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Introdugédo

A Chromobacterium violaceum & uma bactéria sapréfita, Gram-negativa e
aerobica facultativa, encontrada em amostras de solo e agua de regides
tropicais e subtropicais de diversos continentes. No Brasil, ocorre com
abundancia na agua e nos bancos de areia do Rio Negro, na Regido
Amazdnica. A cor do pigmento produzido por C. violaceum, a viclaceina,
representa uma de suas caracteristicas mais atrativas. A violaceina apre-
senta atividade antimicrobiana contra Mycobacterium tuberculosis,
Trypanosoma cruzi e Leishmania sp. e, também, atividade antifingica,
antiviral e antitumoral (Duran et al., 2001). Essas caracteristicas levaram
a escolha da estirpe-tipo ATCC 12472, isolada de aguas fluviais frescas
em Mentekab, Malésia, como modelo para ser o primeiro microrganismo
a ter seu genoma completamente seqilenciado por um consorcio de labo-
ratorios de &mbito nacional (Projeto Genoma Brasileiro MCT/CNPq). O
seqiienciamento revelou um cromassomo circular com 4.751.080 pares
de bases e 4.429 “open reading frames” (ORFs), tendo sido identificadas
2.715 proteinas conhecidas, 958 hipotéticas conservadas e 756 protei-
nas hipotéticas (Vasconcelos et al., 2003).

A cultura da sofa (Glycine max (L.) Merrill) apresenta grande importancia
econdmica para o Brasil, mas pode ser limitada por diversos patdégenos
de sementes que, inclusive, praticamente inviabilizam a semeadura sem
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o uso de defensivos agricolas em diversos locais do pais (Aratljo, 1995).
Em relacao aos fungos patogénicos, as estimativas atuais sdo de que,
desde a safra 2001/2002, o tratamentos de sementes de soja com
fungicidas vem sendo utilizado em mais de 93% da area semeada no
Brasil {Henning, 2004). Ja em relacao a insetos, a lagarta-da-soja,
Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera:Noctuidae), é uma das princi-
pais pragas desfolhadoras de plantas de soja, sendo alvo da maior parte
das aplicagdes de inseticidas na cultura (Secchi, 2002).

Objetivos

Verificar a atividade biocida das células e dos exsudatos da estirpe pa-
drdo e de dois isolados de Chromobacterium violaceum da Amazdnia
contra fungos patogénicos de sementes de soja e contra a lagarta-da-
soja.

Material e Métodos

A atividade biocida da estirpe padrao e de dois isclados selecionados,
07 e 27, bem como de seus respectivos exsudatos foi testada contra
sete fungos patogénicos de sementes de soja (Aspergillus sp.,
Cercospora kikuchi, Colletotrichum sp., Fusarium sp., Phomopsis sp.,
Corynespora sp. e Botroyodiplodia sp.). Esses fungos estéo relaciona-
dos a doeng¢as impoertantes na cultura da soja, como a queima-da-haste
(Phomopsis sp.), a antracnose (Colletotrichum sp.) e a sindrome da morte
subita (Fusarium sp.). Duas metodologias foram utilizadas para avalia-
¢80 da atividade antifungica, segundo Aradjo (1995), com modificagfes.
“Na primeira, os fungos foram inoculados, por meio de discos com micélio,
em quatro pontos eqilidistantes em placas de Petri contendo meio BDA
(2009 de batata, 12g de glicose em 1.000mL de agua destilada, 1,5% de
agar}, 24h antes da inoculacao das bactérias e do exsudato filtrado. As
bactérias foram cultivadas em meioc CV contendo 0,6% de cloreto de
sodio, 0,3% de extrato de levedura, 0,5% de peptona e 0,25% de glicose
dissolvidos em agua destilada, durante 24h, a uma temperatura de 28 a
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30°C, com agitacao de 100 rpm. A sequir, as células foram lavadas trés
vezes em tampéo fosfato pH 6,5 e ressuspensas no mesmo tampéo, até
atingir a concentragdo de 108 células mL-1. Para o tratamento com o0s
exsudatos, as bactérias foram cultivadas nas mesmas condicdes ja cita-
das e centrifugadas a 10.000 rpm durante 10 min, procedendo-se a
filtragem do scbrenadante em filtro do tipo Millipore (0,2 pm). No orificio-
central da placa foram colocados 80 L de cada cultura de célula, ou do
respectivo sobrenadante filtrado. Os ensaios foram conduzidos com trés
repeticdes e as placas incubadas a temperatura de 28°C durante sete
dias. Apos esse periodo, foram avaliados os halos de inibi¢do da bacté-
ria e do exsudato em relagdo aos fungos. Na segunda metodologia, a
bactéria foi inoculada em um circulo externo e os discos contendo os
micélios foram colocados na parte central da placa de Petri. No caso de
auséncia de atividade biocida, os fungos continuam a crescer, mesmo
na presenga da bactéria, ou do exsudato.

A habilidade inseticida da estirpe padrio, dos isolados 07 € 27, e de seus
respectivos exsudatos também foi testada contra a lagarta-da-soja. As
bactérias foram cultivadas em meio CV. Os tratamentos utilizados conti-
nham culturas com 24h, 48h e 72h de crescimento, conforme sugerido
em Martin et al. (2004), em dilui¢es de 10%-10'2 células mL"', em tampéo
fosfato pH 6,5, e os respectivos exsudatos foram esterilizados por filtra-
¢&o em membrana com 0,45 mm de poro. Os controles foram feitos com
agua destilada e meio de cultura CV.

As lagartas foram alimentadas com dieta artificial de Hoffmann-Campo et
al. (1985). O experimento foi realizado segundo Barreto et al. (1999). No
bionsaio foram testadas 20 larvas de 2¢ instar da lagarta da soja para
cada tratamento. Cada pedago de dieta (2 cm x 0,8 cm x 0,5 ecm) foi em-
bebido nas suspensées contendo as bactérias e nos respectivos exsudatos
e foi oferecido as larvas, as quais foram mantidas em copos plasticos de
50 mL com tampa, a uma temperatura e umidade relativa aproximadas de
25°C e 50%, respectivamente. A cada 24 ou 48h foi acrescentada nova
dieta e o tempo de exposicdo as bactérias e aos exsudatos foi de 24h
para todos os tratamentos. A mortalidade foi acompanhada diariamente,
durante todo o periodo tarval.
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Resultados

Oz ensaios iniciais mostraram atividade antagonista promissora, princi-
palmente contra os fungos C. kikuchi, Colletotrichum sp. e Corynespora
sp. A atividade biocida foi confirmada utilizando a segunda metodologia,
com o fungo crescendo na parte central da placa. Essa segunda
metodologia também se mostrou mais eficaz na avaliagdo da atividade
antifingica. E interessante observar que o potencial antifiingico dos dois
isolados da Amazdnia foi superior ao da estirpe padrao, e que os trata-
mentos com as culturas de células foram mais eficientes quando compa-
rados aos tratamentos com os exsudatos. Shirata et al. {2000) demons-
traram uma atividade inibitéria da violaceina produzida por
Janthinobacterium lividum, que foi particularmente forte contra
Colletotrichum dematium e Rosellinia necatrix, os quais causam antracnose
& 0 apodrecimento branco das raizes de amoreira, respectivamente. Esse
resultado ratifica a existéncia de atividade fungicida da violaceina, tam-
bém produzida pelas celulas de C. violaceum.

Nao foi verificada atividade inseticida de C. violaceum contra a lagarta da
soja em nenhum dos tratamentos. Também nao foi verificado qualquer
tipo de inibigdo no desenvolvimento da lagarta. As bactérias purpuras tais
como C. violaceum nao sao, freqlentemente, isoladas de insetos e, tam-
bém, ndo sdo consideradas seus patégenos, mas foi verificado, por Martin
et al. (2004), que a estirpe PRAA4-1 de Chromobacterium sp., isolada em
Maryland, nos Estados Unidos, & téxica as larvas do besoure da batata do
Colorado (Coleoptera: Chrysomelidae), o que demonstra a capacidade
inseticida desse tipo de bactéria e reforga a necessidade de busca de
novos métodos para sua utilizag&o no controle bioldgico de pragas agri-
colas.

Consideragdes Finais

Houve indicacdo de atividade biocida em Chromobacterium violaceum
contra fungos fitopatégenos de sementes de soja, mas n&o foi cbservada
atividade inseticida contra a lagarta da soja.
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