Chromobacterium violaceum é uma bactéria Gram-
negativa de vida livre presente em ecossistemas
tropicais e subtropicais, a qual é abundante nas
margens do Rio Negro e tem sido estudada no
Brasil nos ultimos trinta anos. O genoma completo
dessa bactéria foi sequenciado e anotado, e as
sequéncias estao disponiveis para consulta publica
no GenBank (BRAZILIAN NATIONAL GENOME
PROJECT CONSORTIUM, 2003). Entre os produtos
do metabolismo da C. violaceum que apresentam
atividade antimicrobiolégica (DURAN & MENCK,
2000; MATZ et al., 2004) esta a violaceina, que é
um pigmento nao difusivel de estrutura dimérica
formado pela condensacao de duas moléculas
modificadas de triptofano (AUGUST et al., 2000).
A existéncia de um mecanismo de quorum sensing
que regula a producao desse pigmento em culturas
de C. violaceum tem sido relatada. Adicionalmente
a sintese de pigmento, em resposta ao sinal de
quorum, a molécula indutora (HHL) da sintese de
violaceina ativa a producao de quitinases que
apresentam atividade quitinolitica extracelular
(CHERNIN et al., 1998). A atividade da quitinase
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bruta extraida de 7richoderma harzianum sobre
micélio do fungo Colletotrichum gloeosporioides foi
testada em experimentos conduzidos com micélios
cultivados por 24 até 72 horas. Trés periodos de
tempo de interagcdo com a enzima também foram
avaliados. Anomalias na estrutura das hifas foram
observadas a partir de 24 horas de interacao, e a
dissolucdo completa das hifas ou formacao de
estruturas semelhantes a pequenas vesiculas foi
observada apds 72 horas de interacao (SANDHYA
et al., 2005). No entanto, além de violaceina e
quitinases, podem existir outras proteinas e
peptideos expressos pela bactéria que apresentem
atividade antifungica.

O objetivo deste trabalho foi testar fracdes de
extratos proteicos de C. violaceum, distintas
guanto a solubilidade, com relacao a atividade
inibitéria da protrusao de hifas dos esporos de
Colletotrichum sp. isolado de folhas de
guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis) com
sintomas de antracnose.
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Os esporos foram obtidos a partir do cultivo de
Colletrotrichum sp., isolado do filoplano de
guaranazeiros, em meio de fubarina-agar (20 g +
17 g), durante oito dias, com fotoperiodo de 24
horas, sob temperatura ambiente, no laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Amazénia Ocidental.
Foram testadas quatro fracdes proteicas de C.
violaceum, cepa ATCC12472. O fracionamento foi
realizado por solubilizacdes sucessivas da proteina
total intra ou extracelular liofilizada em agua
ultrapura (MilliQ) ou etanol absoluto, seguidas de
sonicacao e centrifugacao para aproveitamento dos
precipitados ou sobrenadantes. Para as fragcboes A e
B, foram realizadas duas extracdes com etanol, e
os precipitados foram ressuspendidos em agua
ultrapura, novamente liofilizados e mantidos a -20
°C. As fracdes C (precipitado) e D (sobrenadante
em etanol) foram obtidas dessa mesma maneira,
com um passo adicional de passagem por filtro de
polyethersulfone com poros de 0,22 um. O etanol
presente na fracdo D foi evaporado a temperatura
ambiente. As extracdes iniciais com etanol também
foram Gteis para reduzir a contaminacao das
fracGes por violaceina, na tentativa de minimizar
possiveis efeitos desse composto sobre os esporos
do fungo.

Portanto, as fracOes testadas foram A — proteinas
intracelulares hidrofilicas insolUveis (precipitado) em
etanol absoluto, extraidas ap6és cultivo em meio M9
(meio minimo, MANIATIS, 1982); B — proteinas
extracelulares hidrofilicas insoliveis em etanol
extraidas do meio M9 recolhido apés o cultivo; C —
proteinas intracelulares hidrofilicas e D — proteinas
intracelulares sollveis em etanol extraidas apds
cultivo em meio LB (meio enriquecido, MANIATIS,
1982).

A concentracao de proteinas contidas em cada
fracdo (mg mL") foi estimada por
espectrofotometria a 280 nm, utilizando BSA como
padrao indireto. Para testar quantidades pequenas
de cada fracdo, de modo a permitir que os
experimentos fossem realizados com réplicas, as
solucdes de proteinas foram espalhadas sobre
plugs de agar a 1,5% em PBS (phosphate buffered
saline), com 1,8 cm de didmetro e 2 mm de
espessura, utilizando alca de Drigalzky.
Quantidades (ug) iguais das proteinas de cada
fracao foram depositadas sobre cada p/ug. Volumes
iguais da suspensao de esporos de Colletotrichum,
em diluicao preparada para que estivessem
presentes aproximadamente 50 esporos por campo
do microscépio 6ptico, foram depositados sobre os
plugs da mesma maneira. As fracdes proteicas
foram ressuspendidas em PBS com 4% de DMSO
(dimethylsulfoxide). Para controle, foram realizados
os mesmos procedimentos, com excec¢ao da adicao
das proteinas liofilizadas ao PBS com DMSO. As
fracOes proteicas foram testadas das seguintes
maneiras:

1 A 6 300
2 A 6 1.200
4 B 6 300
5 B 6 1.200
7 A 4 400
8 A 4 1.600
10 B 4 400
11 B 4 1.600
13 C 4 400
14 C 4 1.600
16 D 4 400
17 D 4 1.600

Tratamentos identificados com os nimeros 3, 6, 9,
12, 15 e 18 sao controles (ndo houve adicao de
fracdes proteicas). Experimentos de interacao e
tratamentos controle com duracao de duas horas
também foram realizados. A temperatura de 28 °C
foi mantida durante o periodo de interacdo. A
varidvel analisada foi a razdo entre o nimero de
esporos para os quais foi observada a protrusao de
hifas, passadas as quatro ou seis horas de
interacdo com as fracdes proteicas, e o nimero
total de esporos contados. A contagem dos
esporos foi realizada em 10 campos do microscépio
sobre cada plug, utilizando aumento de 40x, com
um minimo de um p/ug e 10 campos por
tratamento. Cada campo contado foi considerado
uma repeticao. Para as fracdes A e B foram
avaliados 19 plugs, ou seja, 190 repeticGes. Para a
fracao C foram avaliados 3 p/lugs e para a fracao D
foram avaliados 2 p/ugs. Os resultados foram
analisados pelo teste Z para proporcdes (FOX et al.,
1985), ao nivel de significancia de 5%.

Para o gel bidimensional foi utilizado o extrato nao
fracionado de proteinas intracelulares de C.
violaceum. O cultivo das bactérias, em M9, por
sete horas, foi realizado na FIOCRUZ; e a extracao
das proteinas, no Laboratério de Preparo de
Amostras/Tecnologia de DNA da UFAM. Foram
utilizados 125 g de proteina, ressuspendidos em
0,5% de IPG buffer em Rehydration DeStreak
solution (GE Life Sciences) por gel. A
eletrofocalizacao foi realizada em fita de pH 3 11
NL, com um total de 28.500 Vh. A segunda
dimensao da eletroforese foi realizada em gel de
acrilamida/bisacrilamida a 12%, 50 mA por gel,
durante trés horas, em tampao TRIS-glicina.

Nao foi observada protrusao de hifas nas
observacbes com duas horas de duracdo. Foram
contados 10.230 esporos, incluidos todos os
demais experimentos, distribuidos em seis
tratamentos e controles (Fig. 1). Em média foram
contados 33 + 21 esporos por campo de
observacao do microscopio.
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Fig. 1. Esporos de Colletotrichum sp. isolado em guaranazeiro contados em experimentos de interacdo com fracdes
proteicas de Chromobacterium violaceum. Barras brancas representam o total de esporos. Barras pretas representam
esporos que apresentaram protrusdo de hifas. Os tratamentos sao indicados sob as barras. A, B, C e D sdo as
denominacdes das fragcées, conforme Material e Métodos. 1 e 4: 300 g de proteinas; 2 e 5: 1.200 g de proteinas; 7, 10,
13 e 16: 400 g de proteinas; 8, 11, 14 e 17: 1.600 g de proteinas; 3, 6, 9, 12, 15 e 18 controles (EMBRAPA

AMAZONIA OCIDENTAL, 20086).

De maneira geral, nos ensaios com as fragcdes A e
B, os tratamentos com maiores quantidades de
proteina reunidos apresentaram-se mais efetivos do
gue os tratamentos com menores quantidades. No
entanto, o nimero de horas também teve efeito
significativo, sendo os tratamentos de interagdo por
guatro horas mais efetivos que aqueles realizados
por seis horas. Além disso, a fracao intracelular
apresentou mais atividade que a fracao
extracelular.

A fracdo A, proteinas intracelulares hidrofilicas
insoltveis em &lcool, gerou resultados
significativamente diferentes dos controles nos
experimentos realizados com 300 pg e 1.200 ug de
proteinas, por seis horas e naqueles realizados com
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400 ng e 1.600 ng de proteinas, por quatro horas.
Além disso, 300 ug e 1.200 ng (tratamentos 1 e 2)
de proteina diferiram significativamente e 1.200 ng
foram mais efetivos do que 300 pg quanto a
inibicdo da germinacao dos esporos de
Colletotrichum. Uma vez que 400 ug nao diferiram
de 1.600 png (tratamentos 7 e 8), pode ser que a
partir de 400 png o componente ativo dessa fracao
proteica tenha sido efetivo independente do tempo
de reacao. A diferenca entre 300 ug e 400 ng
(tratamentos 1 e 7) de proteinas favorece essa
possibilidade. Ademais, essa fracao apresentou
mais atividade do que a fracao extracelular (B), nas
mesmas concentracdes e tempos de reacao (Fig.
2).

Fig. 2. Resultados do teste Z aplicado a proporcéo de
esporos que apresentaram protrusao de hifas no nimero
total de esporos de Colletotrichum sp. isolado de
guaranazeiro expostos a interacdo com fracoes proteicas
de Chromobacterium violaceum. 1 a 3 fracédo A, seis
horas, 4 a 6 fracdo B, seis horas, 7 a 9 fracdo A,
qguatro horas, 10 a 12 fracdo B, quatro horas, 13 a 15
fracdo C, quatro horas, 16 a 18 fracdo D, quatro horas.
1e4-300 g de proteinas; 2 e 5 - 1.200 g de proteinas;
7. 10, 13 e 16 - 400 g de proteinas; 8, 11, 14 e 17 -
1.600 g de proteinas. 3, 6, 9, 12, 15 e 18 controles
(nenhuma interacdo com fracdes proteicas). Quadriculas
preenchidas em cinza representam diferencas
significativas obtidas para experimentos com quantidades
diferentes e controles de cada fracdo. Quadriculas
pontilhadas representam diferencas significativas entre
testes com fracOes diferentes. ns = diferenca nao
significativa (EMBRAPA AMAZONIA OCIDENTAL, 20086).
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A atividade antagénica da fracao B, proteina
extracelular hidrofilica insoltivel em alcool, s6 foi
diferente do controle quando observada com quatro
horas de experimentacdo. Uma hip6tese para
explicar esses resultados é que a atividade das
proteinas presentes nessa fracao reduziu-se ao
longo do tempo de observacao por perda de
conformacao ou por interacdao com outros
componentes proteicos. A quitinase bruta extraida
de Trichoderma harzianum reteve apenas 48% da
atividade depois de incubada por 40 minutos a 40
°C (SANDHYA et al., 2005). E, ao contréario do que
foi verificado nos testes com a fracdo A, nos
experimentos com quatro horas de duracdo nao
houve diferenca entre quantidades das proteinas
utilizadas nos experimentos (tratamentos 10 e 11),
entdo supoOe-se que, para essa fracdo, o tempo de
interacao seja uma variavel mais influente sobre os
resultados do que as concentracoes. Essa hipdtese
também se apoia na efetividade da menor
concentracao das proteinas no extrato (400 png,
tratamento 10) quando houve interacao por quatro
horas do que da concentracdo de 1.200 ng durante
seis horas de interacao (tratamento 4).

Entre as proteinas que sao expressas por C.
violaceum e que podem ter efeito antagbénico sobre
Colletotrichum estao as quitinases. S3o propostas
para explicar a acao antiflngica das quitinases: a
interferéncia com a germinacao dos esporos, lise
das hifas ja desenvolvidas, como ja foi citado, e a
degradacao do apice das hifas (SANDHYA et al.,
2005). Quitinases de mamao produzidas por
expressao heteréloga causaram a inibicao da
germinacao de esporos de Alternaria brassicola, in
vitro (CHEN et al., 2007). Essas enzimas sao
extracelulares, e se estivessem bem representadas
na fracdo B, esta fracdo poderia ter inibido a
protrusdo de hifas de uma proporcdo maior de
esporos do que a fracao A. No entanto, ndo se
sabe qual o efeito do préprio meio sobre as
proteinas secretadas pela bactéria. No genoma de
C. violaceum existem diversos genes que codificam
endo e exoquitinases, com diferentes padroes de
expressao, pontos isoelétricos, pHs 6timos de
atividade e afinidades pelos substratos. Além disso,
essas proteinas podem ter ficado retidas no espaco
intracelular ou periplasmatico durante o transito
para a secrecao e, por isso, terem sido incluidas na
fracdo A ou, ainda, terem tido expressao reduzida,
uma vez que as bactérias foram cultivadas em meio
M9 por apenas sete horas, condicao em que a
producao de violaceina, indicador da ativacao dos
mecanismos de gquorum sensing que é comum para
violaceina e quitinases (CHERNIN et al., 1998),
também foi menor (REDE PROTEOMICA DO
ESTADO DO AMAZONAS, resultados ndo
publicados). Hipotese adicional para a ocorréncia de
atividade biolégica mais pronunciada da fracdo A
pode ser a presenca de proteinas antagdnicas
diferentes das quitinases nessa fracao.

Nos ensaios de interacao por quatro horas, a fracao
A foi mais efetiva que todas as outras em maior ou
menor quantidade de proteinas e a fracao B foi
mais efetiva que C e D. As fracdes C e D
apresentaram resultados de dificil interpretacao e
foram, ao mesmo tempo, menos ativas do que
todas as outras. A fracao C sé diferiu do controle
em maior quantidade, observando-se um nimero
proporcional maior de germinacdes apds a
interacao do que no controle, e a fracao D diferiu
do controle apenas na menor concentragdo. Uma
vez que o fracionamento foi muito similar aquele
utilizado para obtencao da fracdo A, com excecao
da utilizacao de filtragem, é possivel que a
utilizacdo de um filtro com afinidade por proteinas
tenha eliminado parte dos componentes ativos.
Pode ser também que os resultados estejam
refletindo as alteracdes nos padroes de expressao
de proteinas causadas pelo cultivo em meio LB,
porque a fracao A foi obtida de bactérias cultivadas
em M9 e as fracdes C e D, de bactérias cultivadas
em LB.

Outrossim, enzimas, como a quitinase, apresentam
geralmente conformacao globular, e os
aminodacidos carregados em pH fisiolégico sao
mantidos no exterior das moléculas (STRYER,
1988) quando estdao em conformacao nativa. Por
isso, deveriam ter mais afinidade pela fracao
aquosa dos extratos (A e B), que é mais polar, e
nao estariam presentes nas fracdes etandlicas (D),
a menos que tenham perdido a conformacao ao
longo da extracao e provavelmente a atividade.
Isso pode ser parte da explicacao para a baixa
atividade biolégica identificada para as proteinas
nessa fracao.

O fracionamento das proteinas intra e
extracelulares de C. violaceum resulta em fracoes
menos complexas que valorizam os resultados de
bioensaios, no sentido de indicar para que fracoes a
analise espectrométrica dos componentes sera
proveitosa para a identificacdo de componentes
bioativos. Também, pode-se considerar que a
identificacdo de cada specimen presente em um
conjunto menor de proteinas, nos géis
bidimensionais, pode ser mais facil do que em géis
de proteina total (Fig. 3). A partir dos resultados
desses experimentos, pode-se concluir que a fragao
B deveria ter os componentes identificados. A
fracao A é ainda muito complexa e talvez possa ser
fracionada novamente, utilizando-se outros
solventes ou outros critérios de discriminacao,
antes do isolamento de spots em géis bi-
dimensionais para identificacdo dos peptideos por
espectrometria.
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Fig. 3. Gel bidimensional de proteinas totais intracelulares de Chromobacterium violaceum, cultivada por sete horas em

meio LB (EMBRAPA AMAZONIA OCIDENTAL, 200, 2007).
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