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INTRODUCAO

O abacaxi (Ananas comosus var. comosus) € um dos frutos tropicais de grande
importancia no mercado mundial de frutas. Embora o Brasil seja um grande produtor, a
abacaxicultura enfrenta sérios problemas fitossanitarios. O Estado do Espirito Santo
possui uma tradigcdo no cultivo do abacaxi, principalmente na regiao litoranea do sul do
Estado, que vem se expandindo nos ultimos anos para a Regiao Norte, mas também
sofre com as doencas que causam grandes perdas econdmicas (VENTURA; COSTA,
2002)

Em periodos de elevada temperatura e umidade, na cultivar Pérola ocorre uma doenga
caracterizada por intensa fermentacado do fruto, formacao de bolhas, maceragéo de
tecido e liberacao de liquido, conhecida como “podriddo espumosa” pelos agricultores
devido a formacao de espuma. Dos frutos doentes foram isolados trés microrganismos
provaveis causadores da doenga, sendo duas leveduras (Candida krusei e Kloeckera
apiculata) e uma bactéria (BTB0501). Segundo a literatura disponivel, as leveduras nao
sado relatadas como fitopatogénicas, porém alguns trabalhos as incluem como
causadoras de doencgas quando em interacdo com outros microrganismos (SPENCER,
et al.,, 1992; ABRANCHES, at al., 2001). Algumas bactérias e leveduras relacionadas
com doencas de plantas expressam sua acao patogénica pela produgédo de
exoenzimas, tais como proteases, celulases e pectinases (TOTH et al., 2003). Desta
forma, este trabalho objetiva avaliar a producdo de enzimas de patogénese
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(proteinases e pectinases) dos microrganismos isolados e associados a doenga
“podridao espumosa” em frutos de abacaxi da cultivar Pérola.

MATERIAL E METODOS

Isolamento e cultivo dos microrganismos

Os frutos com os sintomas da doenca foram colhidos no campo em outubro de 2005 e
foram isoladas duas leveduras (Candida krusei e Kloeckera apiculata) e uma bactéria,
ainda nao identificada (BTB0501). Os microrganismos foram cultivados em suco de
abacaxi filtrado e autoclavado sob agitagdo orbital (120 rpm) por até 24 h. Para a
realizacdo dos testes qualitativos enzimaticos, fez-se a inoculagdo de cada
microrganismo em monocultivo, bicultivo e combinacdo dos trés. Os microrganismos
foram inoculados em abacaxis da cultivar Pérola com vistas a reprodugao dos sintomas
(Postulados de Koch).

Testes enzimaticos qualitativos

Para a verificagdo da produgcdo de enzimas proteoliticas, utilizaram-se duas
metodologias: uma baseada na decomposi¢ao da gelatina (FAHY; PERSLEY, 1983) e
outra baseada na hidrélise da caseina presente no leite, em que sado utilizados dois
meios distintos, meio A 0,5% peptona de soja, 0,5% cloreto de sédio, 1,5% triptona e
1,5% agar em 500 mL de &gua destilada e meio B leite em p6 desnatado 20%),
autoclavados separadamente, misturados e mantidos a 50° C. Para ambos os testes, a
bactéria Bacillus cereus foi utilizada como controle positivo. O teste qualitativo da
capacidade pectinolitica dos microrganismos foi feito pela coloragdo com vermelho
ruténio em meio de cultura enriquecido com pectina citrica (UENOJO et al., 2006).
Como controle positivo, usou-se a bactéria Pectobacterium carotovorum var

carotovorum.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes de qualificagdo da producdo de enzimas de patogenicidade
pelos microrganismos estdo apresentados na Tabela 1.
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TABELA 1 — Resultados dos testes qualitativos para a producdo de enzimas
relacionadas a patogenicidade pelos microrganismos em monocultivo,

bicultivo e a combinagao dos trés.

Microorganismo Proteases™” Pectinases™*
Gelatina Caseina do leite  Pectina citrica
BTB - - -
CK - - ++
KA - - +
BTB + CK - - + 4+
BTB + KA - - +
CK + KA - - ++
BTB + CK + KA - - +++
B. cereus +++ +++ NA
P. c. carotovorum NA NA +++

BTB = BTB0501; CK = C. krusei; KA = K. apiculata;
- = Resultado negativo; + + + = Resultado muito expressivo; ++ = Resultado expressivo; + =
Resultado pouco expressivo; NA = nao avaliado.

Observou-se, portanto, para os experimentos conduzidos tanto no meio com gelatina
quanto com caseina que nao houve atividade das enzimas proteoliticas. Como estes
microorganismos normalmente ndo secretam essas enzimas, a produgao de proteases
pode estar ocorrendo apenas para o metabolismo intracelular (MEDEIROS et al.,
2003).

Ja para as pectinases, todos os tratamentos, com exce¢ao da bactéria em monocultivo,
apresentaram alguma resposta positiva, porém a P. carotovorum carotovrum
apresentou uma producdo mais acentuada. Geralda-Silva et al. (2005) estudaram a
capacidade pectinolitica de leveduras isoladas de frutas tropicais. Dentre tais
leveduras, uma cepa de Candida krusei apresentou halo de degradacdo no meio
contendo pectina, o que significa que esta espécie pode apresentar atividade
pectinolitica. Em um estudo sobre a selecao de leveduras para a fermentagdo de uvas
e melhor clarificacdo conduzido por Strauss et al. (2001) mostrou que alguns isolados
de Kloeckera apiculata poderiam ser usados na produgdo de vinho devido a sua
capacidade pectinolitica e celulolitica. No entanto, deve-se ressaltar que todos os
isolados de levedura nesse trabalho mostraram respostas variadas nas mesmas
condi¢des de cultivo, o que evidencia a grande diversidade microbiana em relagdo a
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sua bioquimica, o que também foi demonstrado por Romano e Marchese (1998), em
um estudo sobre a producao de metabdlitos volateis em varias cepas de K. apiculata
isoladas de frutos de carambola em estagio de fermentacdo. Apesar de ainda nao
identificada, a bactéria mostrou ndo ter capacidade de producdo de enzimas pécticas,
uma vez que nao foi observado halo de degrada¢do em meio com pectina citrica.

Quando os trés microrganismos foram cultivados juntos em meio contendo pectina
citrica, a formagao do halo de degradacao foi bem evidente. Uma possivel explicagao
para esse resultado pode ser o sintrofismo entre eles, onde a resposta dada pela
combinagao dos trés microrganismos mostra-se diferente em relacdo dada quando
eles estdo separados, isto porque um pode beneficiar o outro pela produgao de algum

metabdlico ausente no meio de cultivo.

CONCLUSOES

Os microrganismos associados com a podriddo espumosa em frutos de abacaxi,
isolados em 2005, mostraram auséncia de proteases extracelulares, porém,
mostraram, em determinadas combinacdes de interacdo, serem secretores de

pectinases.
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