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RESUMO

Isoledos de Crinipellis perniciosa, obtidos a partir de cacaueiro (Theobromae cacao), cupuaguzeiro (T. grandiflorum) e
solanéaceas dilvestres foram testados quanto a capacidade de produzirem enzimas extracelulares que degradam celulose, amido,
lipidios e lignina. A producdo de todas as enzimas foi determinada em meios sdlidos e representada por uma estimativa,
baseada na intensidade de cor, ou pela avaliagdo do didmetro dos halos formado nos meios. Foi detectada variabilidade entre
os isolados na capacidade de produzir enzimas celuloliticas, amilases, lipases, polifenol-oxidases, peroxidases e esterases.
Quanto as enzimas proteoliticas, todos os isolados apresentaram alto nivel de atividade, ndo sendo observada diferenca no
comportamento entre eles. Por outro lado, nenhum dos isolados produziu pectinase, urease e fosfatase-acida. Os papéis das
enzimas liticas produzidas pelos isolados de C. perniciosa na patogénese e na producdo de basidiomas sfo discutidos

Palavras-chave adicionais: Theobromae cacao, T. grandiflorum, varigbilidade, solanécess.

ABSTRACT
Production of extracellular enzymes by Crinipellis perniciosa

Strains of Crinipellis perniciosa isolated from cocoa (Theobromae cacao), cupuassu (T. grandiflorum) and wild
solanaceous were tested for their ability to produce extracellular enzymes which degrade cellulose, starch, lipids and lignin.
The production of all enzymes was examined in solid media and was estimated based on the intensity of color or on the
diameter of halos formed on the media. Variability was detected among the isolates in their capacity to produce cellulolytic
enzymes, amylase, lypase, phenol-oxidase, peroxidase and esterase. All isolates presented high level of activity, regarding
proteolytic enzymes. On the other hand, none o the isolates produced pectinase, urease and acid phosphatase. The roles of Iytic

enzymes of C. perniciosa on pathogenesis and on basidiome production are discussed.
Additional keywords: Theobromae cacao, T. grandiflorum, varigbility, solanaceus.

O fungo Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer é o
agente causal davassoura-de-bruxado cacaueiro (Theobroma
cacao L.), do cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum (Willd.
Ex Spreng.), de solanéceas e de outros hospedeiros.

A ecologia do fungo e a epidemiol ogia da doenca séo
bem documentadas (Rocha & Wheeler, 1985) e vérios aspectos
da interagdo hospedeiro-patégeno, incluindo mecanismo de
infeccdo, incidéncia e viruléncia de patétipos (Evans, 1978);
avaliagdo de métodos paratestar resisténciaem cultivares de
cacau (Evans & Bastos, 1980); avaliac8o de potenciais
métodos para controle bioldgico (Bastos, 1988), controle
cultural (Bastos & Evans, 1979) e controle quimico (Bastos,
1989). Entretanto, a capacidade do fungo de produzir enzimas
extracelulares ndo tem sido investigada em detalhes, exceto
para lacases e peroxidades (Krupasagar & Sequeira, 1969).

Estetrabalho relata os resultados de um screening para
se verificar a producéo de enzimas por isolados de C.
perniciosa, provenientes de cacaueiro, cupuaguzeiro e das
solanécess silvestres, Solanum rugosum (Dun.) e Athanaea
aff pogogena (Moric) Sendth.

Asculturasde C. perniciosa (Tabela 1) foram obtidas
a partir de vassouras vegetativas verdes dos hospedeiros e
mantidas a 25-27 °C em tubos de ensaio contendo BDA,
através de repicagens sucessivas. Fragmentosdemicélio foram
transferidos para placas de Petri contendo extrato de malte-
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agar (EMA), incubadas a 25 °C, na auséncia de luz durante
seis-oito dias, para a obten¢do dos indculos para os testes
enziméticos.

A producéo de amilases foi determinada no meio
nutriente-agar (Difco) contendo 0,2% de amido soluvel
(Merck) como descrita por Coonet al. (1957). A produgéo de
polifenol-oxidases foi determinada de acordo com o método
de Nobles (1958). A atividade celulolitica foi avaliada
conforme Lewis (1988), usando um meio de sais minerais-
agar (Tuite, 1969) suplementado com celulose Whatman n°1
ou carboximetil—celulose para producdo de celulase e
carboximetil celulase, respectivamente. Para detectar
atividade pectolitica foi empregado o método descrito por
Hankin et al., (1971). A producdo de lipases foi avaliada no
meio de Sierra (1957), usando Tween 80 como substrato. A
producdo de proteases foi determinada pelo método descrito
por Smibert & Krieg (1981). A producdo dasenzimasfosfatase
— &cida e esterase foi determinada segundo Taylor (1974) e
urease conforme Seeliger (1956). Todos os testes foram
conduzidos em placas de Petri de 9 cm de didmetro contendo
15 ml do meio teste. No centro de cada placa foi depositado
um disco de micélio de 5 mm de didmetro, retirado de colbnias
das culturas de C. perniciosa €, em seguida, todas as placas
foram incubadas a 25 °C, naausénciadeluz. Como testemunha,
foram usadas placas apenas com discos de meio de cultura
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TABELA 1 - Isolados de Crinipellis perniciosa utilizados nos tes-
tes enziméticos, hospedeiros e locais de coleta

Isolado Hospedeiro Local

Cp O1 Theobroma cacao Benevides - PA
Cp 02 T. cacao Benevides - PA
Cp 03 T. cacao Belém - PA

Cp 07 T. grandiflorum Benevides - PA
Cp 08 T. grandiflorum Tomé-Acu - PA
Cp 011 T. grandiflorum Castanhal - PA
Cp 015 Athanaea aff pogogena*  Arataca - BA
Cp 017 Solanum rugosum* Manaus - AM

* Solanaceas silvestres

sem o fungo. A producdo das enzimas proteases, celulases,
polifenol-oxidases, amilases, lipases e esterasesfoi determinada
através da mensuragdo do didmetro do halo formado em torno
das col bnias, representadapelaseguinte escala: 0, ndo producao
de enzima; 1, didmetro do halo entre 1-5 mm; 2, diémetro
entre 5-10 mm; 3, didmetro entre 10-20 mm,; 4, didmetro entre
20-30 mm; e5, didmetro superior a30 mm. No caso de urease,
peroxidase, pectinase e fosfatase-acida usou-se simbolos que
representam umaestimativa subj etivada producdo dasenzimas,
baseada na intensidade da coloracdo formada no meio: +++
intensa; ++ moderada; + fraca; e—auséncia. Emtodos oscasos,
foram empregadastrés repeti cdes paracadacombinagdo enzima
eisolado.

A producéo de enzimas proteases foi detectada para
todos osisoladosdo fungo (Tabela2) e pode ser atribuidacomo
umacaracteristicadaespécie. A atividade celulolitica, embora
emniveisvaridve's, foi detectada paratodos osisolados, quando
celulose Whatman foi usadacomo substrato. Contudo, nenhum
dosisolados demonstrou atividade paradegradar carboximetil-
celulose (dados ndo mostrados).

A reacdo foi considerada positiva para producéo de
peroxidases quando ocorreu formacéo de halo de coloracdo
amarel o-ouro em volta da col6nia do fungo. Observou-se que
Cp-07 eCp-011, ambosisolados de cupuaguzeiro, apresentaram
uma reacdo mais forte que os demais e, os isolados Cp-015,
(isolado de 4. aff pogogena), Cp-017 (isolado de S. rugosum)

e Cp-08 (isolado de cupuaguzeiro) apresentaram reagfes muito
fracas (Tabela 2). A atividade de fenol-oxidases, um suposto
teste paraavaliar a habilidade do fungo em degradar lignina,
foi determinada usando-se &cido galico como substrato. Os
isolados exibiram uma variabilidade na producdo dessa
enzima. N&o foi detectada presenca de polifenol-oxidases nos
testes com os isolados Cp-01 e Cp-08 (Tabela 2). As fenol-
oxidases que tém sido encontradas em himenomicetos
pertencem a dois tipos de enzimas: tirosinases e lacases.
Krupasagar & Sequeira (1969) demonstraram que C.
perniciosa produz em meio de cultura duas diferentes
oxidases. uma peroxidase semelhante a oxidase do &cido
indol- acético (AlA) e uma oxidase (lacase), que € também
produzidapor outrosbasidiomicetos. Entretanto, L aker (1987),
objetivando detectar diferencgas entre isolados de C.
perniciosa, procedentes de diferentes regides em Trinidad,
com base na produco de peroxidase e lacase, verificou que a
lacase ndo foi produzida em todos os isolados.

A capacidade defenol-oxidases em destruir auxinas pode
ser significante na patogénese por C. perniciosa (Krupasagar
& Sequeira, 1969). Ramos de cacau infetados pel o fungo exibem
perda de dominancia apical e proliferacéo de gemas axilares.
E possivel que o micdiointracelular saprofitico libere oxidases
capazes de reduzir a concentragdo de acido giberdico e &cido
indol-acético (AlA), provocando um desequilibrio no sistema
hormonal do ramo foliar infetado.

A producéo de amilasesfoi detectadaem meio contendo
amido sol(ivel. Apenas os isolados Cp-01, Cp-02 e Cp-08 ndo
apresentaram atividade amilolitica. Em relagéo a producdo de
lipase, observou-se que todos os isolados de C. perniciosa
apresentaram atividadelipolitica. Atividades enziméticas para
pectinases, ureases e fosfatase-acidas ndo foram detectadas a
partir dos isolados testados. Por outro lado, com exececéo de
Cp-08, todos os demais i solados apresentaram atividade para
esterases (Tabela 2).

Pelos resultados obtidos, sugere-se que C. perniciosa
tem a capacidade de utilizar celulose, amido e lipidios como
fontes de energia. Também, admite-se que, durante o periodo
deincubacdo no hospedeiro o fungo liberaenzimas (amilases,
celulases, proteases e oxidases) que ativamente degradam os

TABELA 2 - Produgdo de enzimas extracelulares por isolados de Crinipellis perniciosa em meios de cultura solidos

ICSOI a'do d.e . Protease* Celulase POI.lf enol Amilase Lipase Esterase Peroxidase** Pectinase Urease F0's ffntase
rinipellis perniciosa oxidase acida
Cp-01 5 3 0 0 1 3 ++ - - -
Cp-02 5 3 4 0 2 3 ++ - - -
Cp-03 5 4 3 4 1 3 ++ - - -
Cp-07 5 4 2 5 1 3 +++ - - -
Cp-08 3 3 0 0 2 0 + - - -
Cp-011 4 4 2 4 2 3 +++ - - -
Cp-015 5 4 3 4 2 3 + - - -
Cp-017 5 4 3 4 2 3 + - - -

* A produgéo de proteases, cel ulases, polifenol-oxidases, amilases, lipases e esterases foi avaliada pelamédia (trés repeticdes) do didmetro do halo formado em torno
dascoldnias, conformeaescala: 0, ndo producéo de enzima; 1, didmetro do halo entre 1-5 mm; 2, didmetro entre 5-10 mm; 3, didmetro entre 10-20 mm; 4, didmetro

entre 20-30 mm; e, 5, didmetro superior a 30 mm.

** A producdo de peroxidases, pectinases, ureases e fosfatase-&cidas baseou-se na intensidade da cor resultante no meio, onde: colorag&o intensa +++; coloragdo

moderada ++; coloracdo fraca + e auséncia de coloragéo.

Fitopatol. bras. 30(3), maio - jun 2005

287



C.N. Bastos

componentes presentes no tecido infetado do hospedeiro. E,
gradualmente, as quantidades de acUcares simples e
aminoaci dos aumentam, sendo, posteriormente, usados como
fontes de carbono na produc&o de basidiomas.

A andlise comparativa da producéo de enzimas
extracelulares, detectou variabilidade entre isolados de C.
perniciosa, 0 que pode tornar de grande utilidade, ampliando
o nivel de esclarecimento na identidade e variabilidade do
patégeno
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