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Introducao

O C. guaranicola é o fungo causador da antracnose do guaranazeiro (Paullinia cupana
var. sorbilis), doenca que, no Estado do Amazonas, causa perda de produtividade
significativa para os produtores de guarana. A C. violaceum bactéria saprofita pigmentada ou
nao, de vida livre em ambientes edaficos e aquaticos, gram-negativa e aerdbica facultativa,
esta presente numa ampla variedade de ecossistemas, em regides tropicais e subtropicais,
como na bacia do Rio Negro na Amazodnia Brasileira.

Em 2003, o BRAZILIAN NATIONAL GENOME PROJECT CONSORTIUM (2003)
reportou a sequéncia completa do genoma de C. violaceum, que consiste de um unico
cromossomo circular de 4.751.080 de pares de bases e 4.431 proteinas putativas. A
disponibilidade do genoma sequenciado abre novas perspectivas para o estudo de um
organismo, entre elas a analise da estrutura e fungao das suas proteinas (Klose, 1999). Por
isto, entre outros motivos, a C. violaceum foi escolhida como objeto da analise da Rede
Protedmica do Estado do Amazonas.

Como membro da Rede Protebmica, o Laboratério de Biotecnologia Vegetal da
Embrapa Amazénia Ocidental tem interesse na identificacdo de polipeptideos da bactéria
que apresentem acéo controladora sobre o crescimento de fungos fitopatogénicos. Como
primeiros passos para atingir este objetivo estamos verificando se ha interacdo entre a
bactéria e alguns daqueles fungos, quando s&o co-cultivados.

Objetivo

Verificar a existéncia de interacéo entre Chromobacterium violaceum e Colletotrichum
guaranicola co-cultivados em meio M9.
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Material e Métodos

Isolados de microrganismos: o isolado
ATCC12472 de C. violaceum foi obtido no
Laboratério de Tecnologia de DNA da
Universidade Federal do Amzonas. O
isolado de C. guaranicola foi obtido no
Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Amazobnia Ocidental e é proveniente de

Maués.

Meios e condigcoes de cultura pré-
interacao: coldnia isolada de C violaceum
ATCC12472 foi inoculada em 5 ml de meio
1989) e
cultivadas por 16 horas, a 35 °C e 240 rpm.

LB liquido (Sambrook et al.,
Esta cultura foi centrifugada e
ressuspendida em 1,6 ml de meio M9
(Sambrook et al., 1989) liquido. O numero
de ufes (unidades formadoras de colbnias)
na suspensdo de células foi titulado por
plagueamento em LB sdélido. O micélio do
isolado de C. guaranicola foi repicado para
meio LB fresco sete dias antes do co-
cultivo. Estes experimentos foram
realizados como preparagdao para o0 CO-
cultivo dos microrganismos e foram
repetidos por trés semanas consecutivas,
no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da
Embrapa Amazénia Ocidental, ao longo do
més de abrilde 2005.

Meios e condicoes de cultura dos
experimentos de co-cultivo e controle:
100 ul da suspensao de C. violaceum em
M9 foram espalhados em placas de Petri de
90 mm e cultivados por 16 horas a 35°C. Um
disco de 6 mm de diametro de meio LB
colonizado por micélio de C. guaranicola foi,
em seguida, indroduzido no centro de cada

placa de Petri (tratamento de co-cultivo).
Simultaneamente foram inoculados discos
de 6 mm diametro colonizados pelo mesmo
micélio de C. guaranicola no centro de
placas de M8 n&o colonizadas por C.
violaceum (tratamento controle). Os
microrganismos foram co-cultivados por
sete dias a temperatura ambiente e
fotoperiodo natural com luminosidade
incidente de cerca de 100 Lux. Os
experimentos de co-cultivo e controle foram
repetidos por trés semanas consecutivas,
com 15 repeticbes por semana, no
Laboratério de Biotecnologia Vegetal da
Embrapa Amazénia Ocidental, ao longo do

més de abril de 2005.

Coleta de dados e analises estatisticas:
foram coletados, semanalmente, os titulos
das culturas de pré-interacdo de C.
violaceum (ufc/ml de cultura) e a medida do
diametro do micélio de C. guaranicola (cm)
submetido e ndo submetido a co-cultivo com
C. Violaceum.

Resultados e Discussao

O titulo das culturas de C. violaceum
permaneceu dentro da mesma ordem de
grandeza ao longo de todo o experimento
(Tabela 1). Considerou-se que foram
plagueadas no M9 para os experimentos de
co-cultivo cerca de 2 x 10° ufc/cm’ de placa
de Petri, em todas as repeti¢des.
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Tabela 1. Titulo estimado para culturas de C.
violaceum ao longo dos experimentos de pré-
interagao (Embrapa Amazénia Ocidental, 2005).

Semana ufc/ml (x 108)
I 4,7
Il 4,5
1l 6,0
média 51+ 0,8

Considerou-se que a velocidade de
crescimento dos micélios de C. guaranicola,
repicados uma semana antes do inicio de
cada repeticdo dos experimentos
permaneceu estavel, o que foi demonstrado
pela auséncia de variacao estatisticamente
significativa entre repeti¢cdes do tratamento
controle. Como ndo houve também efeito
significativo de repeti¢cdes sobre o co-cultivo
(Tabela 2,

significativo),

efeito de repeticdo néo
parece ter-se alcancado
condicbes de estabilizacdo do vigor dos
dois microrganismos, 0 que permitiu
realizar o co-cultivo padronizadamente nas
trés repeticdes.

Tabela 2. Quadro de andlise de varidncia da medida

domicéliode C. guaranicola co-cultivado ou ndo com
C. violaceum (Embrapa Amazénia Ocidental, 2005).

Fontes variagdo GL QM Probabilidade
Blocos (repeticbes) 2 0,0066

Tratamentos 1 46,4816 < 0,001
Residuo 2 0,0066

Houve diferenga significativa entre
os dois tratamentos e o crescimento do
fungo foi inibido pela presenca da bactéria
em todas as placas de todas as repeticoes.
O diametro médio do micélio foi de de 1,1
0,4 cm quando co-cultivado com C.
violaceum e de 5,3 0,5 cm no tratamento

controle, ou seja, na auséncia da bactéria.

Verificou-se a producdo de
violaceina (Figura 1) mesmo no meio
"minimo" utilizado nos experimentos. Este
pigmento é produzido pela bactéria por
conjugacao de duas moléculas do
aminoacido triptofano modificadas e tem
atividade antimicrobiana (Rettori & Duran,
1998; August et al., 2000), ndo testada
especificamente contra C. guaranicola, até
0 momento.

E possivel aventar duas hipéteses
para explicar que efeito antagbnico esta em
curso durante o co-cultivo: 1) ha competicéo
por nutrientes e a bactéria é mais eficiente
para colonizar o meio e/ou, 2) ha um
mecanismo de suporte ao antagonismo,
que provavelmente envolve a producgao de
violaceina, e este ndo se limita a
competicdo.

Em experimentos anteriores,
comparou-se a inibicdo do crescimento do
fungo em co-cultivo com a bactéria, nos
meios de cultura M9 (meio "minimo") e LB
(meio "enriquecido”). Verificou-se que a
inibicdo foi mais efetiva em meio LB, onde o
diametro médio do micélio foi 1,07 0,38 cm,
contra 1,31 0,64 cm encontrado no M9.
Supde-se que, tratando-se de competicao
por nutrientes, ainda que sofrendo inibigao
de crescimento por competicdo com a
bactéria, o micélio do fungo pudesse ter
apresentado diametro médio maior no meio
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Figura 1. Placas de Petrifotografadas apés uma semana de crescimento do C. guaranicola em meio de cultura M9 em co-
cultivo com C. violaceum (A) e na auséncia da bactéria (B). Observe-se, em A, a produgdo de pigmento violaceo e de um halo
discreto do pigmento em torno do disco de micélio inoculado no centro da placa (Embrapa Amazénia Ocidental, 2005).

Quanto a mecanismo de suporte ao
antagonismo que envolva a violaceina, é
reconhecida a existéncia de uma funcao
"quorum sensing" que dispara a producéo
deste pigmento em culturas de C.
violaceum. Ocorre que em resposta ao
sinal de "quorum", a molécula indutora
(HHL) da sintese de violaceina ativa,
simultaneamente, a producao de quitinases
que apresentam atividade quitinolitica
extracelular (Chernin et al., 1998). A quitina
é polissacarideo presente na parede celular
de muitos fungos filamentosos. N&o existe
descricao detalhada da constituicao da
parede celular de C. guaranicola, mas a
utilizacdo de quitinases para o controle do
crescimento de fungos do género
Colletotrichum é estratégia que tem sido
perseguida (Viswanathan e Samiyappan,
2001; Sandhya etal., 2005).

Conclusao

Ocorre antagonismo entre
Colletotrichum guaranicola e
Chromobacterium violaceum em meio de
cultura M9, interacdo que envolveria
competigao por nutrientes e/ou producédo de

fungistaticos pela bactéria.
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