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APRESENTACAO

E com enorme contentamento que apresentamos o e-book “Conceitos e
Conhecimentos de Métodos e Técnicas de Pesquisa Cientifica em Engenharia Florestal”
que foi elaborado para a divulgagéo de resultados e avancos relacionados as Ciéncias
Florestais. O e-book esta disposto em 1 volume subdividido em 17 capitulos. Os capitulos
estdo organizados de acordo com a abordagem por assuntos relacionados nas diversas
areas da Engenharia Florestal. Em uma primeira parte, os capitulos estdo de forma
a atender a area de silvicultura voltada para as técnicas silviculturais para producéo,
tecnologias para producdo de sementes e mudas, melhoramento florestal e protecéo
florestal. Em uma segunda parte, os trabalhos estdo estruturados de forma a abordar
a area de ecologia e dinamica florestal. Em uma terceira parte, os trabalhos estédo
voltados para a tecnologia de produtos florestais mais especificamente relacionados
as propriedades fisicas, quimicas e mecanicas da madeira. Em uma quarta parte, com
um trabalho sobre gestdo ambiental, abordando a importancia dos recursos hidricos. E
finalizando, a quinta parte com um trabalho sobre sensoriamento remoto. Desta forma, o
e-book “Conceitos e Conhecimentos de Métodos e Técnicas de Pesquisa Cientifica em
Engenharia Florestal” apresenta resultados relevantes realizados por diversos professores
e académicos que serdo apresentados neste de forma didatica. Agradecemos o empenho e
dedicacéo de todos os autores das diferentes instituicbes de ensino, pesquisa e extensao,
por partilharem ao publico os resultados dos trabalhos desenvolvidos por seus grupos de
pesquisa. Esperamos que os trabalhos aqui apresentados possam inspirar outros estudos
voltados as Ciéncias Florestais.

Cristina Aledi Felsemburgh
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RESUMO: O Brasil é referéncia mundial na
producéo de eucalipto, por sua atuagao pautada
em sustentabilidade, competitividade e inovagéo.

Conceitos e Conhecimentos de Métodos e Técnicas de Pesquisa Cientifica em

Engenharia Florestal

EUCALYPTUS SPP

Entao, faz-se necessario compreender os fatores
que afetam a produgéo, como os causados por
agentes bio6ticos patogénicos, compreendendo
os de origem fungica como o maior grupo de
agentes causais, ou bacterianos. As bactérias
englobam um grupo de patégenos de complexa
diferenciacdo morfologica, necessitando assim
de estudos para a caracterizagdo das mesmas.
Dentre os métodos para separagdo dos grupos
bacterianos destaca-se a caracterizacdo
bioquimica, permitindo distinguir estes de
acordo com suas caracteristicas, como
tipo de respiracdo, producdo de enzimas
especificas ou carboidratos. Assim, avaliou-
se bioquimicamente cerca de 39 isolados
patogénicos obtidos através de mudas de
eucalipto com sintomas de arroxeamento de
nervura central de folhas e seca de ponteiro, a fim
de avaliar o grupo do patégeno. Por tanto, todos
estes foram submetidos aos testes de propostos
por Schaad (2001), sendo estes o de hidroxido
de potassio ou teste de Gram, teste de oxidagéo
e fermentacéo, hipersensibilidade em fumo,
producdo de enzima pectinolitica, ativagéo de
fosfatase redutora, reducado de nitrato a nitrito,
producdo de carboidratos a partir de manitol
e producdo de catalase. Por tanto, os testes
demonstraram que se trata de uma bactéria
Gram negativa, ou seja, patogénica. Além disso,
foram positivos para os testes de oxidacéo e
fermentacdo, fosfatase redutora, reducdo de
nitrato a nitrito, manitol e catalase e encontram-
se resultados negativos para producdo de
enzina pectinolitica e hipersensibilidade em
fumo, o que conferem aos isolados o grupo das
Enterobactérias.
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PALAVRAS-CHAVE: Bactérias. Protecdo Florestal. Isolamento. Gram-negativas.
Enterobactérias.

BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF BACTERIOSES DISEASES IN
NURSERIES AND PLANTATIONS OF EUCALYPTUS SPP

ABSTRACT: Brazil is a world reference in eucalyptus production due to its action based
on sustainability, competitiveness and innovation. Accordingly, factors that affect production,
such as diseases caused by pathogenic biotic agents, including those of fungal and
bacterial origin, need to be studied. Bacteria encompass a group of pathogens of complex
morphological differentiation, requiring studies to characterize them. Among the methods
for separating bacterial groups, the biochemical characterization allows to distinguish these
according to their characteristics, such as types of respiration, production of specific enzymes
or carbohydrates, among others. Thus, 39 pathogenic isolates obtained through eucalyptus
seedlings with symptoms of die-back and wilting and lesions on the branches, petiole and
midrib were evaluated biochemically, in order to evaluate the pathogen group. Consequently,
these isolates were submitted to the tests proposed by Schaad (2001), such as potassium
hydroxide or Gram test (positive or negative), oxidation and fermentation test, hypersensitivity
to tobacco (Nicotiana tabacum), pectinolytic enzyme production, reductive phosphatase
activation, reduction of nitrate to nitrite, production of carbohydrates from mannitol and
production of catalase. Therefore, the tests demonstrated the bacterium is Gram negative,
that is, pathogenic. In addition, the results of the tests of the oxidation and fermentation,
reductive phosphatase, nitrate to nitrite reduction, mannitol and catalase were positive and for
pectinolytic enzyme production and hypersensitivity to tobacco were negative, indicating the
isolates belong to the group of the Enterobacteria.

KEYWORDS: Bacteria. Forest protection. Isolation. Gram-negative. Enterobacteria.

INTRODUCAO

O Brasil esta entre os principais produtores de celulose, papel e painéis de madeira
no mundo advindos de eucalipto como matéria-prima. O pais é referéncia por sua atuacao
pautada pela sustentabilidade, competitividade e inovagéo (IBA, 2016). Em 2019, em todo
o territorio nacional a area total de arvores plantadas foi de 9,0 milhées de hectares, um
aumento de 2,4% em relacdo a 2018. Desse total, a maioria é representada pelo cultivo
de eucalipto, com 6,97 milhdes de hectares (IBA, 2020). Diante da relevancia do género
para a industria florestal brasileira, a compreensao dos fatores que afetam a producgéo e a
qualidade desse se tornam cada vez importante.

Dentre esses, as perdas causadas por doencas bibticas, principalmente os fungos
e bactérias fitopatogénicas, os quais ao serem introduzidos na cultura podem afetar o
crescimento e a produtividade, provocando até a morte de mudas e arvores de Eucalyptus
spp. Destacam-se dentre as bacterioses ja descritas para a eucaliptocultura, Ralstonia
solanacearum, causadora de murcha vascular e o complexo formado por Pseudomonas
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spp. e Xanthomonas spp., causador de mancha foliar. Tais doengas foram capazes de
causar a morte de diversas arvores plantadas, bem como, consequentes prejuizos aos
viveiros de produgcédo de mudas de Eucalyptus spp. devido ao fato de serem patdgenos de
eficiente disseminacéo e dificil controle.

Segundo Arriel et al. (2014), além dessas bacterioses, os sintomas de seca de
ponteiros de arvores de eucalipto, bem como, o arroxeamento da nervura principal das
folhas de mudas e arvores ja formadas foram atribuidos a Erwinia psidii, por serem
sintomas semelhantes aos encontrados em goiabeiras, relatados pela primeira vez em
1987 (Rodrigues Neto et al., 1987). Nos ultimos anos observa-se a crescente importancia
dos patdgenos bacterianos na cultura, pois muitos sintomas marcadores destas doencas
se assemelham. A obtencdo de isolados em culturas puras para futuros estudos de
identificacdo do patdégeno sdo fundamentais, auxiliando assim na caracterizagdo destes
microrganismos fitopatogénicos, o que ao final auxiliara na diagnose correta e na tomada
de decisdo para medidas de controle e ou manejo das doencas.

Dentre os métodos de caracterizagdo, € empregada a caracterizagdo bioquimica
para distinguir grupos bacterianos e separa-los conforme as caracteristicas encontradas.
Esse método permite distinguir grupos bacterianos diferentes de acordo com suas principais
caracteristicas, diferenciando-as quanto ao tipo de respiragcdo — anaerbbica ou nao, a
capacidade de causarem reacao de hipersensibilidade em Nicotiana tabacum (fumo) ou até
mesmo a produgdo de enzimas especificas, como a catalase e a fosfatase, dentre outras.
Tal processo também auxilia na busca por medidas de controle e manejo de doencas.

Assim, no presente trabalho, o sintoma principal da doenca em eucalipto pode ser
descrito como a seca de ponteiros das mudas e arvores, bem como, o arroxeamento da
nervura principal das folhas e posteriormente necrose dos tecidos adjacentes a nervura.
Portanto, diante da relevancia dos patdégenos bacterianos causadores de doengca em
Eucalyptus spp. e sua capacidade em formas complexos, faz-se necessario a obtencéo de
isolados em condicdes puras para estudos de identificagdo do agente causador, através da
caracterizagdo bioquimica e patogénica dos indculos obtidos, o que constitui o objetivo do
presente estudo.

MATERIAL E METODOS

O levantamento ocorreu em um viveiro de producéo de mudas clonais de Eucalyptus
spp. localizado na cidade de Andradina, no interior de S&o Paulo. Foram feitas andlises
visuais da presenca de sintomas principais da doenca em questdo, como o arroxeamento
da nervura principal de folhas jovens tanto de minicepas quanto em mudas de Eucalyptus
spp. produzidas, bem como, a seca do ponteiro destas e posteriormente a morte do material
vegetal. Posteriormente, o mesmo processo foi realizado em areas com até dois anos de
plantio da espécie, nas cidades de Aguas Claras, Inocéncia e Trés Lagoas, no estado do
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Mato Grosso do Sul.

Amostras de tecido vegetal dessas &reas foram coletadas, acondicionada em
sacos de papel e deixadas em baixas temperaturas, para manter a integridade das
mesmas. Subsequente, foram transportadas para o Laboratorio de Patologia Florestal
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, na Fazenda Lageado, no
Campus de Botucatu, Sdo Paulo, para os procedimentos laboratoriais de obtengéo dos
isolados bacterianos com condi¢bes de purificagcdo. Apds a desinfeccao e esterilizagéo do
material, o tecido foi macerado em solucéo de agua destilada autoclavada e a suspensao
replicada por plaqueamento pelo método de estrias simples em placas de Petri, de 9 cm
de diametro, contendo meio de cultura Nutriente Agar (NA) enriquecido e vertidos com
fungicida Nistatina 0,50% em alcool. Ademais, as placas foram incubadas a 28°C + 1°C em
estufa BOD (demanda bioquimica de oxigénio) com fotoperiodo de 12 horas. O crescimento
bacteriano péde entéo ser observado apds 24 a 48 horas do procedimento.

Os testes bioquimicos foram realizados conforme a metodologia sugerida
por Marques et al. (2002), com o proposito de realiza-los para identificacdo de grupos
bacterianos. Os protocolos de testes permite diferenciar as enterobactérias dentre as
demais fitopatogénicas. Para tal, os 39 isolados foram submetidos aos seguintes testes: (a)
Gram de Ryu ou também chamado de teste de hidroxido de potassio (KOH); (b) oxidagcéo
e fermentacao (O/F) ou crescimento anaerébico; (c) hipersensibilidade (HR) em folhas de
Nicotiana tabacum; (d) produ¢éo de enzima pectinolitica; (e) ativacao de fosfatase redutora;
(f) producdo de enzima catalase; (g) producdo de acidos a partir de carboidratos e (h)
reducao de nitrato (NOa_) em nitrito (NO,_) Os testes foram todos conduzidos e as solugdes
preparadas segundo proposto por Schaad (2001).

O teste de Gram de Ryu ou teste de hidroxido de potassio (KOH) permite diferenciar
as bactérias Gram-negativas das Gram-positivas. A solucdo formada por colbnias
bacterianas adicionadas ao hidroxido de potéssio, por se tratar de uma solucédo alcalina,
pode promover a lise da parede celular no caso das bactérias Gram-negativas, formando
um muco continuo quando se retira as amostras desta solu¢do com o uso da al¢a de
platina. No caso das bactérias Gram-positivas cuja parede & permeavel devido a grossa
camada de peptidioglicanos (Suslow et al.,, 1982) n&o ocorre a lisa e nem a formacgéao do
muco bacteriano.

Segundo Hugh & Leifson (1953), o teste de oxidacdo e fermentagdo realiza a
separagcdo das bactérias pela caracteristica de tipo respiratorio, podendo estas serem
facultativas (fermentativas - OF), anaerobicas restritas (F) ou aerébicas restritas (oxidativas).
Tal parte da caracterizagéo bioquimica é importante pois permite distinguir o género Erwinia,
que é uma bactéria anaeroébica facultativa (OF), das bactérias Gram-negativas aerobicas
(O), como as pertencentes aos géneros Xanthomonas e Pseudomonas (Romeiro, 2005).

Posteriormente, realizou-se o teste de hipersensibilidade em fumo. Segundo Lozano

& Sequeira (1970) o teste consiste na infiltragcdo de células bacterianas em uma folha de
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planta ndo hospedeira da doenga, que na maioria dos casos é feita com folhas de fumo
(Nicotiana tabacum). Por tanto, para a realizagdo do mesmo foram utilizadas suspensdes
bacterianas formadas a partir de culturas ultrapuras de crescimento de coldnias de bactérias
obtidas e colocadas em tubos de ensaio com agua destilada estéril a concentracdo de 3
x 10® unidades formados de colénias (UFC). ApOs isso, a suspensdo de cada um dos
isolados separadamente foi infiltrada sob a epiderme da folha no espaco internerval da face
inferior da folha de fumo, por meio de uma seringa hipodérmica de 5 mL e incubado por até
24 horas para a observacgao de lesdes de defesa na folha da planta.

O protocolo de avaliagcao de producdo de enzima pectinolitica permite identificar se
os isolados bacterianos possuem ou nao a capacidade de produzir enzima pectinolitica
capaz de romper e quebrar a lamela média do fruto de pimentéo (Capsicum annuum Group)
e causar danos para o mesmo, como a podridao desse. Para realiza-lo, ap6s o crescimento
das colbnias foi feita a raspagem com a utilizacdo de um palito de madeira esterilizado de
cada colbnia bacteriana e inserido em um pimentao, deixando o material a temperatura
ambiente em um recipiente a vacuo. Aguardou-se entdo o periodo de 24 horas para o
surgimento dos sintomas de podridao do fruto. Para aqueles isolados em que houve a
podridao, confirmou-se a capacidade dos isolados em produzir a enzima pectinolitica e
causar danos.

Segundo Schaad (2001) o teste de fosfatase redutora mede a capacidade do
microrganismo de produzir enzima fosfatase suficiente para quebrar a cadeia do difosfato
de fenolftaleina. Para realiza-lo inicialmente foi fundido o meio de cultura nutriente agar
(NA) com Nistatina 0,50% em alcool e adicionado uma solugdo previamente esterilizada
de fenolftaleina a 5% e distribuidos em placas de Petri. Ap6s a inoculagéo dos isolados e
a incubagdo dos mesmos a 28°C + 1°C em estufa BOD por 24 horas, todas esses foram
expostos ao vapor de hidroxido de aménia (NH,OH), pela adi¢édo de algumas gotas do
mesmo em papel filtro e colocados por dentro da tampa da placa de Petri. Como concluséo
do teste, foram considerados, apés a adigdo de NH,OH, fosfatase positivo os isolados que
ficaram com a coloracdo vermelha ou r6sea nas coldnias, os demais foram considerados
negativos.

Para o protocolo de produgédo de catalase o teste consiste na caracterizacédo das
bactérias que conseguem converter o perdxido de hidrogénio em oxigénio e agua, onde
a liberacdo do oxigénio é observada com a formacdo de bolhas. A fungdo da catalase
€ remover o H,0, toxico resultante dos processos de oxidagdo e redugdo envolvendo
oxigénio. Para isso, foram colocadas individualmente sobre uma lamina microscopica
colénias dos isolados bacterianos e posteriormente adicionado uma gota de perdxido de
hidrogénio a 3% (H,0,) nas mesmas. Ao serem observadas a formagé&o de bolhas de ar,
indicativo de teste positivo para catalase, ou seja, o isolado consegue produzir a enzima.

Posteriormente, para a avaliagédo da producdo de &cidos a partir de carboidratos
o teste deve-se adicionar manitol ao meio de cultura proprio do procedimento. Esse foi
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preparado na concentragdo de 15% e filtrados com o uso de uma membrana. No preparo
do meio de cultura, corrigiu-se o pH para o valor 7,0 e separou-se em tubos de ensaio 5
mL para cada isolado bacteriano. Este teste € importante para detec¢éo de possiveis rotas
metabdlicas diferentes entre as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.

Por fim, finalizando o protocolo de caracterizagéo bioquimica dos isolados o teste de
reducgéo de nitrato (NO, ) em nitrito (NO, ) detecta a capacidade das bactérias de utilizarem
o nitrato como um receptor final de elétrons final na sua cadeia respiratéria. Nesta reacgéo,
o nitrato é reduzido para nitrito, que pode ser posteriormente reduzido para gas nitrogénio
ou amdnia. A reducdo € detectada pela adicdo do acido sulfanilico e a base N-dimetil-
alfanaftilamina, que se combinam com o nitrito para formar um composto vermelho, que
indica a resposta positiva ao teste (Schaad, 2001). Ap6s a incubacéo dos isolados e o
crescimento de colbénias bacterianas, os mesmos foram colocados em solucdes liquidas
proprias para a realizagéo do teste e introduzidos os reagentes indicadores, acido sulfanilico
e N-dimetil-alfanaftilamina.

O desenvolvimento de uma coloragéo alaranjada a amarronzada indicou a presenca
de nitrito. Caso a coloragéo houvesse desaparecido dentro de minutos acrescentou-se o p6o
de zinco (Zn), agitando a solucéo apos a introdugédo do mesmo. Feito isso, se a coloragéo
alaranjada aparecesse, significaria que o nitrato existente foi reduzido pelo metal e reagiu
com o reagente, portanto o resultado € negativo. Se a coloragdo nao aparecer, isto indicou
que o nitrato e o nitrito estdo ausentes do meio e que a desnitrificagcdo ocorreu, portanto o

resultado é positivo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de material vegetal de areas de campo e viveiro apresentaram os
principais sintomas visuais (Figura 1 e 2). No isolamento indireto foi possivel observar
0 crescimento de massa bacteriana pura, composta de colénias amareladas e/ou
esbranquicadas de 39 isolados distintos, que foram armazenados na biblioteca do
Laboratorio de Patologia Florestal da Unesp, cd&mpus de Botucatu.
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Figura 1 - Sintomatologia da doenga em plantios de eucalipto em Trés Lagoas, no Mato Grosso
do Sul. A) Arroxeamento da nervura principal e B) Desfolha das arvores e seca de ramos e
ponteiros.

Figura 2 - Sintomatologia da doenga em minicepas e mudas de eucalipto em Andradina, Sdo
Paulo. A) Arroxeamento de nervura e b) Necrose apical e arroxeamento da nervura principal.

CONCLUSOES

O primeiro teste realizado foi o de Gram de Ryu (teste de KOH) e comprovou-se que
todos os isolados eram correspondentes a bactérias Gram-negativas, ou seja, causadoras
de patogenicidade na cultura do eucalipto. Adiante, os resultados para o teste de
fermentacao e oxidagéao (O/F) mostraram o crescimento bacteriano em ambos os tubos de
ensaio, com e sem 6leo mineral como forma de vedacao. Além disso, também foi possivel
perceber que houve o processo de fermentagdo em ambos os casos, com a mudanca
da coloragéo do meio de cultura utilizado de verde para amarelo. Tal fato confirmou que
na maioria dos casos os isolados bacterianos estudados séo fermentativos e oxidativos,
ou seja, caracterizag@o bactérias anaerébicos facultativos (Figura 3). Apenas os isolados
LPFG_016 e LPFG_036 diferiram desse resultado, crescendo em apenas um dos tubos de
ensaio e nao modificando a cor do meio de cultura.
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Fonte: Schettini-Silva (2018) T schettifii-Silva (2018)

Figura 3 - Teste de oxidagéo e fermentagéo (O/F). A) No inicio do teste e B) Apés 48 horas da
realizagéo.

Ademais, todos os isolados apresentaram respostas negativas a hipersensibilidade
em folhas de fumo, ou seja, ndo foram capazes de formar lesbes de defesa na planta
causando a morte celular, como forma de protecdo da mesma. Com relacao a avaliagédo dos
isolados para produgéo de enzima pectinolitica em pimentao, apenas o isolado LPFG_018
apresentou-se positivo ao teste, ou seja, ao ser introduzido no pimentdo foi capaz de
dissolver a lamela média do fruto e causar a podridao do material. Para os demais isolados
a reagdo de producdo de enzima pectinolitica foi negativa (Figura 4).

Fonte: Schettini-Silva (2018) Fonte: Schettini-Silva (2018)

Figura 4 - Teste de produgéo de enzima pectinolitica em piment&o. A) Inicio do teste e B) Apos
48 horas da inoculacéo das massas bacterianas.
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Adiante, o teste de ativacado de enzima fosfatase redutora mostrou-se positivo para a
maioria dos isolados, mudando assim a colora¢do da bactéria de creme ou esbranquicada
para rosa, apos a introdugéo de vapor de hidroxido de aménio (NH,OH) nas mesmas.
Apenas para o LPFG_019 o resultado diferiu das demais, mostrando-se ineficiente para
a ativagdo da enzima apoés a introducdo do hidroxido. Apos a introdugdo de perdxido de
hidrogénio (H,0,), confirmou-se que no caso da produgdo de enzima de catalase, todos
os isolados bacterianos avaliados possuem esta capacidade, produzindo assim bolhas de
oxigénio apods o contato com o liquido.

Posteriormente, completando assim a lista dos testes bioquimicos a serem seguidos,
todos os isolados apresentaram-se positivos para os testes de producgéo de acidos a partir
do manitol, bem como, foram capazes de reduzir nitrato em nitrito. Os dados obtidos a partir
da realizacéo dos oito testes para os quarenta e dois isolados bacterianos reativos serdo

apresentados na tabela abaixo (Tabela 1).

Gram de HR em Enzima Fosfatase . Nitrato a
Isolado Ru  OF  fumo  pectinolitica  redutora  CAt@lase  Manitol nitrito
Gram- . . - - . .
LPFG_001 Negativa O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
Gram- . . . . . -
LPFG_002 Negativa O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
LPFG_003  8™@M  oF Negativo  Negativo Positvo  Positivo  Positivo  Positivo
- Negativa
LPFG_004 Gram- O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
- Negativa
Gram- . . . . - .
LPFG_005 N A O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
egativa
LPFG_006 Gram- O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
- Negativa
Gram- . . - - . .
LPFG_007 Negativa O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
Gram- . . . . . -
LPFG_008 Negativa O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
LPFG_009  8™@M  oF Negativo  Negativo Positvo  Positivo  Positivo  Positivo
- Negativa
LPFG_010 Gram- O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
- Negativa
Gram- . . . . - .
LPFG_011 N A O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
egativa
LPFG_012 Gram- O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
- Negativa
Gram- . . - - . .
LPFG_013 Negativa O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
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Gram de HR em Enzima Fosfatase . Nitrato a
Isolado Ryu OF fumo pectinolitica redutora Catalase  Manttol nitrito
Gram- . . . . . -
LPFG_015 Negativa O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
Gram- . . . . - .
LPFG_016 N ) O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
egativa
LPFG_017 Gram- O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
- Negativa
Gram- . - - " - -
LPFG_018 Negativa O/F Negativo Positivo Positivo Positivo  Positivo Positivo
Gram- . . . . - -
LPFG_019 Negativa O/F Negativo  Negativo Negativo Positivo  Positivo Positivo
LPFG_020  8™@M  oF Negativo  Negativo Positvo  Positivo  Positivo  Positivo
- Negativa
LPFG_021 Gram- O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
- Negativa
LPFG_022 NGran_1- O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
egativa
Gram- . . - " . -
LPFG_023 Negativa O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
Gram- . . - " - -
LPFG_024 Negativa O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
Gram- . . - . - -
LPFG_025 Negativa O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
LPFG_026  C@M  O/F Negativo  Negativo Positvo  Positivo  Positivo  Positivo
- Negativa
Gram- . . . . . -
LPFG_027 Negativa O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
LPFG_028 NGran_1- O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
egativa
Gram- . . - " . -
LPFG_029 Negativa O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
Gram- . . - " - -
LPFG_030 Negativa O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
Gram- . . - . - -
LPFG_031 Negativa O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
LPFG_032  8™@M  oF Negativo  Negativo Positvo  Positivo  Positivo  Positivo
- Negativa
Gram- . . . . . -
LPFG_033 Negativa O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
LPFG_034 NGran_1- O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
egativa
Gram- . . - " . -
LPFG_035 Negativa O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
Gram- . - - " - -
LPFG_036 Negativa O/F Negativo Positivo Positivo Positivo  Positivo Positivo
Gram- . . - . - -
LPFG_037 Negativa O/F Negativo  Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo
LPFG_038  8™@M  oF Negativo  Negativo Positvo  Positivo  Positivo  Positivo
- Negativa
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Gram-

LPFG_039 |\l tva

O/F Negativo Negativo Positivo Positivo  Positivo Positivo

Tabela 1 - Testes bioquimicos propostos por Schaad (2001) e os resultados encontrados para
os isolados avaliados.

Assim, diante dos resultados percebe-se que, de maneira geral, os isolados
bacterianos sdo Gram-negativos, positivos para os testes de oxidacéo e fermentacéo,
fosfatase redutora, catalase, produgao de acidos a partir de carboidratos (manitol) e redutores
de nitrato em nitrito. Além disso, mostram-se negativos aos testes de hipersensibilidade em

fumo e producéo de enzima pectinolitica em pimentéo.

CONCLUSAO

Concluiu-se entao, de acordo com os testes bioquimicos descritos as bactérias
avaliadas sdo, em grande maioria, pertencentes ao grupo das Enterobactérias. Nesse
caso, descarta-se a possibilidade do patdgeno ser Ralstonia solacearum, uma vez que
esse se encontra no grupo das Betaproteobacterias. No caso dos isolados LPFG_018 e
LPFG_036, os resultados diferem dos demais, podendo entdo dar indicios que se tratam
de bactérias do grupo das Gammaproteobactérias.

O grupo das enterobactérias inclui diversas bactérias fitopatogénicas, como as do
género Brenneria, Dickeya, Enterobacter, Erwinia, Pantoea e Pectobacteria. E o maior e
mais variado grupo de bacilos Gram-negativos (Schaad, 2001). Segundo a literatura, apenas
Erwinia psidii ja foi descrita como causadora da seca de ponteiros de eucalipto no Brasil
(Arriel et al., 2014). De acordo com Coutinho et al. (2002) também foi possivel encontrar
Pantoea eucalypti causando o mesmo sintoma de necrose apical e seca de ponteiros
em plantios de eucalipto na Africa do Sul. Sendo assim, os resultados bioquimicos entdo
validam a necessidade de continuacéo dos estudos, através das ferramentas moleculares,
a fim de descobrir a nivel de género e espécie o patégeno estudado.
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