetal e Laboratorio de Diagnostico Fitossanitario da UFRGS. Desde o inicio da sua
atuacdo, a empresa € credenciada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) e esta incluida na Rede Nacional de Laboratorios de Diagnostico Fitossanitério.

Para que o laborat6rio obtenha o credenciamento, 0 MAPA exige a acreditacdo pelo
CGCRE (Coordenacao Geral de Acreditacdo)/INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia), o qual avalia a conformidade aos requisitos da ABNT NBR
(Associagdo Brasileira de Normas Tecnicas) ISO (Organizacdo Internacional de
Normalizacdo)/IEC (Comissdo Eletrotécnica Internacional) 17025 (Requisitos gerais para a
competéncia de Laboratérios de Ensaio e Calibracdo), utilizada no sistema de gestdo da
qualidade. Essa norma garante a competéncia técnica do laboratorio, promove a
confiabilidade nos seus resultados e confere reconhecimento em nivel internacional.

A empresa dispde de uma filial em Foz do Iguagu, no Estado do Parand, instalada em
2008 apds a autorizacdo do MAPA e realiza o diagndstico fitossanitario em frutos importados.
Além disso, o laboratorio possui credenciamento junto ao Registro Nacional de Sementes e
Mudas (RENASEM), solicitado no ano de 2019, para habilitacdo da atividade de qualidade de
sementes.

Durante o periodo de estadgio, a empresa passou por uma reestruturacdo, a qual
expandiu seu espac¢o, ocupando ndo sé o 12° andar como também o 13° andar do edificio
Rossi Business Park, situado na Avenida Ipiranga, 7464, Bairro Jardim Botanico, Porto
Alegre, Rio Grande do Sul.

O Laboratério Agronémica presta diversos servicos, os quais incluem analise de
inoculantes e produtos de controle bioldgico; caracterizacdo de pragas; analise de sementes;
andlise fisico-quimica e microbioldgica de acUcar; depdsito e comercializagcdo de agentes
bioldgicos e cursos e treinamentos. O diagnostico fitossanitario € a principal atividade
econémica do laboratorio e segue Instrugdes Normativas, especificas para cada tipo de
mercadoria.

No que tange o comércio internacional de produtos e subprodutos agricolas, os
processos de importacdo e exportacdo correspondem a 90% das amostras encaminhadas ao

laboratorio para o diagnostico fitossanitario. Além disso, a empresa atende o0 mercado
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domestico e recebe amostras para anélise dos vinte e seis Estados do pais, as quais envolvem
0s processos de andlise clinica, levantamento oficial, transito interno e controle de qualidade.

O laboratorio Agronémica tem como seu principal cliente o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que detém de Auditores Fiscais Federais Agropecuarios
responsaveis pela inspecdo das cargas nos pontos de ingresso do pais. Sdo recolhidas amostras
e lacradas para envio ao laboratério credenciado a fim de serem submetidas a anélise para
emissédo do certificado fitossanitario.

Dessa forma, para o desenvolvimento operacional do laboratorio sdo demandados
profissionais qualificados e treinados. Atualmente, quarenta e cinco colaboradores compdem
a equipe da empresa, cujas formacGes abrangem as areas da agronomia, biologia,
administracdo, ciéncias contabeis, quimica e gestdo de T.I (Tecnologia da Informacéo). Os
profissionais desempenham suas funcdes conforme as atribuicbes dos seguintes cargos:
diretor, gerente, coordenador, analista, assistente, auxiliar e estagiario.

A estrutura interna da empresa é dividida em trés grandes é&reas — direcdo,
administrativa e técnica. Esta € subdividida nos setores de triagem, herbologia, entomologia,
acarologia, nematologia, micologia, virologia/biologia molecular, bacteriologia, analise de

sementes e preparo de materiais, que presta apoio aos demais setores.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Ameacas fitossanitarias

A evolucdo do setor agricola foi tdo importante que o pais deixou de ser importador de
alimentos, na década de 70, para se tornar um dos maiores produtores e exportadores do
mundo (BRASIL, 2018). O agronegdcio no Brasil representa um dos principais setores que
contribuem com o Produto Interno Bruto — PIB (VAZ & BALTAZAR, 2019). De acordo com
calculos do Cepea (Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada), em 2020 o
agronegocio brasileiro participou em 26,6% no Produto Interno Bruto do Brasil, contra 20,5%
em 2019. Enquanto em 1970 a participacdo do agro na soma dos bens e servigos do pais era
de 7,5% (UNIFAN, 2021).

Com o fluxo de exportacdo e aumento expressivo do transito de produtos vegetais, e
ainda de pessoas, aumentam-se consideravelmente os riscos de entrada, estabelecimento e
disseminacdo de novas pragas agricolas em territério brasileiro. Essas introduces
representam um grande risco a produtividade, as quais podem provocar grandes prejuizos e
colocar em risco toda cadeia produtiva de uma cultura ou produto (ARAUJO, 2019). De
acordo com a FAQO, em defini¢do aprovada pela Convencéo Internacional para a Protecao dos
Vegetais (CIPV), praga é qualquer espécie, raca ou bidtipo de planta, animal ou agente
patogénico, nocivo a plantas ou produtos vegetais (FAO, 2007; SILVA, 2013).

As pragas podem ser classificadas em pragas regulamentadas e pragas nao
regulamentadas. As pragas regulamentadas se dividem em pragas quarentenarias ausentes,
pragas quarentenarias presentes e pragas nao quarentenarias regulamentadas (PNQR) (FAO,
1997; SILVA, 2013). Pragas quarentendrias sdo aquelas de importancia econémica potencial
para uma area em perigo, onde ainda ndo esta presente, ou, quando presente, ndo se encontre
amplamente distribuida e esta sob controle oficial. J& o conceito de PNQR dado pela FAO ¢é
“uma praga ndo quarentendria cuja presenga em plantas para plantio afeta o uso proposto
dessas plantas, com um impacto econémico inaceitavel e que esteja regulamentada dentro do
territorio da parte contratante importadora” (FAO, 2007; SILVA, 2013).

Como resultado da grande diversidade de climas e solos, a agricultura brasileira é
muito diversificada e, para cada planta cultivada, ha um conjunto de pragas ja presentes a ela
associadas e um conjunto ainda maior de pragas que nunca foram detectadas, mas que podem

vir a entrar no pais (SILVA et al., 2015).
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S&o inlmeras as ameacas fitossanitarias que podem afetar o Brasil. Atualmente,
segundo estudo do Ministério da Agricultura e do Abastecimento e Embrapa, existem mais de
500 especies ou géneros oficialmente regulamentados como pragas quarentenarias ausentes.
Dentre essas foram priorizadas 20, das quais 5 possuem risco Muito Alto e 15 risco Alto de
introdugdo (ARAUJO, 2019).

Desde as decadas de 1980 e 1990, pragas embleméticas tém causado prejuizos
avassaladores a agricultura brasileira. Uma das mais relevantes foi o bicudo do algodoeiro
Anthonomus grandis (Boheman), praga exdtica - originaria do México - que atravessou
fronteiras, chegou ao Brasil em 1983, e se disseminou rapidamente pelas areas produtoras de
algodao, e causou grandes perdas a producdo dessa cultura (PRACA, 2007; MARTIN NETO,
2016).

A broca do café, Hypothenemus hampei (Ferrari), foi detectada em 1913 no Brasil,
sendo considerada a pior praga da cafeicultura mundial. Pode-se considerar a primeira grande
emergéncia fitossanitaria para a agricultura brasileira, resultando no primeiro plano de
contingéncia elaborado no Brasil, e que resultou na fundacdo do primeiro centro de referéncia
em defesa sanitaria vegetal, o Instituto Biologico, no estado de Sdo Paulo (SILVA, 2006;
BRASIL, 2018).

Nos anos 2000, a agricultura foi impactada com o surgimento da ferrugem da soja,
causada pelo organismo quarentenario Phakopsora pachyrhizi (Sidow) e considerada
atualmente uma das doencas mais severas da cultura da soja. Relatos indicam perdas de
produtividade de até 90%, em diferentes regides do mundo (HARTMAN et al., 2005;
MARTIN NETO et al., 2016).

O caso mais recente de introducdo de uma praga quarentenaria de alto impacto no
Brasil foi o da Helicoverpa armigera (Hibner), que causou perdas expressivas a cultura da
soja, algoddo e milho nas safras 2011/2012 e 2012/2013 (EMBRAPA, 2018).

3.2 Sanidade vegetal brasileira
Em decorréncia do impacto causado por pragas sobre aspectos ambientais, sociais e
econbmicos, percebeu-se a necessidade de regular algumas atividades na agricultura, de modo
a restringir acdes que podem se tornar prejudiciais para a cadeia produtiva como um todo.
Neste ponto que se faz necessario o estabelecimento de regras que balizem as ac¢des dos
envolvidos no agronegdcio e a aplicacdo de medidas de cunho fitossanitario (SILVA et al.,
2015).
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Em 1934, foi aprovado o regulamento da Defesa Sanitaria Vegetal, que no primeiro
artigo se refere ao controle do ingresso de vegetais considerados riscos, proibe a importacgéo,
0 comércio, o transito e a exportacdo de determinadas espécies; estabelece os controles nas
fronteiras e outras providéncias de controle de pragas e doencas vegetais (BRASIL, 2018).

Durante a 62 Conferéncia da Organizacdo das NagOes Unidas para a Alimentagéo e a
Agricultura (FAO), em Roma, foi estabelecida a Convencéo Internacional para Protecdo dos
Vegetais (CIPV), hoje com 184 membros. A Convengédo tem como propdsito assegurar acdes
para impedir a introducdo e disseminacdo de pragas de vegetais e suas partes, além de
promover medidas apropriadas para o seu controle (BRASIL, 2018).

No ambito federal tem-se a Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA), vinculada
diretamente ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), como entidade
responsavel por conduzir a defesa agropecuéaria (BRASIL, 2018).

Considerando que cada pais possui uma Organizacdo Nacional de Protecdo
Fitossanitaria, a ONPF do Brasil é representada pelo Departamento de Sanidade Vegetal
(DSV) (Figura 1). A ONPF é o servico oficial responsavel pela operacdo e/ou supervisdo
(organizacdo e gestdo) do sistema de regulamentacdo de importacdo (FAO, 2004).

Por sua vez, o Departamento de Sanidade Vegetal, subordinado a SDA e vinculado ao
MAPA (BRASIL, 2018), tem como responsabilidades a regulamentacdo de pragas,
certificacdo fitossanitaria, caracterizacdo de areas, capacitacdo e habilitacdo de profissionais e
efetuar o estudo de Analise de Risco de Pragas (BRASIL, 2005).

A Analise de Risco de Pragas - ARP é o processo de avaliacdo de evidéncias
bioldgicas, cientificas e econdmicas para determinar se um organismo é considerado praga e
quais as medidas fitossanitarias que devem ser adotadas para combaté-la (SDA, 2020).

Além disso, 0 MAPA instituiu o sistema de Vigilancia Agropecuaria Internacional
(Vigiagro), subordinado a SDA, com o objetivo de regulamentar a fiscalizacdo do transito
internacional de vegetais, seus produtos e subprodutos (DUARTE & TELO, 2015).

Na instancia intermediaria, os Orgéos Estaduais de Defesa Sanitaria Vegetal (OEDSV)
desempenham as atividades de defesa agropecuédria de cada Estado e do Distrito Federal
(BRASIL, 2018).

Figura 1: Representacdo da estrutura recursiva que mostra o relacionamento entre os
organismos internacionais (Convencdo Internacional para Protecdo dos Vegetais — CIPV,

OrganizacBes Regionais de Protecdo Fitossanitaria — ORPFs) o Departamento de Sanidade
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Vegetal do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (DSV/Mapa), como a
Organizagio Nacional de Protecdo Fitossanitaria (ONPF) brasileira e os Orgdos Estaduais de

Defesa Sanitaria Vegetal (OEDSV)s em cada unidade da federacgéo brasileira.

cipv

Organizagoes de

Regionais de ORPF ORPF
Protegdo

Fitossanitiria

(ORPF)

oI gamzaﬁs

Nacionais de

Prote¢do

Fitossanitaria

(ONPF)

Orgdos

Estaduais de
Defesa Sanitaria
Vegetal

(OEDSV)

Fonte: Silva et al., 2015.

Dessa forma, no contexto de acesso a mercados, a Sanidade Vegetal é uma area de
extrema importancia junto a questdes de abertura comercial, diversificacdo de pauta, estando
relacionada ao Acordo de Medidas Sanitérias e Fitossanitarias no dmbito da Organizacdo
Mundial do Comércio (Acordo SPS/OMC), representada no MAPA, pelo Departamento de
Sanidade Vegetal e Insumos Agricolas (DSV), da Secretaria de Defesa Agropecuéria (SDA)
(SILVA et al., 2015).

3.3 Diagnostico fitossanitario

A fim de contribuir para a transparéncia do comércio internacional sdo definidos
Requisitos Fitossanitarios apds um processo de Anéalise de Risco de Pragas e dependem da
categoria de risco do vegetal (SDA, 2020). Os requisitos fitossanitarios comumente exigidos
sdo a apresentacdo de laudos laboratoriais; declaragdes de origem (relacionados a area de
producdo); apresentacdo de certificados de tratamento fitossanitario; restricdes de uso (SDA,
2020).

A verificagdo de conformidade de cargas importadas ou exportadas as normas
estabelecidas pelo DSV ¢ feita pelos fiscais federais agropecuarios do Vigiagro. Essa
verificacdo pode compreender, entre outras acles, a coleta de amostras para analise
laboratorial. Nesse caso, as amostras coletadas pelos fiscais federais agropecuarios devem ser
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enviadas a um laboratorio credenciado pelo MAPA para essa finalidade (DUARTE & TELO,
2015).

Dessa forma, os Laboratorios de Diagndsticos Fitossanitarios (LDFs) credenciados
pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (publicos ou privados) servem de
apoio ao sistema de defesa sanitaria vegetal. Os LDFs sdo os responsaveis pelo diagndstico de
pragas vegetais e emissdo de laudo laboratorial (DUARTE & TELO, 2015). As solicitagtes
de analises encaminhadas a esses laboratorios compreendem os processos de importacgéo,
exportacdo, transito interno, qualidade e clinica.

Em relagdo a deteccdo e identificacdo fitossanitaria no processo de exportacdo, devem
ser consideradas as exigéncias fitossanitarias de acordo com a Organizacdo Nacional de
Protecdo Fitossanitaria (ONPF) do pais de destino do produto. A informacédo pode ser obtida
no DSV. Esse processo depende da emissdo de um certificado fitossanitario expedido pelo
MAPA, para que se obtenha a licenca de exportacdo, o “Import Permit”, documento em que
constam as exigéncias do pais que esta importando, sendo intermediado por um Fiscal Federal
Agropecuério (FFA). Caso haja restricdo de pragas que precisem de andlises laboratoriais, 0
FFA devera coletar a amostra, lacrar e identificar para que seja enviado a um LDF (DUARTE
& TELO, 2015).

A importacdo de vegetais, seus produtos e subprodutos pode ser condicionada ao
cumprimento de diversos requisitos fitossanitarios, de acordo com a categoria de risco
fitossanitaria (TELO, 2017). No Brasil, a fiscalizacdo e o controle sdo executados pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento por meio do Sistema de Vigilancia
Agropecuaria Internacional (Vigiagro) nos pontos de ingresso (MAPA, 2020). A fase de
verificacdo da conformidade dos requisitos fitossanitarios estabelecidos entre os paises é
realizada por Auditores Fiscais Federais Agropecuarios do MAPA, os quais recolhem as
amostras e enviam para um dos laboratdrios de diagndstico fitossanitario credenciados a Rede
Nacional de Laboratorios Agropecuarios do MAPA, para a detecgdo e identificagdo de pragas
regulamentadas (TELO, 2017).

O processo de transito interno de produtos vegetais é regulamentado de acordo com as
normas de sanidade vegetal do MAPA. O Certificado Fitossanitario de Reexportacdo (CFR),
Certificado Fitossanitario de Origem (CFO), Certificado Fitossanitario de Origem
Consolidado (CFOC) e a Permissdo de Transito de Vegetais (PTV) sdo os documentos

exigidos no mercado interno para o transito de vegetais com restricdo fitossanitaria. Esses
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materiais vegetais sdo enviados a um LDF para fundamentar esses certificados (DUARTE &
TELO, 2015).

A qualidade sanitaria de sementes e mudas faz parte do Sistema Nacional de Sementes
e Mudas, obtida pela sua certificacdo. A certificacdo assegura a conformidade do processo de
producdo e controle de qualidade em todas as etapas do seu ciclo, o que inclui o conhecimento
da origem genética e acompanhamento de geracbes. O processo de certificacdo pode ser
realizado pelo préprio MAPA ou por entidades credenciadas. O LDF esta na relacdo de
entidades certificadoras credenciadas pelo MAPA através do RENASEM - Registro Nacional
de Sementes e Mudas (DUARTE & TELO, 2015).

Por fim, materiais vegetais enviados ao laboratorio por agricultores e demais
interessados para determinar a causa de um problema em plantas, podendo ser doenca ou

injaria, sdo destinados ao servico de analise clinica.
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4 ATIVIDADES REALIZADAS

Para o desenvolvimento e acompanhamento das atividades praticas no periodo de
estagio, foi estabelecido o tempo de permanéncia, em média, de duas semanas em cada setor
técnico da empresa.

A execucdo das atividades de estagio nos diversos setores da empresa foi embasada no
percurso da amostra (Figura 2), que inicia no setor de operacOes, responsdvel pelo
recebimento da amostra, analise critica, registro no sistema e encaminhamento da amostra
para o setor de triagem, que a distribui para 0s seus respectivos setores técnicos —

nematologia, micologia, bacteriologia e virologia, até a expedi¢do do laudo.

Figura 2. Percurso de uma amostra submetida ao diagndstico fitossanitario.
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Fonte: Duarte e Tel6, 2015.
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4.1 Setor de triagem
Apos os procedimentos iniciais de recebimento, analise critica e processamento do
registro, a amostra € encaminhada ao setor de triagem para o preparo, separacao e distribuicao
de aliquotas e deve ser observada pelo profissional a integridade de amostra, bem como seu
registro no Sistema de Gestdo do Agrondmica (SGA). Enquanto, as amostras fiscais,
pertencentes ao processo de importacdo, sdo triadas para detectar sementes de plantas
invasoras, insetos, acaros e esclerodios de fungos, as amostras ndo fiscais (no caso de

exportaces) sdo triadas para deteccdo das pragas de restricdo do pais importador. J& as
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amostras de analise clinica, sdo encaminhadas aos profissionais treinados para realizacdo da
diagnose.

O setor é dividido em triagem | e Il. Na triagem | é realizada a triagem de material
seco como graos, sementes, farelos. Busca-se identificar a presenca de sementes de plantas
invasoras (Figura 3), insetos e esclerddios de fungos. Para isso, pode ser utilizada lupa de
mesa e peneira. A amostra deve ser transferida para uma bandeja branca a fim de facilitar o
exame visual (Figura 4).

Figura 3. Sementes de plantas invasoras sob microscopia encontradas em amostra de soja
para exportacdo, com destaque para o Sorghum sp., uma praga quarentenaria.

Fonte: Autora, 2021.

Figura 4. Triagem manual de amostra de sementes de melancia, sobre bandeja plastica
branca.

Fonte: Autora, 2021.
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Para a triagem Il, sdo destinadas as amostras in natura, como: frutas, tubérculos,
mudas, raizes, bulbos, substrato. O objetivo da triagem € a deteccdo de acaros e insetos
(Figura 5). Os insetos e acaros detectados na amostra sdo acondicionados em frascos
entomoldgicos com alcool 70% ou por meio da montagem de laminas para determinacdo com
base em anédlises morfoldgicas e utilizacdo de chaves taxondmicas, sob o auxilio de

microscopio optico e lupa de mesa.

Figura 5. Presenca de cochonilha em amostra de caqui.

Fonte: Autora, 2021.

Ao final do processo de triagem a amostra é separada em aliquota de trabalho e
retirada uma aliquota de contraprova, a qual é armazenada na camara umida de 15 a 30 dias
(no caso de amostra in natura) ou na camara seca pelo periodo de seis meses, se for material
seco, e sao identificadas de acordo com o protocolo e nimero da amostra. Para a distribuicao
das aliquotas de trabalho, a empresa utiliza um “sistema de colmeia” em que essas ficam
dispostas nos compartimentos pertencentes a cada setor para coleta e analise (Figura 6).

Durante os meses de abril, maio e junho (periodo de estagio) as amostras de maior
recorréncia foram de sementes, representando em média 60%, seguido de grdos e folhas.
Nesse mesmo periodo, entre os produtos e subprodutos analisados, 0 milho e a soja lideraram

as primeiras posicoes.

Figura 6. Sistema de distribuicdo de aliquotas para analises dos setores.
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Fonte: Autora, 2021.

4.2 Setor de nematologia

A deteccdo de nematoides fitopatdgenos nas amostras € realizada com base em dois
métodos de extracdo — de Jenkins, 1964 ¢ de Coolen & D’Herde, 1972,

O método de extracdo por Jenkins é utilizado em amostras de solo e substrato. O
procedimento consiste em separar uma aliquota da amostra, colocd-la em um Becker e
homogeneizar de forma a desagregar os torrdes (Figura 7A), completar com agua até a metade
do recipiente e manter em repouso por aproximadamente 30 segundos. Apoés isso, 0 Becker
com a suspensao é vertido sobre uma peneira de 500 mesh (Figura 7B). A suspensdo de
nematoide retida na peneira é recolhida para um tubo Falcon (Figura 7C).

Figura 7. Etapas do método de Jenkins. Amostra de solo sendo homogeneizada (A), passada

pela peneira (B) e recolhida para tubo Falcon (C).

A
Fonte: Autora, 2021.
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O método de Coolen & D’Herde € utilizado para extracdo de diferentes materiais
vegetais, como sementes, raizes, graos, folhas, mudas, tubérculos. O que difere esse método
do primeiro é o processo de trituracdo da amostra. A amostra é triturada em liquidificador
durante 10 a 20 segundos ap0s a adicao de agua (Figura 8A). Todo o contetdo é passado pela
peneira de 60 mesh que esta sobre outra peneira de 500 mesh (Figura 8B). A suspensdo retida
nesta Ultima peneira é transferida para um tubo Falcon.

Figura 8. Método de Coolen & D’Herde. Amostra de orquidea (muda com raiz) triturada em

liquidificador (A) e transferida para peneiras de 60 e 500 mesh (B).

(A ] s 8]

Fonte: Autora, 2021.

ApoOs a transferéncia da suspensdo para tubo Falcon, os dois métodos seguem
igualmente as etapas seguintes. Adiciona-se caulim (tem como funcéo limpar a solugdo) no
tubo Falcon que contém a suspensdo e o submete a centrifugacdo de 1800 rpm por 5 minutos.
O tubo é€ retirado da centrifuga e descartado o liquido sobrenadante. Em seguida, adiciona-se
no tubo uma solucdo de sacarose, para separar por diferenca de densidade especifica os
nematoides e o material vegetal, sendo levado para centrifugagéo de 1800 rpm novamente por
1 minuto. Posterior a isso, o liquido sobrenadante é vertido sobre peneira de 500 mesh e 0 que

ficou retido deve ser recolhido para outro tubo para analise em microscépio déptico (Figura 9).

Figura 9. Pratylenchus zeae (Graham) encontrado em solo cultivado com soja (A) e
Helicotylenchus dihystera (Cobb) em amostra de soja (B).
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Fonte: Raul Coutinho.

4.3 Setor de micologia

Os principais métodos utilizados para deteccdo de fungos e oomicetos nos diferentes
materiais vegetais sdo: suspensao de lavagem, blotter test e iscas bioldgicas.

O primeiro método consiste no exame da suspensao de lavagem das sementes (Figura
10), utilizados para identificar fungos que estdo presentes na parte externa de sementes ou
grdos. Para isso, é separada uma aliquota de 100 sementes/grdos da amostra e distribuida em
quatro copos pléasticos descartavel de 200 ml. Adiciona-se dgua deionizada estéril até cobrir
todo o material, que sera levado para agitacdo mecanica em mesa agitadora a 200 rpm por 10
minutos. Ap0s isso, a suspensdo é vertida em tubos Falcon e levados para centrifuga por 15
minutos, a velocidade de 3000 rpm. Com isso, forma-se um pellet devido a deposicdo de
sedimentos no fundo do tubo, o qual deve ser armazenado em geladeira até 0 momento da

analise.

Figura 10. Amostra em mesa agitadora pelo método da suspensao de lavagem.

Fonte: Autora, 2021.
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O blotter test € utilizado para detectar a presenca de fungos patogénicos em diversos
tipos de sementes e grdos (Figura 11). O método consiste em distribuir sementes/graos sobre
papel filtro esterilizado e umedecido com agua deionizada em caixa Gerbox, de quatro a oito
repeticdes por amostra (dependendo da cultura analisada), totalizando 400 sementes. As
caixas sdo levadas para a cadmara umida e mantidas em incubacdo durante sete dias sob
condigdes de iluminacdo com luz fluorescente branca, acondicionados a distancia de 30 & 40
cm, com fotoperiodo de 12 h de luz/12 h de escuro, sob temperatura de 20 + 2 °C.

No caso de sementes de gramineas € utilizado o blotter test modificado, que consiste
no congelamento dessas sementes a fim de reduzir o processo de germinagdo. O material é
incubado sob as mesmas condic¢Bes citadas anteriormente, no entanto pelo periodo de 24
horas. Apds isso, as caixas sdo transportadas para o freezer e mantidas de 8 a 24 horas a
temperatura de -15°C a -25°C.

Figura 11. Distribuicdo de sementes de milho em caixa Gerbox pelo método Blotter test.

Fonte: Autora, 2021.

O método de iscas bioldgicas (Figura 12) é empregado para deteccdo de fungos e
oomicetos de solo, substrato, turfas e raizes vegetais. O objetivo é atrair 0 patdgeno para a
isca. Para deteccdo de fungos e oomicetos sdo utilizadas diferentes espécies vegetais como
isca. Para deteccdo de Fusarium sp. é utilizada a cenoura; para deteccdo dos géneros
Phytophthora, Pythium e Fusarium, a maca verde; para Phytophthora, utiliza-se a braquiaria;
para 0 género Fusarium, macd vermelha; e para o género Rhizoctonia, utiliza-se o rabanete.
As armadilhas com macd verde e braquiaria, para deteccdo de Phytophthora, sdo seletivas
para determinadas espécies desse género.
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Figura 12. Iscas bioldgicas. Cenoura (A); Maca verde (B); Braquiéria (C); Maca vermelha
(D); Rabanete (E).

Fonte: Autora, 2021.

A avaliacdo das amostras pode ser realizada tanto de forma macroscopica, quanto
microscopica (Figura 13). Na lupa sdo identificadas as estruturas do patogeno de forma
macroscopica e para a identificacdo da espécie utiliza-se a microscopia. No entanto, para

determinacdo de algumas espécies é necessario o uso de técnicas moleculares.

Figura 13. Deteccdo de Bipolaris spicifera (Bainier). Observam-se as estruturas do fungo de
forma macroscopica, os conidiéforos (A) e microscopica, os conidios (B) em sementes de

grama bermuda (Cynodon dactylon (L.) Pers.), importadas dos Estados Unidos.

Fonte: Larissa Gomes.

4.4 Setor de bacteriologia
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Entre os diversos métodos empregados na deteccdo de bactérias fitopatogénicas,
destacam-se: o isolamento em meio de cultura, os métodos bioquimicos, os métodos
bioldgicos e os métodos complementares.

As etapas do método por isolamento em meio de cultura variam conforme as
diferentes partes da planta. Por exemplo, para analise de folhas é utilizado o isolamento
indireto. O 6rgdo deve ser lavado com &gua e detergente neutro e, em seguida, secado com
papel toalha. O tecido vegetal infectado é destacado a partir das bordas da lesdo, onde a
probabilidade da presenca do patdgeno € maior. Com o auxilio de um estilete flambado sdo
retirados fragmentos do tecido afetado, ndo maiores que 5 mm x 5mm (Figura 14A). Os
fragmentos sdo passados pelo alcool 70% por 20 a 30 segundos.

Apbs isso, esses sdo transferidos para uma solucdo de hipoclorito de sodio a 1%, para
desinfestacdo, e realizada a lavagem com agua deionizada para retirar o excesso de
desinfetante (Figura 14B). Em seguida, os fragmentos sd@o macerados dentro da agua (Figura
14C), a fim de formar uma suspens@o, mantendo-se em repouso de 20 a 30 minutos para que
ocorra a passagem da bactéria do tecido infectado para a agua. Por fim, com o auxilio de uma
alca de platina, realiza-se a semeadura em meio de cultura em uma placa de Petri a partir da
suspensdo em forma de estrias para que ocorra a formacéo de col6nias isoladas (Figura 14D).
As placas devem ser vedadas e incubadas invertidamente a temperatura de 28 £ 2°C por2 a7
dias.

Figura 14. Etapas do método de isolamento em meio de cultura em folha de milho. Remogéo
dos fragmentos do tecido infectado (A); processo de desinfestacdo (B); maceracdo do tecido
em agua (C); e semeadura em meio de cultura (D).
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Fonte: Autora, 2021.

A reacdo de KOH ¢é um dos métodos bioquimicos utilizados para a confirmacgdo de
colbnias suspeitas. As bactérias que se desenvolveram, por exemplo, a partir do isolamento
em meio de cultura, sdo transferidas para uma lamina com KOH 3% e homogeneizadas com
um palito durante 5 a 15 segundos. Caso a preparacdo apresente viscosidade, isso indica a
presenca de bactéria Gram-negativa (Figura 15). Em contrapartida, manter aquosa e nao

aderir ao palito considera-se a bactéria Gram-positiva.

Figura 15. Identificagdo de bactéria Gram-negativa devido a formacdo da viscosidade na
reacao de KOH.

Fonte: Agronémica.

Entre os métodos bioldgicos, a reacdo de hipersensibilidade (HR) é utilizada para
deteccdo de bactérias através do uso de plantas-teste, que podem ser: tabaco, tomate,
pimentdo e feijdo. Por meio de uma seringa a suspensdo bacteriana € injetada na planta-teste.
Transcorrido o tempo de 24 horas, a reacdo é avaliada. Caso a planta apresente perda de
turgidez seguida por necrose e dessecamento do tecido na regido em que foi injetada a
suspensdo bacteriana, o resultado para bactéria fitopatogénica sera positivo.

Quanto aos métodos complementares, o teste da podriddo-mole (Figura 16) esta entre
os principais. E utilizado com maior frequéncia em 6rgdos de reserva, como rizomas,
tubérculos, bulbos, frutos, os quais devem estar sadios e sem lesGes de patdgenos. Colbnias de
bactérias sdo introduzidas nos tecidos desses 6rgaos, sendo estes incubados em camara Umida
por 12 & 24 horas, a temperatura de 25-28 °C. O aparecimento da podriddo mole indica reacéo
positiva para bactéria fitopatogénica.
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Figura 16. Procedimento do teste da podriddo-mole em tubérculo de batata.

Fonte: Autora, 2021.

4.5 Setor de virologia

A maior parte das amostras direcionadas para o setor de virologia é submetida a
analise por meio de técnicas moleculares. A biologia molecular é a principal ferramenta
utilizada na deteccdo de virus dos materiais vegetais, e também na deteccao dos demais
patdgenos, quando necessario.

A primeira etapa do procedimento consiste na coleta mediante maceragdo da amostra,
a qual pode ser efetuada pela prensa hidraulica (Figura 17A); com o uso de pistilo (Figura
17B), indicado para sementes muito pequenas; e com nitrogénio liquido, utilizado em

amostras de tecidos vegetais como folhas, ramos e raizes (Figura 17C).

Figura 17. Etapa de coleta do material vegetal por meio da maceracao pela prensa hidraulica
(A), pistilo (B) e nitrogénio liquido (C).

Fonte: Autora, 2021.
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Posteriormente, realiza-se a extragdo de acidos nucleicos das amostras com 0 uso dos
kits comerciais como 0 Promega® e o Qiagen®, para extracdo de DNA e RNA,
respectivamente, em cabine de fluxo laminar (Figura 18A). Apos isso, é misturado ao material
genético extraido o mix (Figura 18B), o qual é composto por enzimas, primer, sonda, MgCl, e
tampéo.

Entdo a amostra € disposta em um termociclador e submetida a analise através das
técnicas moleculares — PCR (Reacéo da Polimerase em Cadeia), qPCR (Reacdo em cadeia da
Polimerase quantitativa) e LAMP (Amplificacdo Isotérmica Mediada por Loop). No PCR
convencional, realiza-se a leitura da amostra em eletroforese em gel de agarose; enquanto o
gPCR permite que as etapas de amplificacdo e deteccdo ocorram simultaneamente, ou seja, 0
resultado é visualizado em tempo real durante o processo e, ainda, com maior precisdo. Ja o
LAMP realiza todo o processo de amplificacdo de acido nucleico em uma Unica faixa de
temperatura, ao contrario das demais técnicas cuja reacdo ocorre em temperaturas diferentes.

Além das técnicas moleculares, também sdo utilizadas as técnicas soroldgicas, contudo
em menor proporcdo. Entre as técnicas de deteccdo soroldgica, encontram-se o método

ELISA (Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica) e o ImmunoStrip.

Figura 18. Etapas de extracdo de &cidos nucleicos (A), preparo do mix (B) preparo da

amostra (C).

Fonte: Autora, 2021.

Uma amostra de folhas de mamoeiro do Estado do Espirito Santo, pertecente ao
processo de levantamento oficial, foi encaminhada ao laboratério com suspeita de meleira
(Papaya meleira virus, PMeV) e mosaico (Papaya ringspot virus, PRSV) (Figura 19). O
resultado da analise foi considerado positivo para a doenga do mosaico.
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Figura 19. Amostra de folha de mamé&o com sintomas de mosaico, com origem do Espirito
Santo.

4.6 Setor de preparo de materiais

Este setor fornece apoio aos demais setores, uma vez que é responsavel pela
preparagdo de materiais utilizados nos ensaios laboratoriais, executando as atividades em
constante aderéncia as normas do sistema de gestdo da qualidade — ISO 17025. As ordens de
producdo pelos setores sao realizadas através do Odin (um software), o qual é utilizado tanto
como sistema de producao, quanto de controle de estoque de produtos e reagentes.

O setor realiza a producdo de meio de cultura, solucdo, tampdo, 4gua deionizada, bem
como a autoclavagem desses produtos e instrumentos de trabalho, como ponteira, tubo
Falcon, tubo de ensaio, papel filtro, vidraria, a fim de manter sua esterilidade, garantindo a
qualidade dos resultados. Além disso, todos os materiais recebidos, como primers, sondas,
Kits, reagentes e materiais de referéncia, devem ser validados pelo setor. Os materiais de
referéncia servem tanto para controle positivo e negativo utilizado em testes, quanto para
equipamentos certificados — PHmetro e condutivimetro, por exemplo. Todos 0s materiais
produzidos possuem rastreabilidade, o que permite o resgate de algum material que acabe por

contaminar, mantendo, assim, os padrdes de controle de qualidade.

5 DISCUSSAO

5.1 Diagnostico fitossanitario
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Considerando as amostras encaminhadas ao laboratério para diagnostico fitossanitario,
99% sdo para diagnostico laboratorial em comparagdo com o diagnoéstico clinico. Para se ter
uma demanda do mercado nacional para diagnostico clinico € preciso que os agricultores e
extensionistas utilizem esse servigco, pois geralmente os profissionais ndo recomendam o
envio do material vegetal para um laboratorio, limitando-se apenas a enunciar 0 nome da
praga presente. Contudo, esse tipo de servigo necessita de interpretacdo e, tendo em vista sua
importancia, a empresa dispde de profissionais treinados e que conhecem a realidade do
campo que esse tipo de anélise exige.

A diagnose correta é importante para orientar a implementacdo de medidas adequadas
de controle, no tempo e magnitude oportunos, colaborando para uma agricultura sustentavel,
pois reduzem custos, impactos ambientais e protege 0 usuario evitando o manuseio
desnecessario de defensivos quimicos (REZENDE et al., 2018; CANALE et al., 2020). No
entanto, € necessario destacar a importancia do diagndstico laboratorial para um resultado
preciso e, com isso, definir medidas de controle adequadas e medidas preventivas em cultivos

subsequentes.

Figura 20. Distribuicdo das amostras analisadas por categoria nos meses de abril, maio e
junho de 2021.
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Fonte: adaptado de Agronémica, 2021.
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De acordo com a Figura 20, os processos de importagéo e exportagdo tiveram a maior
representatividade no periodo analisado. As solicitacfes de diagnostico de pragas vegetais sao
menores no mercado interno. Ainda que os Fiscais Federais Agropecuarios sejam 0S
principais clientes do servico prestado pelo Agrondmica, todo o processo de producédo
agricola deveria ter e utilizar este suporte. Segundo DUARTE & TELO (2015), isto poderia
propiciar um monitoramento de pragas e facilitar 0 manejo antes que elas comecassem a se

disseminar no territério nacional.

5.2 Defesa sanitéria vegetal no Brasil

A preocupagdo quanto ao ingresso de pragas exoticas no Brasil continua sendo um
assunto extremamente atual, uma vez que o Brasil se apresenta como um pais de dimensGes
continentais. Possui aproximadamente 7.500 Km de fronteira maritima, 15.000 Km de
fronteira terrestre. A fronteira maritima é o oceano Atlantico, a terrestre faz divisa com dez
paises da América do Sul, cujos limites terrestres constituem-se de vazios, zonas pouco
povoadas, de faixas estreitas e de fronteiras em linhas naturais e artificiais (CURT]I, 2005).

O aumento do transito de produtos vegetais tem deixado os paises e suas fronteiras
vulneraveis ao ingresso de novas pragas. Ainda que exista no Brasil um sistema de Defesa
Sanitaria Vegetal que remonta a década de trinta, isso ndo tem sido suficiente para evitar a
entrada de novas pragas no pais.

Um programa de defesa vegetal é imprescindivel para organizar a¢fes que reduzam a
possibilidade de entrada ou diminuam os impactos negativos causados por esses organismos.
Esse tipo de prevencdo pode significar economia de bilhdes de ddlares em medidas de
controle, na manutencdo de empregos no campo e na agroindustria e na minimizacdo de
impactos ambientais (EMBRAPA, 2016).

Como ja mencionado, é de competéncia regimental do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) fiscalizar e inspecionar todos 0s produtos vegetais
importados para garantir que ndo oferecam risco sanitario ao pais, enquanto em nivel
Estadual, este exercicio é de responsabilidade das Agéncias Estaduais.

De acordo com a Embrapa Gestdo Territorial (2015), foi desenvolvido um trabalho em
que cruzou-se informagdes como a localizagdo das principais culturas-alvo das pragas, das
vias de ingresso internacionais, como portos, aeroportos e fronteira seca e dos postos de

controle da Vigilancia Agropecuaria Internacional do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
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Abastecimento (Vigiagro/Mapa). O resultado foi um mapa no qual podem ser identificadas as
areas criticas para o ingresso de pragas e que exigirdo mais atencdo dos Orgdos de defesa
federal, estaduais e municipais (EMBRAPA, 2015).

O laboratorio Agrondmica , bem como os demais LDFs (Laboratdrios de Diagnéstico
Fitossanitario), servem de apoio ao sistema de defesa sanitaria vegetal. Atualmente, existem
apenas nove laboratorios credenciados pelo MAPA. Uma das dificuldades dos laborat6rios
serem credenciados pelo MAPA é devido a exigéncia de acreditacdo pelo INMETRO. Dessa
forma, evidencia-se a necessidade de mais LDFs para suprir a demanda de produtos agricolas
que transitam nas fronteiras do pais e também no territorio nacional, 0s quais sdo cruciais na
estratégia da defesa sanitaria vegetal brasileira.

Diante do exposto, ainda hd muitas acdes e medidas de protecdo fitossanitarias que
devem ser constantemente ajustadas que resulte em um nivel de seguranca adequado, como,
por exemplo, maior fiscalizagdo das fronteiras e maior nimero de fiscais agropecudrios
(considerando as dimenses do territdrio nacional) e laboratérios credenciados.

Segundo CURTI (2005), para o exercicio das funcdes de fiscalizacdo € fundamental o
trabalho de profissionais capacitados, com amplo conhecimento de normas, de regras e do
teor dos acordos internacionais dos quais o pais € signatario, bem como conhecimento pratico

e operacional.

6 CONSIDERACOES FINAIS

O laboratério Agronémica, além de ser um dos Unicos laboratorios privados que
possui escopo integral para o diagnéstico de pragas vegetais e atende a demanda dos
processos de todas as culturas, oferece um servico agil, rapido e eficiente na deteccdo de
determinacdo de pragas em produtos vegetais que atravessam as fronteiras nacionais e no
territorio nacional.

Considerando sua importante atividade de diagndéstico fitossanitario e a aderéncia aos
requistos da norma ISO 17025, a empresa conta com uma equipe de profissionais qualificada,
0s quais inicialmente passam por um programa de qualificacdo e ao longo do tempo sdo
submetidos a treinamentos de forma constante, e continuamente buscando inovagao, melhoria
dos processos, investindo em tecnologia de ponta, com equipamentos de Ultima geracéo para a
realizaco dos testes. E perceptivel o comprometimento e a seriedade empenhados no oficio.

Além disso, as amostras encaminhadas ao laboratério seguem um procedimento

documentado, desde o seu recebimento até a emissdo do laudo. A empresa ainda apresenta
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como opcao de servico a analise Express, em que o resultado é emitido 24 horas apds a
entrada da amostra no laboratorio por meio da técnica de PCR. Outro servigo oferecido pelo
laboratdrio é a analise de sementes, uma atividade mais recente no laboratorio e ainda com
pouca demanda, e por esse motivo ndo foi contemplado neste trabalho.

Os ensaios realizados no laboratério seguem os embasados no POP — Procedimento
Operacional Padrdo, desenvolvido para cada setor pelos seus respectivos analistas. Todos 0s
métodos conduzidos sdo respaldados por artigos, periodicos, livros. Por fim, o estagio
curricular como oportunidade de vivenciar na pratica 0s conhecimentos académicos
abordados durante a graduacgéo, propiciou melhor entendimento dos processos envolvidos na
deteccdo de pragas vegetais, acerca dos tramites legais compreendidos no comércio de

produtos agricolas, dentro de um ambiente que dispde de equipamentos de ultima geracao.
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