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O Complexo Quarentenario IAC tem como
atribuicdo, efetuar a quarentena de materiais

vegetais que serdo introduzidos no Brasil por
empresas privadas ou instituicdes publicas, com
objetivo de pesquisa cientifica. Os materiais sdo
analisados quanto a agentes patogénicos, bem como
semeados em casa de vegetacdo para analise do
crescimento ¢ verificar possiveis sintomas de
patogenos. Alguns virus, bactérias e fungos,
presentes em materiais importados, requerem
técnicas de diagnodstico e rastreabilidade cada vez
mais aprimoradas. A partir de novembro de 2012
foram iniciadas as implementagdes para promover
o desenvolvimento desse trabalho dentro de uma
moderna  estrutura, baseada em modelos
quarentenarios internacionais. Incluindo adaptacdes
das casas de vegetacdo, cAmaras frias, organizagao
e montagem de novos laboratorios para as analises
dos materiais, dessa forma, novas metodologias
foram estudadas e aplicadas, como as técnicas
envolvendo biologia molecular (PCR). Para
complementar a eficiéncia das andlises realizadas
em quarentena vegetal, foram elaborados testes
mais especificos e precisos. Para um melhor
resultado e maior seguranga, as analises sdo feitas
dentro do complexo do Quarentenario IAC.

Quarentena vegetal, Biologia
molecular, Pesquisa cientifica.

A quarentena vegetal ¢ uma medida de biosseguranga, e pode ser definida como todas as

atividades designadas para prevenir a introducao e disseminagdo de pragas de importancia econdmica

que ainda ndo estdo presentes em areas indenes, ou que estdo presentes, mas nao se encontram

amplamente distribuidas e oficialmente controladas (FAO, 2007; Marques et al., 2016). Dentro deste

contexto, ¢ uma atividade que visa prevenir a difusdo de pragas exdticas, através de controle de

material vegetal procedente de paises ou regides suspeitas, cujo estado sanitario ofereca duvidas

(Marinho et al., 2004).
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O Quarentenario IAC ¢ responsavel por quarentenas de materiais genéticos com objetivo de
detectar e conter a introdu¢do e disseminagao no pais de pragas e doengas de plantas economicamente
importantes, ou produtos vegetais que ainda nao estdo presentes em uma area, ou que estdo presentes,
mas nao ocorrem amplamente e estdo sob controle oficial. Apds inspecdes do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), de acordo com a Portaria n° 56 de 11 de maio de
1998, DO n° 91 de 15 de maio de 1998, passou a ser credenciado, para realizar quarentena vegetal
(Veiga et al., 2005).

As analises das amostras recebidas (inspecdo, quarentena e liberacdo de material isento de
patogenos exdticos) contam com o apoio de uma Comissao Interna de Quarentena, a qual ¢ composta
por pesquisadores do Instituto Agrondmico (IAC), Instituto Biologico (IB) e profissionais externos
especialistas nas areas afins (Dudienas et al., 2020). Os materiais sdo analisados quanto a agentes
patogénicos, bem como semeados em casa de vegetacdo para andlise de crescimento e verificagao de
possiveis sintomas de doencas ou sinais de fitopatogenos (Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento, 2022). Patogenos como virus, bactérias e alguns fungos presentes em materiais
importados requerem técnicas de diagndstico e rastreabilidade cada vez mais aprimoradas.

Os materiais recebidos consistem em variedades diversas de plantas com a finalidade de estudo,
pesquisa e melhorias na produgdo. Podem ser na forma de sementes e estacas, mudas em substrato, e
também plantas cultivadas in vitro. Diante do exposto o presente estudo teve como objetivo a
divulgacdo de novas técnicas de diagndstico em quarentena vegetal desenvolvidas nas novas

instalagdes, e os resultados obtidos até o0 momento.

Os materiais recebidos no Quarentenario IAC sao analisados por meio de testes de sanidade de
sementes, avaliacdo de presenca de insetos, dcaros, plantas daninhas, nematoides, fungos, bactérias e
virus, em amostras retiradas do material de origem. Paralelamente a etapa de plantio, realizado em
condigdes de casa de vegetacdo adaptada as necessidades de um quarentendrio, sdo realizados testes
de laboratorio como patologia de sementes, PCR e identificacdo de bactérias e fungos (Doyle; Doyle,
1987; Sigma Aldrich, 2019; Passador et al., 2018).

Como primeira etapa para o recebimento e andlise dos materiais que serdo quarentenados a
empresa ou instituicao de pesquisa que estd importando os referidos materiais deve enviar um e-mail
para o quarentendrio solicitando uma carta de aceite. Essa carta contém informagdes relacionadas a
origem e procedéncia, quantidade de material vegetal, nome da cultura, data prevista para a chegada,
temperatura adequada para armazenamento, e também se sdo organismos geneticamente modificados

(OGM).
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Sao verificadas as condigdes para recebimento do material vegetal, como espago disponivel e
quais andlises serdo necessarias. Em seguida, ¢ enviada uma resposta para a empresa com a carta de
aceite emitida. E importante ressaltar que os procedimentos de quarentena estdo em concordancia com
as normas do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que emite a permissao de
importagdo a empresa ou instituicao de pesquisa solicitante.

Todo o transito do material ¢ acompanhado pelo solicitante. O pais de origem envia o material
e apos sua chegada no aeroporto, o MAPA realiza uma fiscalizagdo, na sequencia esse material vegetal
¢ transportado em sua totalidade ao quarentenario que emitiu a carta de aceite.

O material ¢ recebido e conferido dentro das dependéncias do quarentenario. Uma lista com
identificacdo e quantidade acompanha a carga, essa ¢ utilizada para verificagdo do material, também ¢
observado as condicdes fisiologicas das sementes, plantas, frascos e meios de cultivo. Caso haja
alguma ndo conformidade, esta ¢ informada ao MAPA que indicard os procedimentos para cada
situacao.

Ap6s verificagao de recebimento os especialistas (entomologista, matologista e nematologista)
sdo acionados para virem ao quarentenario analisar o material, caso ndo tenha observado nenhum
patdgeno ¢ realizada a amostragem, onde até 10% da quantidade de frascos e/ou material vegetal ¢
separada para andlise de fitopatogenos (virus, fungos e bactérias).

Para quarentena in vitro pode conter de 10 a inimeros tubos ou potes plasticos, contendo uma
ou mais plantulas, que sdo mantidas em salas climatizadas e com fotoperiodo de acordo com a
necessidade da cultura, e estas condi¢des sdo verificadas diariamente. O especialista em cultura de
tecido realiza uma analise visual com auxilio de lupa para verificar a qualidade do meio de cultura e
presenca de contaminantes, e também a condicao das plantas e sinais de presenca de patogenos. Em
alguns casos, tais procedimentos podem requerer mais tempo, e, algumas empresas solicitam a
transferéncia das plantulas para um novo meio de cultivo durante o periodo de quarentena, pois pode
ocorrer ressecamento do meio de cultivo original ou crescimento excessivo das plantas. Algumas
quarentenas chegam com frascos contaminados, esses sdo eliminados através de autoclavagem (40
minutos a 121°C). Alguns frascos (ndo passando de 10% da quantidade recebida) sao enviados para
andlise laboratorial para verificacdo de possibilidade de infeccdo por fungos, bactérias e/ou virus
(Figura 1A e 1B).

Para outros materiais vegetais como sementes (Figura 1 C), mudas, estacas, entre outros, ¢ feita
uma analise visual pelo entomologista e/ou matologista € nematologista. Apds essa analise, uma
amostra do material ou a carga toda (muda, tolete, estaca) ¢ encaminhada para casa de vegetacdo para
o plantio (Figura 1D). Nesse periodo ¢ verificado se ha necessidade de algum tratamento fitossanitario

apds as andlises citadas. Para as atividades em casa de vegetacdo, sdo seguidos os protocolos
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relacionados ao uso de jalecos e botas, e para maior seguranca dos materiais quarentenados as salas
sdo individualizadas.

Os especialistas de fitopatologia e virologia sdo os que acompanham o crescimento das plantas,
e realizam as andlises finais para liberagdo ou ndo do material vegetal.

Os testes sdo realizados buscando, principalmente, patdgenos ausentes no Brasil, conforme a
lista de Pragas Quarentendarias Ausentes (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2022)
e sdo realizados pelos especialistas das respectivas areas. A presenca de virus ¢ detectada por PCR e,
nas situacdes em que ocorrem amplificagdes que resultarem em amplicons, o material sera

encaminhado para sequenciamento, a fim de identificar o fragmento amplificado.

Figura 1. A e B - Materiais in vitro recebidos para andlise, com e sem contaminagdo, respectivamente C - Sementes
separadas para as analises realizadas pelos especialistas. D — Material semeado em casa de vegetacao.

Caso encontre um patdégeno ou praga que sdo presentes no Brasil, os materiais vegetais sdo
submetidos a tratamentos fitossanitarios, recomendados pelo especialista da area da praga. Apos
analise destes relatorios, o MAPA encaminhard um oficio autorizando a liberacao do material, para que
seja retirado pela empresa ou instituicdo de pesquisa.

Para a realizacdo do presente estudo, as informacgdes obtidas sobre os materiais recebidos pelo

Quarentenario IAC, foram no periodo entre janeiro de 2013 a novembro de 2018, oriundas de um
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banco de dados, que consiste em cartas de aceite, fichas de registro de material e laudos laboratoriais.
Considerou apenas as culturas, e ndo a quantidade de acesso.

No processo de quarentena vegetal, para verificar possiveis sintomas de patdogenos bem como
a presenca dos mesmos, os materiais foram analisados visualmente e por técnicas em biologia
molecular (PCR).

Para complementar a efici€ncia destas andlises, torna-se necessario que testes mais especificos
e precisos sejam realizados, quando hé presencga sintomas e sinais de algum patégeno, bem como na
auséncia dos mesmos. Dentro deste contexto os diagndsticos envolvendo técnicas de biologia
molecular por PCR proporcionara resultados mais rapidos para o servico do quarentenario.

Estas atividades serdo realizadas no laboratério de Biologia Molecular do Quarentenario IAC,
implantado recentemente de acordo com as exigéncias do MAPA (IN 28, Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, 2020), e a partir de instalagdes pré-existentes do Instituto Agrondomico.
Desta forma, o trabalho realizado neste setor serd efetuado concomitante as analises realizadas por
membros que compdem a comissdo de quarentena do Instituto Agrondmico. Sdo estes membros
especialistas em entomologia, fitopatologia, virologia, nematologia, patologia de sementes, planta
daninhas e cultura de tecido.

Esta classe de diagnostico permitira que os resultados e laudos sejam liberados para as empresas
com mais rapidez. Sera dada preferéncia para métodos de extracao de acidos nucleicos que possam ser
utilizados na rotina diaria do quarentenario, mesmo para uma grande quantidade de material vegetal a
ser analisado. Para tanto serdo testados e usados protocolos disponiveis na literatura, que proporcionem
maior rendimento nas deteccdes e oferecam resultados confidveis. Apds a extracdo dos acidos
nucleicos, a técnica de PCR e a técnica de sequenciamento contribuirdo para obtencao dos diagndsticos
desejados. As extracdes se dardo a partir do material vegetal, porém para alguns fungos e bactérias
torna-se necessario o cultivo em meios de cultura especificos para cada microrganismo. De acordo
com cada situagdo ¢ possivel que haja a necessidade de elaboracdo e/ou modificagdo de protocolos ja
disponiveis e publicados, de modo que proporcione um servi¢o cada vez mais eficiente, € que possa
ser um procedimento a ser adotado por outros Quarentendrios e/ou laboratorios credenciados.

Quando houver a deteccdo de uma praga quarentenaria ausente (PQA), uma notificagdo ¢
encaminhada para o MAPA, que podera determinar a destrui¢do ou ndo do material.

Com a finalizagdo de todas as andlises, todos os laudos dos especialistas e laudo final sao
enviados a0 MAPA. Para material vegetal, tais como: mudas, estacas, material in vitro, € materiais
geneticamente modificados uma lista também acompanha. Na maioria das quarentenas ¢ elaborado um

boletim de analise de biologia molecular.
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Além de dinamizar os servigos de diagnodstico, esta € uma estrutura especializada e organizada
de acordo com procedimentos ou protocolos que incluem seguranca fitossanitaria, garantindo
identidade e rastreabilidade.

Os trabalhos desenvolvidos tanto na rotina diaria, como na pesquisa, possibilitam a elaboracao
de trabalhos que podem ser apresentados em congressos e reunides cientificas, bem como a publicacio
de manuscritos contendo resultados das atividades desenvolvidas no laboratorio, como quantidade e
tipos e materiais recebidos, microrganismos de maior ocorréncia, entre outros (Figura 2). Igualmente,
as informacdes relevantes poderdo ser agrupadas em um catalogo de acesso publico, disponivel no site
do TAC, de modo que contribua para estudos realizados em empresas e institui¢des de ensino e

pesquisa.

Figura 2. Fluxograma descritivo do processo de Quarentena Vegetal, desde o recebimento de todo o material vegetal até a
sua liberagdo ou destrui¢do.
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As estruturas dos novos laboratérios foram elaboradas de acordo com as especificacdes do
MAPA. Apos a finalizagdo das instalacdes estruturais, foram adquiridos os itens necessarios para
realizacdo das atividades (Figura 3). Além disso, também foi realizada a manutencao e fiscalizacdo dos
laboratorios visando o seu funcionamento adequado, e garantindo sua organizacao e limpeza.

As amostragens ¢ analises sao realizados dentro de novos laboratérios (Figura 4A e 4B), em

setores organizados de acordo com o uso e para melhor aproveitamento dos espagos disponiveis. Estes
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setores compreendem desde o recebimento dos materiais, abertura das caixas e pacotes, triagem e
distribui¢do para os laboratérios de anélises € membros especialistas.

As amostragens e andlises sdo realizados dentro de novos laboratorios (Figura 4A e 4B), em
setores organizados de acordo com o uso e para melhor aproveitamento dos espagos disponiveis. Estes
setores compreendem desde o recebimento dos materiais, abertura das caixas e pacotes, triagem e

distribuicdo para os laboratdrios de andlises € membros especialistas.

Figura 3. Laboratério de Biologia Molecular, incluindo sala de eletroforese. A - Bancada com termociclador e pHmetro. B
- Bancada de trabalho com equipamentos ¢ pias. C - Bancada de trabalho onde sdo preparadas as reagdes, com
equipamentos e micropipetas. D - Sala de eletroforese com cuba e fotodocumentador. E - Sala de agua ultrapura com
respectivo equipamento. F e G - Autoclave e ultrafreezer (-80°C).
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Figura 4. A - Laboratorio de abertura de caixas e triagem de sementes. B — Porta de acesso aos laboratorios com cortina de
vento.

A implementacao de novas estruturas para os laboratdrios e novas técnicas para diagnodstico de
fitopatdgenos permitiram a obtengdo de resultados, contribuindo para a produgao cientifica do Nucleo
Quarentendrio IAC, com trabalhos apresentados e reunides cientificas e um capitulo de livro (Dudienas
et al., 2020; Passador et al., 2018; Passador et al., 2019; Passador et al., 2021; Passador et al. 2022a,
2022b; 2022c; 2022d).
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