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RESUMO

CARDOSO, Jackelyne Panta. Dindmica de quorum sensing e producao de violaceina em
cocultivos de Chromobacterium subtsugae e Bacillus. Sao Cristovao: UFS, 2025. 98p.
(Dissertagao — Mestrado em Agricultura e Biodiversidade).*

A comunicacdo entre microrganismos desempenha um importante papel na regulacdo de
comportamentos coletivos, como a producdo de metabdlitos secundarios, incluindo pigmentos
com atividade bioativa. Em Chromobacterium subtsugae, a sintese de violaceina ¢ regulada por
mecanismos de guorum sensing (QS), que modulam a expressdo de genes em resposta a
densidade populacional bacteriana. Essa comunicagdao pode ser influenciada por interagdes
interespecificas, como o cocultivo com outras espécies bacterianas, que atuam como indutoras
ou inibidoras da expressdo génica relacionada ao QS. Diante disso, se investigou a influéncia
de interagdes microbianas sobre a sintese de violaceina, iniciando com uma revisao sistematica
da literatura seguida de ensaios experimentais de cocultivo. No primeiro capitulo, por meio da
revisdo sistematica, houve a identificagdo dos principais genes envolvidos, com destaque para
o papel de cvil, cviR e do operon vioABCDE, além das moléculas sinalizadoras e das estratégias
de interferéncia no quorum sensing, destacando suas potenciais aplicagdes biotecnoldgicas. No
segundo capitulo, houve a modulagdo experimental da producdo de violaceina em C. subtsugae
ATCC-31532, em cocultivos com diferentes espécies de Bacillus, com destaque para B.
thuringiensis subsp. kurstaki. A competicdo microbiana interespécies influenciou a biossintese
do pigmento. Por meio da microscopia eletronica de varredura, foram observadas alteragdes
morfologicas e a presenga de cristais Cry em coculturas com B. thuringiensis, evidenciando
respostas competitivas. Além disso, foram testadas quatro condi¢des de cultivo: C. subtsugae
isolada (CS), cocultivo sequencial com inoculacdo de C. subtsugae seguida da adicdo de B.
thuringiensis subsp. kurstaki apos 24 h (CS + BTK), cocultivo inverso com inoculagdo inicial
de B. thuringiensis subsp. kurstaki seguida da adi¢ao de C. subtsugae (BTK + CS), e cocultivo
simultaneo de ambas as espécies (CB). Observou-se que, no tratamento CS + BTK, houve o
maior incremento na producdo de violaceina em comparagdo ao cultivo isolado, enquanto os
arranjos BTK + CS e CB apresentaram niveis semelhantes ao controle. Assim, a dindmica
temporal das interacdes bacterianas exerce influéncia direta sobre a modula¢dao do quorum
sensing € a biossintese de metabdlitos secundarios, fornecendo subsidios para o
desenvolvimento de estratégias de otimiza¢ao na produgdo de compostos bioativos de interesse
farmacologico e industrial.

Palavras-chave: comunicagdo bacteriana, biossintese microbiana, coevolu¢do microbiana,
metabolitos secundarios, pigmentos naturais.

* Comité Orientador: Renata Silva Mann — UFS (Orientadora), coorientador: Paulo Roberto Gagliardi — UFS.
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ABSTRACT

CARDOSO, Jackelyne Panta. Quorum Sensing Dynamics and violacein production in
cocultures of Chromobacterium subtsugae and Bacillus. Sao Cristovao: UFS, 2025. 98. (Thesis
— Master’s in Agriculture and Biodiversity).

Microbial communication plays a critical role in regulating collective behaviors, such as the
production of secondary metabolites, including pigments with bioactive properties. In
Chromobacterium subtsugae, violacein synthesis is regulated by quorum sensing (QS)
mechanisms that modulate gene expression in response to bacterial population density. This
communication can be influenced by interspecies interactions, such as cocultivation with other
bacterial species, which may act as inducers or inhibitors of QS-related gene expression. In this
context, the influence of microbial interactions on violacein synthesis was investigated,
beginning with a systematic literature review followed by experimental coculture assays. The
first chapter, through the systematic review, identified the key genes involved, notably cvil,
cviR, and the vioABCDE operon, and showed molecules and quorum sensing interference
strategies, highlighting their potential biotechnological applications. In the second chapter,
experimental assays demonstrated modulation of violacein production in C. subtsugae ATCC-
31532 when cocultured with various Bacillus species, particularly B. thuringiensis subsp.
kurstaki. Interspecies microbial competition influenced pigment biosynthesis. Scanning
electron microscopy revealed morphological changes and the presence of Cry crystals in
cocultures with B. thuringiensis, indicating competitive responses. Four cultivation conditions
were tested: isolated C. subtsugae (CS), sequential coculture first inoculated with C. subtsugae
followed by B. thuringiensis subsp. kurstaki after 24 hours (CS + BTK), inverse coculture with
initial inoculation of B. thuringiensis subsp. kurstaki followed by C. subtsugae (BTK + CS),
and simultaneous coculture of both species (CB). The CS + BTK treatment showed the highest
increase in violacein production compared to monoculture, while the BTK + CS and CB
conditions yielded levels similar to the control. These findings suggest that the temporal
dynamics of bacterial interactions directly influence quorum sensing modulation and secondary
metabolite biosynthesis, providing a foundation for developing strategies to optimize the
production of bioactive compounds with pharmaceutical and industrial relevance.

Keywords: bacterial communication, microbial biosynthesis, quorum sensing inhibition,
microbial coevolution, secondary metabolites, natural pigments.

* Guidance Committee: Renata Silva Mann (Advisor), Paulo Roberto Gagliardi (Adjunct advisor).



1. INTRODUCAO GERAL

Os ecossistemas sao compostos por uma vasta diversidade de microrganismos que, ao
interagirem entre si € com o ambiente, desenvolvem mecanismos complexos de comunicagao
e sintese de metabolitos bioativos. Um desses mecanismos € o quorum sensing (QS) o qual
permite a coordenagdo de comportamentos celulares em fungdo da densidade populacional
bacteriana por meio de moléculas sinalizadoras. Essa forma de comunicagdo regula uma
variedade de fungdes bioldgicas, como a formacao de biofilmes, motilidade, viruléncia e a
producdo de metabolitos secundarios, tais como pigmentos e antibidticos (Netzker et al., 2015;
Azimi et al., 2020; Luis e Domingues, 2025).

Dentre os metabolitos microbianos, a violaceina, pigmento de coloragcdo violeta
produzido por algumas espécies de bactérias, em especial C. violaceum e C. subtsugae, é
resultado da condensagdo de duas moléculas de L-triptofano, regulada por um sistema de
quorum sensing do tipo acil-homosserina lactona (AHL). A violaceina possui propriedades
antibacterianas, antimicoticas, inseticidas e antitumorais, despertando interesse crescente na
area farmacéutica e industrial (Harrison e Soby, 2020; Immanuel et al., 2018; Lyakhovchenko
etal.,2022).

O género Bacillus, por sua vez, compreende bactérias Gram-positivas amplamente
distribuidas no ambiente e reconhecidas por sua versatilidade metabodlica. Esse género tem sido
explorado em diversas aplicagdes biotecnoldgicas devido a sua capacidade de produzir enzimas
industriais, antibioticos, lipopeptideos, probiodticos e adjuvantes vacinais. Além disso, € capaz
de crescer e sobreviver em condi¢des ambientais adversas, caracteristicas que reforgam seu
potencial como agentes de controle bioldgico e promotores de crescimento vegetal (Herrmann
etal.,2024; Liu et al., 2024; Meena e Kanwar, 2015).

Nesse contexto, o estudo de cocultura bacteriana tem se mostrado uma abordagem
promissora para investigar como interacdes entre diferentes espécies podem influenciar a
producdo de compostos bioativos. A cocultura busca reproduzir a complexidade dos habitats
microbianos naturais, tendo potencial de aumentar o titulo, a taxa e/ou o rendimento das
fermentagdes (Li et al., 2025). Interagdes sinérgicas ou antagOnicas entre microrganismos
podem desencadear respostas metabdlicas complexas, incluindo a ativagdo ou repressao de vias
biossintéticas. Assim, compreender como diferentes interagdes e arranjos de cocultivo
impactam a regulacao QS e, consequentemente, a producdo de violaceina pode oferecer novos
caminhos para a otimizagao de processos biotecnologicos.

Assim, este estudo tem como objetivo investigar a influéncia das interagdes microbianas
na dindmica de quorum sensing e na producdo de violaceina em cocultivos de

Chromobacterium subtsugae e Bacillus. Para isso, a atualizacdo no estado da arte do tema foi
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realizada através de revisao sistemadtica da literatura, seguida por experimentos com diferentes
estratégias de cocultivo, visando compreender como as interagdes interespécies afetam a sintese
do pigmento. Os resultados obtidos contribuem para o entendimento dos fatores que modulam
a biossintese de metabdlitos secundarios e ampliam as perspectivas de aplicacdo de

microrganismos na producao de compostos de interesse biotecnologico.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Introducao aos metaboélitos microbianos

2.1.1 Metabdlitos primarios

Os metabolitos primarios sdo aqueles considerados essenciais para o crescimento
adequado de microrganismos. Sdo fundamentais para o desempenho celular, pois fornecem
tudo que ¢ necessario para que a célula mantenha suas atividades vitais, dando suporte a
processos como crescimento, divisdo, maturaciao e reproducdo e permitindo que a célula se
mantenha funcional e em condi¢des adequadas de satde. Alguns exemplos conhecidos desses
compostos sao aminoacidos, nucleotideos e produtos finais de fermentacdo, como etanol e
acidos organicos. Entre as inimeras formas de producdo, a sintese microbiana de aminoacidos
se sobressai por sua elevada eficiéncia, baixo custo e menor impacto ambiental, além da
capacidade de gerar enantiomeros com alta pureza (Demain, 2018; Prabhu ef al., 2025; Sun et

al., 2015).

2.1.2 Relevancia dos microrganismos na producio e aplicacdo de metabélitos secundarios

Microrganismos sdo reconhecidos como importantes produtores de metabdlitos
secundarios (MS), sendo uma das principais fontes de compostos bioativos com ampla
aplicacdo biotecnoldgica. Esses metabolitos sdo geralmente sintetizados em fases especificas
do crescimento ou como resposta a condi¢des de estresse ambiental, refletindo a notavel
capacidade adaptativa desses organismos a ambientes em constante mudanga (Bind et al., 2022;
Choudhury et al.,, 2023; Haruna & Yahaya, 2021; Li ef al., 2024).

Ao longo das tltimas décadas, fungos e bactérias t€ém se destacado na produgao dos MS,
muitos dos quais sdo utilizados como base para medicamentos disponiveis no mercado. Em
especial, microrganismos endofiticos (bactérias, fungos e virus) tém sido amplamente
investigados, sobretudo em estratégias combinadas que buscam otimizar tanto a produgdo,
quanto a regulacdo dos metabolitos secundarios. Tais compostos apresentam atividades

antibacterianas, antifungicas e antitumorais e tém demonstrado potencial em setores como a



industria farmacéutica, agricola, alimenticia, cosmética e ambiental (Gakuubi et al., 2021;
Oladipo et al., 2022; Raimi e Adeleke, 2021; Yao et al., 2023).

Os MS produzidos por microrganismos podem ser classificados em diferentes
categorias de acordo com sua estrutura quimica, como antibioticos, toxinas, fitohormonios e
reguladores de crescimento de plantas. Sdo geralmente agrupados em cinco classes estruturais
e funcionais principais: os terpenos, que incluem substincias como volateis, glicosideos e
esterois; os fenolicos, representados por flavonoides e cumarinas; os compostos nitrogenados,
como os alcaloides; os peptideos, exemplificados por surfactina e iturina e os policetideos,
dentre os quais se destaca o 2,4-diacetilfloroglucinol (Balthazar et al., 2022; Dhanarasu, 2012;
Dong et al., 2022; Song et al., 2016; Tang et al., 2023).

Dentre os microrganismos, fungos dos géneros Aspergillus, Fusarium, Trichoderma,
Penicillium e Phomopsis estdo entre os mais frequentemente patenteados, refletindo sua
relevancia na descoberta de novos metabodlitos com aplicagdes industriais. Entre as bactérias,
destacam-se os géneros Streptomyces, Saccharopolyspora e Bacillus. Esse ultimo ¢
reconhecido por sua diversidade metabdlica e capacidade de produzir substancias antagonicas
com aplicacdes no controle bioldégico e na biotecnologia. Além disso, o género
Chromobacterium tem despertado crescente interesse, devido a produ¢do da violaceina um
pigmento com propriedades antimicrobianas, antioxidantes e antitumorais (Torres-Mendoza et
al., 2020; Bertrand et al., 2023; Fira et al., 2018; Singh et al., 2017; Park et al., 2021).

A biossintese de metabdlitos secundarios ¢ regulada por complexas redes genéticas e
metabolicas, muitas vezes ativadas durante a fase estacionaria do crescimento microbiano.
Esses compostos desempenham papéis estratégicos na competicdo por nichos ecologicos,
antagonismo microbiano e autodefesa, sendo determinantes para a sobrevivéncia dos
microrganismos em ambientes hostis. Tais caracteristicas ampliam o interesse cientifico na
elucidacdo desses processos, sobretudo para aplicagdes industriais (Kumar et al., 2021; Steinke
etal.,2021).

A utilizacdo de microrganismos como plataformas biossintéticas oferece vantagens
significativas, como baixo custo e eficiéncia de producdo. Essa abordagem pode ainda ser
aprimorada por manipulagdes genéticas e epigenéticas, resultando em compostos mais seletivos
e com mecanismos de agdo otimizados (Bind et al., 2022; Oladipo et al., 2022; Yonet et al.,
2024).

Nesse cenario, areas emergentes como a gendmica, epigenética, metabolomica e
bioinformatica vém sendo intensamente exploradas, oferecendo novas possibilidades para a
descoberta e caracterizacdo de metabolitos bioativos. Paralelamente, os avancos em biologia

sintética e engenharia metabodlica t€ém permitido a otimizacao dos rendimentos e a geracao de
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compostos inéditos com propriedades bioativas (Gakuubi et al., 2021; Ragozzino et al., 2025;
Vinale e Sivasithamparam, 2020).

Dessa forma, a importancia dos microrganismos na produ¢do de compostos bioativos
vai além de sua fungdo ecologica, consolidando-se como uma fonte estratégica de novos
farmacos, promotores de crescimento vegetal, agentes de resisténcia a estresses abioticos e
bioldgicos e solugdes sustentaveis para diversas demandas humanas. As pesquisas nessa area
tém potencial de impacto em campos como a medicina, a agricultura e a industria alimenticia e
de cosméticos, além de reforcarem o papel dos microrganismos na biologia vegetal e na

biotecnologia (Choudhury et al., 2023; Pandey, 2019; Mohd Zahid et al., 2024).

2.2. Caracteristicas microbiologicas dos géneros Bacillus e Chromobacterium e

2.2.1 O género Bacillus

O género Bacillus é composto por bactérias Gram-positivas, em forma de bastonete,
presentes nos mais diversos ambientes, formadoras de endésporos, podendo ser aerdbicas ou
facultativamente anaerdbias. Espécies como Bacillus subtilis, Bacillus velezensis e Bacillus
thuringiensis estdo entre as mais estudadas, principalmente pela sua capacidade de produzir
metabolitos que possuem intimeras aplicabilidades biotecnologicas (Qiao et al., 2024; Silva,
Rodrigues e Ulian, 2021; Son et al., 2019).

Esses microrganismos possuem capacidade de produzir lipopeptideos, como surfactina,
a fengicina, com atividades antibacteriana e antifingica. Além disso, sintetizam compostos
como bacilisina, bacileno, bacilibactina e sider6foros, os quais podem ser utilizados em
estratégias de biocontrole e promocao do crescimento vegetal. Outro destaque ¢ a producao de
acidos poli-hidroxialcanoatos (PHAs), devido a auséncia de lipopolissacarideos em sua
estrutura celular, tornando-os candidatos ideais para aplicagdes biomédicas. No caso especifico
de B. thuringiensis, por exemplo, destaca-se a producdo de proteinas Cry (Crystal),
consideradas inseticidas, usadas em formulagdes pulverizaveis ou produzidas em culturas
transgénicas. Além disso, possui a capacidade de produzir uma f-exotoxina conhecida como
turingia, um MS termoestavel com atividade inseticida contra uma ampla gama de ordens de
insetos e de nematodides (Abdel-Mawgoud, Aboulwafa e Hassouna, 2008; Meena e Kanwar,
2015; Sa et al., 2018; Zhang e Sun, 2018; Jurat-Fuentes, Heckel e Ferr¢, 2021; Sparks ef al.,
2012).



2.2.2 O género Chromobacterium

O género Chromobacterium pertence a familia Chromobacteriaceae ¢ a classe de
bactérias Gram-negativas B-proteobactérias. Bactérias deste género sdao caracterizadas por
apresentarem células em formato de bastonete, ocorrendo isoladamente em pares ou em
cadeias curtas, podendo ser anaerdbias facultativas encontradas no solo e/ou agua, tanto em
climas tropicais, quanto subtropicais (Monnerat et al., 2020; Abedin et al., 2024; Adeolu e
Gupta, 2013; Johnson ef al., 2023).

Quatorze espécies compreendem ao género Chromobacterium: C. violaceum, C.
subtsugae, C. aquaticum, C. haemolyticum, C. pseudoviolaceum, C. piscinae, C. vaccinii, C.
amazonense, C. rhizoryzae, C. alkanivorans, C. sphagni, C. fluviatile, C. paludis e C.
phragmitis. Essas espécies destacam-se pela sua capacidade de produzir pigmentos roxos,
violaceina e desoxiviolaceina. Destas, C. violaceum se destaca como modelo produtor de
violaceina e em estudos de comunicagdo bacteriana. Além disso, foi a primeira espécie do
género Chromobacterium a ter seu genoma completamente sequenciado (Parte et al., 2020;
Blackburn et al., 2020; Park, H. et al., 2021; Choudhary et al., 2024).

A espécie C. subtsugae vem ganhando destaque devido a suas aplicagdes na agricultura,
seja diretamente ou através de seus metabolitos secundarios, que apresentam estabilidade ao
calor e resisténcia a protease. Dentre esses metabolitos, estdo a violaceina, os sideroforos, o

cianeto de hidrogénio e as quitinases (Martin et al., 2007; V6ing, Harrison e Soby, 2015).

2.3. Violaceina: Estrutura, Producao e Aplicacoes

2.3.1 Caracteristicas quimicas e estrutura molecular da violaceina

A violaceina ¢ um pigmento violeta produzido por bactérias gram-negativas, sendo o
género Chromobacterium um dos maiores produtores (Duran, Favaro, et al., 2021). Com peso
molecular 443,3 g/mol, ¢ classificada como um composto bisindélico formado por trés
heterociclos € uma molécula de 2-pirrolidona que liga dois inddis, um oxinddis e um 5-

hidroxiindéis (Figura 1) (Rivero Berti et al., 2023).



Figura 1 - Estrutura quimica da violaceina.

Fonte: Rivero Berti et al. (2023)

Devido a sua natureza altamente hidrofobica, a violaceina é insoluvel em meios
aquosos, mas parcialmente solivel em solventes organicos como metanol, etanol e DMSO. Sua
biossintese envolve a condensacao de duas moléculas de L-triptofano catalisadas por uma série
de cinco reagdes enzimaticas mediadas pelas enzimas VioA-E (Park et al., 2021; Duran et al.,
2021).

A sua estrutura quimica apresenta duas unidades, cada uma contendo um anel pirrol
conjugado a um anel benzénico. A estrutura de alta ressonancia compreende um composto
aromatico conjugado a grupos acrilicos permite a absor¢do de radiagdo UV de alta energia.
Espectros de UV-Visivel revelam dois picos maximos em Amax = 577-585 nm, dependendo do
solvente organico utilizado, permitindo assim sua quantificagdo por meio de métodos

espectrofotométricos (Suryawanshi ef al., 2015; Abboud e Arment, 2013).

2.3.2 Bactérias produtoras de violaceina e mecanismos biossintéticos

Viarios organismos gram-negativos que apresentam consideraveis distancias
filogenéticas e presentes em diferentes nichos ambientais foram relatados como sintetizadores
de violaceina, tais como membros dos géneros Janthinobacterium, Alteromonas,
Chromobacterium, Collimonas, Duganella, Pseudoalteromonas, Massilia e lodobacter
(Doing, Perron e Jude, 2018; Durén et al., 2007; Kuzyk et al., 2021).

Para a violaceina ser sintetizada, ¢ necessaria uma série de sequéncias com reagdes
enzimaticas, sendo catalisadas por cinco enzimas que sdo codificadas pelos genes vioA4, vioB,
vioC, vioD e vioE. Inicialmente, a L-triptofano oxidase (VioA) catalisa a desaminacao
oxidativa do L-triptofano, resultando na producao de acido indol-3-piravico (IPA) na presenga

de dinucledtido de flavina adenina (FAD). Em seguida, o IPA ¢ convertido em um dimero de
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imina [PA (CAP) pela policetideo sintase (VioB). Posteriormente, a enzima VioE converte o
CAP em acido protodesoxiviolaceinico, o qual € entdo transformado em desoxiviolaceina por
meio da oxidacdo por uma monooxigenase (VioC). Subsequentemente, o 4cido
protodesoxiviolaceinico ¢ hidroxilado pela triptofano hidroxilase (VioD), gerando o acido

protoviolaceico, que por fim € convertido em violaceina pelo VioC (Park et al., 2021; Xu et

al., 2022; Batista et al., 2024) (Figura 2).

Figura 2 - Via biossintética da violaceina.
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Fonte: Bilsland ef al., 2018.

A produgdo de violaceina ¢ acionada em densidades celulares elevadas por meio de um
sistema de sinalizacao de quorum sensing (QS), um tipo de comunicacao célula-célula, que ¢

baseado em acil homosserina lactona (AHL), uma molécula sinalizadora que se liga ao



receptor. Esse sistema ¢ composto pela enzima sintase de AHL, Cvil, e pelo receptor CviR.
Quando os AHLs se ligam ao CviR, ocorre a ativacao da transcri¢do do operon vioABCDE,
resultando na indugdo da produg¢do de violaceina.

A producao de violaceina ¢ acionada em densidades celulares elevadas, por meio do
quorum sensing (QS), um sistema de comunicacao célula-célula baseado em moléculas
sinalizadoras conhecidas como acil homosserina lactonas (AHLs). Essas moléculas se ligam
ao receptor CviR, enquanto a enzima Cvil atua como sintetizadora das AHLs. A ligacdo dos
AHLs ao CviR ativa a transcricao do operon vioABCDE, resultando na sintese de violaceina

(Batista et al., 2020; Xu et al., 2024).

2.3.3 Fatores que influenciam a producao de violaceina

A producdo de violaceina varia conforme a cepa bacteriana, o meio de cultivo e as
condi¢cdes ambientais, podendo representar uma resposta adaptativa para a defesa do
microrganismo a estresses externos (Pantanella et al., 2006).

Diversos fatores influenciam significativamente a biossintese de violaceina, modulando
tanto o crescimento microbiano, quanto a ativagao de vias do metabolismo secundario. Entre
os aspectos nutricionais, pode-se destacar a disponibilidade de fontes de carbono, como o
glicerol, e de precursores como o extrato de levedura, peptona, L-triptofano, além de
estimulantes quimicos como a ampicilina e o dcido férmico (Cheng et al., 2022; Kanelli et al.,
2018; Wang et al., 2009).

Condigdes fisico-quimicas como o pH proximo de 7, temperatura entre 20 e 35 °C, baixa
concentracdo de sais e intensidade de agitagdo variando de 0 a 200 rpm também afetam a
producdo do pigmento ( Yang et al., 2007; Sasidharan et al., 2015).

Outros fatores incluem a exposicao a estresses abidticos, como peroxido de hidrogénio.
Além disso, condi¢des de cocultivo com outras bactérias podem impactar a sintese da
violaceina, seja por competicdo por nutrientes, sinalizacdo cruzada ou inibi¢do do sistema de
quorum sensing (Bagoghli e Hosseini-Abari, 2024; Shiau e Lin, 2011).

Além desses fatores, o estagio do ciclo de crescimento celular também influencia a
producao do pigmento. A sintese de violaceina tem inicio na fase estaciondria e atinge seu pico
no inicio da fase de morte, momento em que a sobrevivéncia celular ¢ prolongada nas culturas

produtoras de pigmento (Pantanella et al., 2006).



2.3.4 Aplicacoes farmacologicas, antimicrobianas e antioxidantes da violaceina

A violaceina apresenta uma ampla gama de atividades biologicas, com efeitos sobre
células humanas e animais, incluindo propriedades anticancerigenas, imunomoduladoras,
analgésicas e antiparasitarias. Além disso, demonstra potente atividade antimicrobiana,
antifungica e antiviral, atuando contra diversos patégenos (Duran et al., 2016; Rivero Berti et
al., 2023).

Diversos estudos evidenciam o potencial farmacologico da violaceina. Sua elevada
atividade citotoxica permite aplicagdes na industria farmacéutica, especialmente em células
tumorais, nas quais induz a geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS). Esse aumento de
ROS pode desencadear a cascata apoptotica intrinseca, levando a morte celular pela via
mitocondrial (Masuelli et al., 2016; Leal et al., 2015).

No ambito antimicrobiano, a violaceina apresenta ampla atividade contra bactérias
Gram-positivas ¢ Gram-negativas. Essa acdo se deve principalmente a interferéncia na
membrana citoplasmatica, causando permeabilizagdo que leva a perda da for¢a motriz do
préton, desequilibrio i0nico, comprometimento do ATP e danos as proteinas celulares. Etapas
subsequentes resultam na perda de componentes intracelulares, promovendo desequilibrio
osmoético e, futuramente, a morte celular (Monnerat et al., 2020; Cauz ef al., 2019; Aruldass et
al., 2018).

A violaceina também demonstra potencial antiflingico, interferindo no crescimento das
hifas e na formagao de biofilmes. Essa atividade pode estar relacionada a indugdo de ROS em
c¢lulas de biofilme fingico, a producao de cianeto e a atividade quitinolitica da bactéria (Duran
et al., 2022; Barreto et al., 2008).

Além disso, apresenta acdo antioxidante. Como molécula organica, possui um grupo
hidroxila e trés grupos amino, que conferem capacidade de doacdo de elétrons. Seu isomero
coplanar ¢ ainda capaz de doar hidrogénio e elétrons, favorecendo a neutralizagdo de radicais
livres por meio de dissociagdo de ligagdes energéticas e transferéncia de prétons, regulada pelo
potencial de ioniza¢do. Dessa forma, a violaceina pode proteger os organismos produtores
contra estresse oxidativo induzido por espécies reativas de oxigénio (ERO) ou nitrogénio (ERN)
(Park et al., 2021; Rivero Berti et al., 2023; Ahmed, Zedan e Ibrahim, 2021).

Embora a violaceina apresente varias atividades biologicas, ha limitagdes na produgao
desses produtos, considerando o baixo rendimento da violaceina, devido ao extenso processo
de sintese e a baixa taxa de produ¢do ou a disponibilidade insuficiente de precursores (Xu et

al., 2022).
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2.4. Interacoes Bacterianas e Competicio Microbiana

2.4.1 Comunicacio e inibicio entre microrganismos

O quorum-sensing (QS) desempenha um papel fundamental para entender os
mecanismos de interacao entre espécies de fungos e bactérias. Esse sistema coordena diversos
processos relacionados ao desenvolvimento de biofilmes, incluindo a adesdo a superficie, a
secrecao de EPS e a ativagao de fatores de viruléncia.

O quorum-quenching (QQ) ¢ o mecanismo que pode interromper o sinalizador do QS.
Diante disso, bactérias usam o mecanismo de QQ como uma forma de antagonismo. O sinal de
QS pode ser interrompido de diversas formas e, entre elas, destaca-se a paralizacdo de uma
molécula sinalizadora, desativando ou destruindo uma molécula de sinalizagdo, e o bloqueio de
genes que seriam desencadeados pelo sinal QS. A grande vantagem do QQ ¢ ndo causar a morte
do patdgenos e ndo realizar pressdes seletivas severas, reduzindo assim o desenvolvimento de
resisténcia (Grandclément et al., 2016; Moradi e Hadi, 2021; Prazdnova et al., 2022; Turovskiy
etal.,2007; Qu. et al., 2024).

Alguns processos metabolicos do quorum-sensing podem ser interrompidos por meio
de inibidores de quorum, conhecidos como (QSIs). Os QSIs s@o moléculas que tem um alto
potencial para inibir os processos que sdo desenvolvidos pelo QS, como a inibicdo de
bioluminescéncia, fluorescéncia, formacao de biofilme, produgdo de pigmentos e atividade
enzimadtica. Dessa forma, essa taxa de inibi¢do interrompe a comunicag¢do bacteriana, podendo
haver um controle da patogenicidade (Dimitrova, Damyanova e Paunova-Krasteva, 2023).

As principais estratégias de atuacdo dos QSIs envolvem a inibicdo da biossintese de
autoindutores, sintetizados por varias enzimas que catalisam certos substratos. Além disso,
podem promover a degradagdo das moléculas sinalizadoras, impedindo que estas alcancem a
concentragdo limite para ativar as respostas regulatorias. Um exemplo bastante estudado ¢ o
gene ailA, que codifica uma enzima do tipo lactonase capaz de hidrolisar o anel de lactona das
moléculas de AHL, inativando o sinal de quorum sensing e, consequentemente, suprimindo a
expressao de genes relacionados a viruléncia e outros comportamentos mediados por QS. Outra
estratégia consiste na utilizacdo de analogos estruturais das moléculas sinalizadoras, que
competem com os ligantes naturais pelos receptores, bloqueando sua ativacdo e, assim,
interferindo na sinalizagao e nos processos mediados por QS (Qu, Y. et al., 2024; Ramirez-Pool
et al.,2024).

Em bactérias Gram-negativas que pertencem ao género Chromobacterium, o fator de
transcricao do tipo LuxR/CviR desempenha um importante papel no sistema de QS. Servindo

como um receptor para moléculas de AHL e sua ativag@o, desencadeia processos de expressao
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génica a medida que contribui para os comportamentos coordenados da populacao bacteriana.
No entanto, em gram-positivas, como os Bacillus, a comunicagdo célula-célula depende no
geral de sensores citoplasmaticos regulados por peptideos de sinalizagdo secretados e
reimportados (Revanasiddappa et al., 2024; Slamti et al., 2014).

Dessa forma, o QS ¢ um mecanismo bastante utilizado por bactérias para controlar
fatores de viruléncia, producdo de metabolitos secundarios e também para se adaptar em

diferentes condi¢des conforme a necessidade do seu metabolismo (Pena ef al., 2019).

2.4.2 Mecanismos de competicio microbiana

Em ambientes microbianos diversos, 0s microrganismos precisam competir por recursos
para garantir sua sobrevivéncia. Essa competi¢do pode ocorrer de duas formas principais:
competi¢ao exploratoria e por interferéncia. Na competicdo exploratéria, uma populagao
consome rapidamente o recurso limitante necessario a outra, sem interacdo direta entre elas. Ja
na competicdo por interferéncia, hé interagdes antagonicas diretas entre as populagdes
concorrentes (Stubbendieck e Straight, 2016; Garcia-Bayona e Comstock, 2018).

Como resposta, os microrganismos desenvolveram diferentes estratégias como forma
de defesa contra a competicdo microbiana (Wang e Kuzyakov, 2024), como a sintese de
antibioticos, motilidade, fungdes predatdrias e formagao de biofilme. Um exemplo classico € o
de Chromobacterium, cujo mecanismo QS do tipo AHL’s regula genes (CviR/ Cvil) que
induzem a produgdo de toxinas e exoprodutos como a violaceina, um pigmento com agdes
antimicrobianas (Venkatramanan e Nalini, 2024).

Algumas bactérias possuem capacidade de produzir compostos antimicrobianos que sao
influenciados pela condi¢do na qual foram produzidos e regulados por um mecanismo de QS.
Assim, o habitat e o estilo de vida de um produtor podem influenciar a especificidade do alvo
dos antibidticos que sdo produzidos. Em grandes densidades populacionais ou situacdo de
competi¢do ou estresse, € necessaria a transcrigao de genes que codificam a producao de fatores
de viruléncia por toda a colonia, possibilitando assim uma resposta ao estimulo. Em bactérias
gram-positivas, o sinal peptidico pode induzir a esporulagdo, o desenvolvimento de
competéncia e formagao de biofilme em Bacillus subtilis (Abisado et al., 2018; Hibbing et al.,
2010; Lee e Zhang, 2015; Mukherjee e Bassler, 2019; Anju et al., 2018).

Entre os mecanismos de interferéncia, a sintese de toxinas ¢ uma estratégia competitiva.
Esses compostos podem danificar a fisiologia do alvo celular, atuando principalmente sobre o
envelope celular ou no metabolismo central. Muitas toxinas passam por etapas intermedidrias

até atingirem o alvo celular, enquanto outras podem ser transferidas diretamente por meio do
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contato célula a célula, através da liberagcdo de componentes toxicos por meio de sistemas
secrecao (Shaheen ef al., 2011; Vassallo ef al., 2017; Chassaing e Cascales, 2018).

Outra estratégia adotada por bactérias ¢ a de formar biofilme, no qual comunidades
microbianas ficam envoltas por uma matriz extracelular composta por carboidratos,
polissacarideos e proteinas. Quando expostas a condigdes de estresse, formam o biofilme como
uma alternativa que auxilia na sobrevivéncia desses microrganismos, conferindo-lhes
resisténcia a antibidticos, dessecacdo, altas temperaturas, protecdo contra fitopatogenos e
produtos de origem quimica. Sob essa perspectiva, a capacidade de formar biofilme ¢ essencial
em algumas espécies bacterianas, pois desempenha um papel essencial para sua sobrevivéncia

(Pandit et al., 2020; Stubbendieck e Straight, 2016).

2.4.3 Impacto das interacées microbianas na producio de metabolitos secundarios

A producgdo de metabolitos secundarios (MS) esta relacionada as interagdes entre os
microrganismos que habitam em comunidades microbianas complexas, podendo mediar
competi¢des de interferéncia, viruléncia e elimina¢ao de nutrientes que sdao produzidos por
diversos microrganismos (Abrudan et al., 2015; D’Onofrio et al., 2010; Yamanaka et al., 2005;
Bech et al., 2024).

A interagdo entre microrganismos se caracteriza pela interagdo entre suas diversas
atividades metabdlicas e arranjos espaciais que se interligam uns aos outros. Em conseguinte,
muitas espécies microbianas habitam em ambientes onde hd uma interacdo dindmica de
sinergismo, em que essas interagcdes necessitam ser mantidas mesmo diante de mudangas
ambientais e de acdo de outros microrganismos. Mudancas ambientais como alteracao de PH e
niveis de oxigénio podem impactar essas interagdes, além de propiciar o acesso de outros
microrganismos na comunidade (Lewin, Evans e Whiteley, 2024).

Os microrganismos vivem em comunidades em que os comportamentos podem
beneficiar o grupo. Um exemplo disso € a secre¢do de exopolissacarideos (formadores do
biofilme) e enzimas. Essas substancias, uma vez secretada no meio, podem beneficiar todos os
individuos ao redor, mas impdem um custo individual para aqueles que produzem. Entretanto,
surgem microrganismos chamados “furtivos”, que ndo produzem esses compostos, mas se
beneficiam de alguma forma, o que lhes confere vantagens de crescimento, visto que estdo
economizando energia. Os furtivos se multiplicam de forma desordenada, podendo acarretar a
reducdo ou desaparecimento tanto dos cooperadores, quanto dos furtivos, cenério conhecido
como tragédia dos comuns, um exemplo classico de interacdo microbiana (Schuster e al., 2017,

Leenheer, De, Schuster e Smith, 2019).
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Além disso, o contato com outras espécies pode levar a producao de novos compostos,
até entdo ndo produzidos em monoculturas (Abisado et al., 2018; Traxler ef al., 2013).

Um exemplo ocorre entre o0 modelo de dupla espécie Chromobacterium violaceum e
Burkholderia thailandensis, que utilizam antimicrobianos regulados por quorum sensing para
competir entre si. C. violaceum aumenta sua resisténcia a bactobolina (antibidtico produzido
por B. thailandensis) através da regulagdo de bombas de efluxo dependentes de QS. Além disso,
a presenca de bactobolina restringe o crescimento de mutantes com QS defeituoso, o que
favorece aumento de cooperadores produtores de antibioticos, levando C. violaceum a ser mais
competitiva. Esses resultados indicam que, além de regular a producdo de metabdlitos
secundarios, o QS também pode refor¢ar comportamentos cooperativos ao impor restri¢des a
mutantes com quorum defeituosos (Evans et al., 2018).

Considerando a diversidade de interagdes ecoldgicas (parasitdrias, antagdnicas ou
competitiva), a investigacdo dos MS e de suas fungdes tem se intensificado, por meio do uso
de ferramentas como a metabolomica, espectrometria de massas por imagem e analises
moleculares. Essas abordagens t€ém ampliado o conhecimento sobre as interagdes microbianas
e sua aplicagdo em ecologia (Braga, Dourado e Aragjo, 2016; Davies, 2013; Price-Whelan,

Dietrich e Newman, 2006).

2.5. Aplicacoes Biotecnoldgicas das Interacoes entre Chromobacterium e Bacillus

2.5.1 Uso potencial dessas interacdes na producio de compostos bioativos

A exploracdo de microrganismos como fonte de compostos bioativos tem ganhado
destaque recentemente. Esses organismos apresentam notavel capacidade de sintetizar
moléculas com diversas atividades de interesse industrial, além de representarem uma
alternativa sustentdvel aos métodos tradicionais de obtencdo de compostos bioativos. No
entanto, a obtengdao de novos compostos e as condi¢des ideais para producao destes continua
sendo um desafio (Ruiz-Sanchez et al., 2023).

Bactérias dos géneros Chromobacterium e Bacillus vém se destacando nesse cenario
devido a sua capacidade de produzir metabolitos secundérios com propriedades biologicas
relevantes, tais como pigmentos, enzimas, antibidticos, biossurfactantes e toxinas (Choi et al.,
2020; Parthipan ef al., 2017; Yang et al., 2025; Oliveira & Mendes., 2022).

A violaceina, principal metabolito produzido por espécies de Chromobacterium, ¢ um
pigmento de coloragdo roxa com diversas aplicagdes biotecnoldgicas. Estudos demonstram que
a violaceina possui atividades antibacteriana, antifingica, antiviral, anticancer, antiparasitaria,

antioxidante e anti-inflamatdria. Além disso, também tem sido empregada em formulacdes
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cosméticas com efeito microbicida ¢ antioxidante, na area téxtil, em tecidos com coloragao
resistente a luz, na fabricagdo de protetores solares como aditivo natural e como agente
entomopatogénico na agricultura (Antonisamy et al., 2014; Antonisamy e Ignacimuthu, 2010;
Duran et al., 2012; Suryawanshi et al., 2015b; Venil et al., 2015; Venil, Zakaria ¢ Ahmad,
2013).

Além disso, o género Bacillus atrai o interesse de microbiologistas até hoje devido as
suas inumeras aplicacdes nas areas médicas, ambientais e industriais, como antibioticos
peptidicos (biofarmacos), moléculas bioativas, biopesticidas, biocombustiveis e biopolimeros
(Chandra Kalia, 2011; Huma, 2011; Khurana et al., 2020; Kumar et al., 2013; Singh, Patel ¢
Kalia, 2009).

Diante da diversidade de compostos bioativos produzidos isoladamente por
Chromobacterium e Bacillus, estudos recentes t€ém apontado que o cultivo de multiespécies de
diferentes géneros bacterianos pode favorecer a expressdo de vias biossintéticas alternativas,
tendo o potencial de produzir metabolitos secundarios ainda mais diversos. A literatura destaca
que essas interagdes microbianas, ao promoverem sinergias metabdlicas, ampliam o potencial
de aplicacdo desses microrganismos ou compostos resultantes em multiplas areas. Assim,
compreender o papel das interagdes entre culturas mistas se mostra relevante para fundamentar
novas estratégias de exploracao biotecnolégica com base em cocultivos microbianos (Bertrand

et al., 2014; Selegato e Castro-Gamboa, 2023; Yu et al., 2024).
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4. ARTIGO 1 - INFLUENCIA DO QUORUM SENSING NA EXPRESSAO GENICA E
PRODUCAO DE VIOLACEINA EM CHROMOBACTERIUM SP.: UMA REVISAO
SISTEMATICA

RESUMO

Esta revisdo sistematica analisou o papel do quorum sensing (QS) na regulacao da expressao
génica e na produgao de pigmento em espécies do género Chromobacterium. Foram revisados
0s mecanismos que conectam a comunicagdo bacteriana a biossintese do pigmento.
Selecionamos selecionados artigos publicados entre 2019 e 2024, nas bases de dados Web of
Science e Scopus, totalizando 38 documentos incluidos. A avaliacdo revelou uma
predominancia de estudos voltados a repressao do QS, especialmente por meio da inibi¢ao das
moléculas sinalizadoras ou de genes reguladores como cvil, cviR e o operon vioABCDE. Uma
ampla variedade de agentes naturais e sintéticos foi revisada, com destaque para substancias de
origem vegetal e enzimas bloqueadoras de quorum sensing, devido ao seu potencial inibitorio.
Além disso, esta revisdo destaca o potencial de Chromobacterium subtsugae como espécie alvo
para aplicagdes biotecnologicas, apresentando mecanismos de QS especificos e possiveis
aplicagdes nos campos da agricultura, biotecnologia e medicina.

Palavras-chave: AHLs, violaceina, potencial biotecnoldgico, regulagdo génica

ABSTRACT

This systematic review analyzed the role of quorum sensing (QS) in the regulation of gene
expression and pigment production in species of the genus Chromobacterium. The mechanisms
linking bacterial communication to pigment biosynthesis were reviewed. We selected articles
published between 2019 and 2024 from the Web of Science and Scopus databases, totaling 38
included documents. The evaluation revealed a predominance of studies focused on QS
repression, particularly through the inhibition of signaling molecules or regulatory genes such
as cvil, cviR, and the vioABCDE operon. A wide variety of natural and synthetic agents was
reviewed, with emphasis on plant-derived substances and quorum-sensing-blocking enzymes
due to their inhibitory potential. Furthermore, this review highlights the potential of
Chromobacterium subtsugae as a target species for biotechnological applications, exhibiting
specific QS mechanisms and possible uses in agriculture, biotechnology, and medicine.
Keywords: AHLs, violacein, biotechnological potential, gene regulation

4.1. Introducio

A comunicagdo cé€lula a célula mediada por quorum sensing (QS) € um mecanismo
utilizado por bactérias para coordenar comportamentos coletivos em resposta a densidade
populacional. Esse sistema permite a regulacdo da expressdo génica, controlando atividades
como viruléncia, formacao de biofilmes e produgdo de pigmentos. Espécies do género
Chromobacterium destacam-se pelo seu potencial biotecnoldgico, relevancia ecoldgica e
patogenicidade associada ao QS (Chen et al., 2025; Rashiya et al., 2021a).

Chromobacterium violaceum ¢ considerado um organismo modelo devido a sua
capacidade de produzir violaceina, um pigmento cuja biossintese ¢ bem caracterizada e

regulada por moléculas sinalizadoras acyl-homoserine lactones (AHLs), por meio do sistema
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Cvil/R. Essa via regulatoria desempenha um papel central na ativagdo da producdo de
violaceina, tornando C. violaceum um microrganismo biossensor para a identificagdo de
indutores e inibidores de QS. Em contraste, C. subtsugae, uma espécie filogeneticamente
relacionada, apresenta comportamentos ecologicos e regulatérios distintos, incluindo menor
potencial patogénico e um sistema QS mais flexivel, capaz de responder a sinais exdgenos. Isso
sugere a presenc¢a de uma plasticidade regulatéria adaptativa ainda pouco explorada (Xu et al.,
2024; Revanasiddappa et al., 2024; Harrison & Soby, 2020; Deryabin et al., 2025).

Nos ultimos anos, o interesse em compreender ¢ manipular o sistema de QS tem se
intensificado, sobretudo devido a sua influéncia sobre processos bioldgicos essenciais, como a
expressao de fatores de viruléncia, formagdo de biofilmes, esporulagdo, simbiose, conjugacao,
resposta ao estresse ambiental, transferéncia horizontal de genes e produgdo de metabolitos
secundarios, sintese de antibioticos, biossurfactantes, pigmentos e outras moléculas protetoras,
como a violaceina (Yi et al, 2021; Chugani & Greenberg, 2014; Duran et al., 2016;
Rajamanikandan & Srinivasan, 2017; Vadakkan et al., 2018; Pena et al., 2019; Saeki et al.,
2020; Dimitrova et al., 2023).

Dessa forma, esta revisdo sistemdtica tem como objetivo abordar os principais avangos
relacionados aos mecanismos de modulacdo do quorum sensing em espécies do género
Chromobacterium sp., analisando as estratégias regulatorias centrais, os agentes naturais e
sintéticos mais promissores, 0os genes € moléculas sinalizadoras envolvidos, bem como suas

potenciais aplicag¢des futuras em diferentes areas da biotecnologia.

4.2. Metodologia

Os artigos foram obtidos nas bases de dados cientificas Scopus (http://www.scopus.com)
e Web of Science (http://www.webofknowledge.com), selecionadas por sua abrangéncia e
relevancia na area de pesquisa. A busca abrangeu os tltimos seis anos, compreendendo o periodo
de 2019 a 2024.

As palavras-chave e operadores booleanos utilizados em ambas as plataformas foram:
(("chromobacterium") AND ("violacein") AND ("quorum AND sensing") AND ("gene AND
expression")).

Os documentos foram analisados com base em seus titulos e resumos, sendo excluidos
aqueles que ndo apresentavam relagdo com as palavras-chave "expressao génica" ou "violaceina"
associadas ao mecanismo de guorum sensing em Chromobacterium sp.

Os dados de publicagdes cientificas para cada termo, oriundos de ambas as bases, foram
exportados em formato BibTeX, consolidados em um tnico conjunto de dados, € os registros

duplicados foram eliminados. Em seguida, foram realizadas analises descritivas e bibliométricas
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com o auxilio do pacote Bibliometrix, no software R (Aria e Cuccurullo, 2017). O fluxograma

do processo de mapeamento cientifico estd apresentado na Figura 1.

Figura 1 - Fluxograma da pesquisa cientifica sobre quorum sensing na expressao génica e
producao de violaceina em Chromobacterium sp.
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Fonte: Elaboragdo propria (2024).

Na Figura 1, sdo ilustradas quatro etapas principais para a obtencdo de bibliografia
relevante sobre o tema. A primeira etapa envolveu a coleta de dados em bases de artigos
cientificos. Na segunda etapa, os dados coletados foram avaliados quanto a relevancia e a
qualidade. A terceira etapa consistiu na visualizacdo, analise e interpretacdo dos resultados
obtidos. Na quarta etapa, foi realizado um processo de refinamento: todos os registros foram
revisados com base em seus titulos e resumos, sendo excluidos aqueles que ndo atendiam aos
critérios da pesquisa. Foram incluidos apenas os artigos que abordavam mecanismos de QS em
Chromobacterium spp., com foco na produgdo de violaceina, nos genes envolvidos na regulacao

desse processo e nas moléculas sinalizadoras associadas. Foram excluidos os estudos que nao

estavam relacionados aos assuntos, eram revisoes, comunicagdes em eventos, dissertacoes, teses
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ou capitulos de livros e ndo estavam disponiveis em texto completo. Em seguida, foi feita a leitura

integral dos artigos selecionados.
Além dos estudos identificados por meio da busca sistematica, também foram consultadas

referéncias complementares para subsidiar a analise comparativa entre Chromobacterium
violaceum e Chromobacterium subtsugae. Essas fontes adicionais forneceram informacgdes

relevantes sobre ambas as espécies, especialmente no que se refere aos seus mecanismos de

quorum sensing.

4.3. Resultados e discussao

4.3.1 Bibliometria

A busca resultou em 100 documentos, com 46 indexados nas bases de dados Web of
Science e 54 na base de dados Scopus. Destes foram removidos 54 artigos duplicados. As
publicacdes abrangem o periodo de 2019 a 2024, com destaque para o ano de 2022, que

apresentou o maior numero de artigos publicados (11 publicacdes) (Figura 2).

Figura 2 - Produgdo cientifica anual de estudos relacionados ao quorum sensing na expressao
génica e producgdo de violaceina em Chromobacterium sp.
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Fonte: Elaboragao propria (2024).
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A analise dos dados revelou que a China lidera com o maior niumero de publicagdes sobre
quorum sensing, expressio génica e produgdo de violaceina, totalizando 17 publica¢des. A India
ocupa a segunda posi¢ao, com 11 artigos, seguida pelo Egito, com 5. Em contraste, o Brasil figura
na décima posi¢ao no cenario global, com duas publicagdes registradas no periodo analisado
(Figura 3).

Esses estudos evidenciam o grande potencial para o avanco das pesquisas sobre os
mecanismos de comunicacao bacteriana em C. violaceum e C. subtsugae no Brasil. Existe uma
oportunidade significativa para explorar estratégias de otimizagdo da producao de violaceina e
investigar novas aplicacdes. A integragdo desses resultados com pesquisas anteriores reforca a
necessidade de estudos adicionais na area, destacando a importincia de se aprofundar na
compreensdo dos sistemas regulatorios complexos que influenciam a producdo de compostos

bioativos.

Figura 3 - Produgao cientifica por pais: principais contribuintes para a pesquisa sobre quorum
sensing na expressao génica e producao de violaceina em Chromobacterium sp.
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Fonte: Elaboracdo propria (2024).

A revisdo mostrou trés peridodicos de maior relevancia na area: Frontiers in
Microbiology, Applied Microbiology and Biotechnology e Marine Drugs (Figura 4). Esses
periodicos se destacam por apresentarem os maiores indices de impacto (H-index) no campo.
Frontiers in Microbiology lidera com 4,6, seguido por Applied Microbiology and Biotechnology
com 4,5 e Marine Drugs com 4,0. Esses altos indices de impacto ressaltam a importancia e a

influéncia desses periddicos nas publicagdes cientificas da area.
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Figura 4 - Periddicos mais relevantes na pesquisa.
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Entre as palavras-chave mais utilizadas sobre o tema, foram identificados seis
agrupamentos (clusters) (Figura 5). O primeiro cluster, em vermelho, destacou-se com dois
termos principais: "formacdo de biofilme" e "bactérias". O segundo cluster, em laranja, teve
como termo central "pseudomonas-aeruginosa". O terceiro cluster, em azul, concentrou-se no
termo "chromobacterium-violaceum". O quarto cluster, em roxo, teve como foco o termo
"viruléncia". O quinto cluster, em verde, esteve associado ao termo "quorum". J4 o sexto cluster,
em marrom, destacou o termo "resisténcia". Esses agrupamentos revelam mecanismos centrais

que regulam a viruléncia bacteriana e caracteristicas de adaptacao.
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Figura S - Relagao das palavras-chave mais frequentemente utilizadas nos estudos citados.
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Fonte: Elaboragao propria (2024).

Apbs o processo de refinamento, 8 artigos foram excluidos com base nos critérios de

exclusdao. Como resultado, obteve-se uma amostra de 38 artigos.
4.3.2 O quorum sensing e a violaceina em Chromobacterium

O quorum sensing (QS) € um sistema de comunicacao célula a célula baseado em acil-
homosserina lactona (AHL), que se ativa em altas densidades celulares. Esse sistema ¢ composto
pela enzima sintase de AHL, Cvil, e pelo receptor CviR. Quando as AHLs se ligam ao CviR,
ocorre a ativacdo transcricional do operon vioABCDE, resultando na indugdo da producdo de
violaceina (Batista et al., 2020; Park et al., 2021; Xu et al., 2024).

A presente revisdo identificou genes relacionados ao sistema de QS que regulam a
expressao de fatores de viruléncia, como a producao de pigmento cuja expressao esta associada
a atividade do sistema QS (Tabela 1). A importancia desses genes para a regulacdo e a
comunicacdo celular estd bem estabelecida e contribui para a compreensdo dos mecanismos de
viruléncia, suas aplicacdes no contexto da resisténcia bacteriana, bem como em diferentes areas
da biotecnologia, incluindo a produg¢do de compostos de interesse industrial e a engenharia

genética (Park, H. et al., 2021; Reina et al., 2019).
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Tabela 1 - Lista de genes expressos relacionados ao mecanismo de quorum sensing.

Ac¢do Gene Referéncia
Cheng et al., 2020; Fazal et al., 2021;
Receptor AHL / Regulador Cvil Kanekar & Devasya, 2022; W. Wang
transcricional etal.,2022; Wang, H. et al., 2019
Ahmed et al, 2021; Cheng et al.,
cViR 2020; Fazal et al., 2021; Kanekar &

Devasya, 2022; Wang et al., 2022
Sintese de AHL

Ahmed et al., 2021; Kanekar &
Biossintese da violaceina VioA-E Devasya, 2022; Li et al., 2024;
Wang et al., 2022; Wang, H. et al.,
2019; Wang, L. et al., 2019)

Formagao de biofilme hmsN,
hmsR
hmsH
hmsF Wang, W. et al., 2019
Produgao de elastase lasA-B
Producao de cianeto henA-C
Pili tipo IV pilE1-3

Fonte: Elaboracdo propria (2024).

Os genes cvil e cviR constituem os principais componentes reguladores do sistema de
quorum sensing (QS) em espécies do género Chromobacterium. O gene cvil codifica a enzima
responsavel pela sintese das moléculas sinalizadoras do tipo AHL, enquanto cviR codifica o
receptor transcricional que detecta essas moléculas. A medida que a densidade celular aumenta,
as AHLs se acumulam no ambiente e, ao atingirem uma concentragdo limite, ligam-se ao
receptor CviR. Essa interagdo ativa a transcri¢ao de genes regulados por QS, incluindo o operon
vioABCDE, diretamente envolvido na biossintese da violaceina (Figura 6) (Batista et al., 2020;

Park, H. et al., 2021).
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Figura 6 - Biossintese da violaceina e regulacdo por quorum sensing em Chromobacterium
violaceum.
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Fonte: Duran et al., (2016).

A presenga do receptor CviR com capacidade de deteccdo expandida sugere uma
versatilidade adaptativa que pode conferir vantagens competitivas em comunidades
microbianas mistas. Essa flexibilidade ¢ particularmente relevante, considerando que os
sistemas de quorum sensing regulam uma ampla variedade de comportamentos bacterianos,
incluindo a produgdo de toxinas, exoprodutos e componentes estruturais da matriz de biofilme
(Loo et al., 2023).

Um estudo conduzido por Wang, W. et al. (2019b) relatou a capacidade do odleo
essencial de Melaleuca bracteata de inibir genes regulados por quorum sensing em
Chromobacterium violaceum, sem afetar o crescimento bacteriano. A expressao dos genes cvil
e cviR foi significativamente suprimida, resultando na reducdo da producdo de violaceina
(vioA-E) e da formacao de biofilme (hmsN, hmsR). No entanto, genes como hmsH, hmsF, pilE2
e henA/C nao foram afetados, indicando que nem todos os fatores de viruléncia sdo regulados
exclusivamente pelo sistema QS.

A AHL ¢ uma molécula sinalizadora que desempenha um papel crucial na media¢do do
sistema de quorum sensing, estando presente em bactérias Gram-negativas. Esses sinais
quimicos extracelulares sdo produzidos, liberados e detectados dentro das comunidades
bacterianas como parte do sistema de QS. Quando as AHLs atingem uma concentragdo limiar,
ativam a transcri¢do de genes especificos que permitem as bactérias realizarem atividades

coordenadas, como a producdo de bioluminescéncia, secrecdo de fatores de viruléncia,
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formacao de biofilmes e sintese de metabolitos secundarios. Cada familia bacteriana produz
diferentes moléculas de classe AHL. As AHL se diferem principalmente no comprimento da
cadeia de acido graxo. Dessa forma, o sistema baseado em AHL apresenta especificidade de
espécie, na qual cada bactéria ¢ capaz de reconhecer apenas a molécula de AHL que ela propria
produz (Khajanchi et al., 2012; Hawver, Jung e Ng, 2016; Mukherjee e Bassler, 2019; Stephens
e Bentley, 2020).

Normalmente, multiplas moléculas de AHL sdo utilizadas pelas bactérias para regular a
expressao génica, facilitando a comunicagao intra e interespecifica (Papenfort e Bassler, 2016).

Entre os artigos que abordam moléculas sinalizadoras, destacam-se aqueles listados na
Tabela 2, por identificarem moléculas especificas que desempenham papéis cruciais na

regulacao da expressdo de genes associados a viruléncia.

Tabela 2 - Moléculas sinalizadoras identificadas na pesquisa

Moléculas sinalizadoras Referéncia

C4-HSL Luetal, 2023

C6-HSL Chang et al., 2019; Li et al., 2024c; Wang,
W.etal,2019b; Yuetal, 2021

C10-HSL Cheng et al., 2020

3-OH-C10-HSL Quecan et al., 2019

3-0x0-C6-AHL Ulusoy et al., 2022

3-0x0-C12HSL Ulusoy et al., 2022; Yu et al., 2021

Fonte: Elaboragao propria (2024).

A molécula sinalizadora mais frequentemente citada pelos autores foi a C6-HSL,
associada a Chromobacterium violaceum. Essa molécula ¢ reconhecida como o autoindutor
natural sintetizado pela enzima Cvil e detectado pelo receptor CviR, desempenhando um papel
central na regulacdo do quorum sensing (QS) e na produgdo de violaceina. No entanto, a C10-
HSL também foi identificada como uma AHL produzida pela cepa C. violaceum ATCC12472,
igualmente sob o controle de Cvil, indicando variabilidade no perfil de sinalizag¢do entre cepas
(Changet al.,2019; Lietal.,2024; Wang, W. et al.,2019b; Yu et al., 2021; Cheng et al., 2020).

Algumas das AHLs identificadas, como C4-HSL, 3-ox0-C6-HSL e 3-oxo-C12-HSL,
foram avaliadas utilizando cepas biossensoras como C. violaceum CV026 e VIR07, que nao
produzem AHLs, mas sintetizam violaceina em resposta a sinais exogenos, sendo ferramentas
uteis para investigar a atividade de QS (Lu ef al., 2023; Ulusoy et al., 2022; Yu et al., 2021).
Além dessas, a molécula 3-OH-C10-HSL também foi testada em estudos de docking molecular
com o receptor CviR de C. violaceum ATCC12472 para avaliar seu potencial de ligagdo e com

o sistema de QS (Quecan et al., 2019a).
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A revisdo dos sistematica indicou que muitos estudos se concentram na inibicdo dos
mecanismos de comunicacao quorum sensing (QS) em Chromobacterium violaceum, em grande
parte por esta ser considerada uma cepa modelo para o estudo de QS, especialmente no contexto
de pesquisas relacionadas a resisténcia antimicrobiana (Tabela 3). Diversas estratégias inibitorias
foram investigadas, incluindo a degradagao ou bloqueio das moléculas de AHL, a supressao

direta de genes reguladores do QS, a ligagdo competitiva ao receptor CviR e o uso de enzimas

capazes de degradar as moléculas sinalizadoras AHLs.

Tabela 3 - Mecanismos de inibicdo de quorum sensing e seus efeitos em Chromobacterium spp.

Autor Espécie Mecanismo QS Efeito Agente/Composto
Testado
Abdel-Rhman,  Chromobacterium Interrupcdo da Redu¢do  na Tirosol e EDTA
Rizk e violaceum ATCC sinalizagdo de produgdao de
Abdelmegeed, 12472 quorum violaceina por
2020 sensing meio da
mediada  por interrupcdo da
AHL. sinalizagao
mediada  por
AHL.
Ahmed, Zedane Chromobacterium Bloqueio dos Redugdo  da Oleo de
Ibrahim, 2021 violaceum receptores de expressao bergamota e
quorum génica extrato de
sensing relacionada ao Aspidosperma.
(CviR). quorum
sensing, da
producao  de
violaceina e da
formacdo de
biofilme.
Ayyappan e Chromobacterium Degradagio Reducdo  na Sobrenadante
Bhaskaran, subtsugae enzimatica de produ¢do de livre de células de
2022 AHLs. violaceina e na Bacillus
formagcdo de velezensis PM7
biofilme. (atividade
lactonase).
Boudiba et al., Chromobacterium Bloqueio dos Redugdo na BHBANA (novo
2023 violaceum receptores de producdo de derivado de
CV12472; CV026 quorum violaceina. diarilidrazona).
sensing.
Reina et al., Chromobacterium Adsor¢do ou Reduc¢do na Tiramina e N-
2019 violaceum ATCC bloqueio de produgdao de acetiltiramina
12472 AHLs. violaceina; (Vibrio
inibicao de alginolyticus M3-
fendtipos de 10).
viruléncia
(Motilidade

por




39

Chang et
2019

Cheng et
2020

Elekhnawy
al., 2022

Fazal et
2021

Inchagova,
Duskaev

al.,

al.,

et

al.,

(&

Deryabin, 2023

Kanekar

€

Devasya, 2022

Khadraoui
al., 2024

et

Chromobacterium
violaceum CV026

Chromobacterium
violaceum

Chromobacterium
violaceum

Chromobacterium
violaceum

Chromobacterium
subtsugae 026

Chromobacterium
violaceum CV026

Chromobacterium
violaceum

Interferéncia
na ligacdo aos
receptores ou
competi¢ao
com moléculas
sinalizadoras.
Supressao de
genes
reguladores do
quorum
sensing (cvil,

cviR, genes
vio).
Bloqueio dos

receptores  de

QS

Interferéncia
na ligacdo ao
receptor ou
competicao
com moléculas
sinalizadoras

Bloqueio  dos
receptores  de

QS

Inibicao
completa da
producdo de
violaceina em
concentracoes
subinibitorias
Interferéncia
na ligacdo ao
receptor ou
competi¢ao
com moléculas
sinalizadoras

enxameamento
€ por natacao
Redugdo  na
producao  de
violaceina.
Redugdo  na
producao  de
violaceina;
reducao na
produgdo de
C10-HSL.
Atividade anti-
QS e
antibiofilme;
inibi¢ao da
violaceina de
forma

dependente da
dose

Redugdo  na
produgdao de
violaceina e na
formacdo de
biofilme  por
meio da
repressao  de
CviR e genes

biossintéticos
Inibicao
completa da
producao de
violaceina em
concentracao
subinibitoria
Reducao na
producao  de

violaceina e na
formagao de

biofilme
Reducao na
producao  de
violaceina

(dependente da
dose)

Tirosol
(Proveniente de
fungos marinhos).

Derivados do
acido  cinamico
(DCA e MCA).

Extrato de Dioon
spinulosum

Shikonin (SK) e
Acetyl-shikonin

Extrato de folhas
de eucalipto
(componentes:

pirogalol, acido
gélico, y-lactonas)

Linalol
(monoterpenoide)

Extrato de folhas

de Myrtus
communis e
fracoes

(especialmente n-
BuOH)
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Khoiri e
Damayanti,
2021

Lietal., 2024

Liu et al., 2022

Loo et al., 2023

Luetal, 2023

Marques Cunha
etal., 2023

Ohta et al., 2020

Quecan et al.,
2019

Chromobacterium
violaceum

Chromobacterium
violaceum CV026

Chromobacterium
violaceum CV026

Chromobacterium
subtsugae

Chromobacterium
violaceum CV026

Chromobacterium
violaceum CV026

Chromobacterium
violaceum CV026

Chromobacterium
violaceum ATCC
12472

Interferéncia
na ligacdo ao
receptor ou
competi¢ao
com moléculas
sinalizadoras
Interferéncia
na ligacdo ao
receptor ou
competi¢ao
com moléculas
sinalizadoras

Bloqueio  dos
receptores de

QS

Interferéncia
na ligacdo aos
receptores ou
competi¢ao
com moléculas
sinalizadoras

Interferéncia
na ligagdo ao
receptor ou
competicao
com moléculas
sinalizadoras

Interferéncia
na ligacdo aos
receptores  ou
competi¢dao
com moléculas
sinalizadoras

Interferéncia
na ligacdo ao
receptor ou
competicao
com moléculas
sinalizadoras
Interferéncia
na ligagdo ao
receptor ou
competicao

Redugdo  na
producao  de
violaceina

Redugdo  na
producao  de

violaceina e na
formacao de
biofilme de
forma
dependente da
dose

Produgao
ativada por
concentracoes
nanomolares
de AHL
Ativagdo  da
producao de
cianeto de

hidrogénio via
sinalizagdo de

AHL entre
espécies
Reducao na
produgdo de
violaceina;
reducgdo na
producdo  de

AHL; interfere
na sinalizagao
de QS

Redugao na
expressao dos
genes vio4d e
vioC.

Inibicao do
QS; reducao na
producao  de
violaceina
Reducao na
produgdo
(significativa

para aglicona e
RO-1); sem

AHL-lactonase
(gene aiiA,
Brevibacillus
brevis)

Acido 2,3-
Dimethoxycinna
mic (2,3-DCA)

Sistema VRS-
bAHL  (sistema
reporter baseado
em AHL)

AHLs (C6-HSL,
C8-HSL, 30HCS-
HSL por B.
thailandensis)

Carvacrol

Adutos de Morita-
Baylis-Hillman
(MBHA)

Cinco compostos

derivados de
actinobactérias
Aglicona de
quercetina,

quercetina 3-B-D-
glicosideo, RO-1
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Rambaran et al.,
2024

Rashiya et al.,
2021

Saptami et al.,
2022

Thabit et al.,
2022

Ulusoy et al.,
2022

Wang, H. et al.,
2019

Wang, W. et
al.,2019b
Wang, W. et
al.,2019a

Chromobacterium
violaceum ATCC
12472 and
Chromobacterium
subtsugae CV017

Chromobacterium
violaceum

Chromobacterium
violaceum

Chromobacterium
violaceum

Chromobacterium
violaceum

Chromobacterium
violaceum

Chromobacterium
violaceum

Chromobacterium
violaceum

com moléculas
sinalizadoras
Interferéncia
na ligacdo ao
receptor ou
competi¢ao
com moléculas
sinalizadoras
Interferéncia
na ligacdo ao
receptor ou
competi¢ao
com moléculas
sinalizadoras
Interferéncia
na ligacdo ao
receptor ou
competicao
com moléculas
sinalizadoras

Interferéncia
na ligacdo ao
receptor ou
competi¢ao
com moléculas
sinalizadoras
Adsor¢ao
bloqueio
AHLs
Interferéncia
na ligacdo ao
receptor ou
competi¢dao
com moléculas
sinalizadoras

ou
de

Degradacao
enzimatica de
AHLs

Interferéncia
na ligacdo ao
receptor ou
competicao
com moléculas
sinalizadoras

inibi¢do de
biofilme
Redugdo  na
producao  de
violaceina em
Cvo17 e
ATCC12472
Redugdo  na
producao de
violaceina
Redugdo  na
produgao de
violaceina e na
formacdo de
biofilme  via
ligagdo ao
CviR

Redugdo  na
producao de

violaceina via
interagdo com
CviR

Redugdo  na
producdo  de
violaceina

Redugao na
producao  de
violaceina, na
formagao de

biofilme e no
motilidade por

enxameamento
Redugdo  na
producdo  de
violaceina, de
C6-HSL e
degradacao
direta

Reducao na
producdo  de
violaceina,

inibi¢do do QS
e supressdao da
expressao  de
genes
associados  a
viruléncia

(extratos de
cebola)

Nanoparticulas de
prata (AgNPs)
fitossintetizadas a
partir de Embelia

ruminata

Sobrenadante de
cultura livre de
células de
Brevibacterium
casei Alu 1

Thymol

Prazosin

Zeolite 4*

Chlorogenic acid
(CA)

Oleo essencial de

Melaleuca
bracteata (OE)

Oleo essencial de
Cinnamomum
camphora
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Wang, W. et al., Chromobacterium Interferéncia Reducdo  na Methyleugenol
2022 violaceum ATCC na ligacdio ao produgdo de (ME)
31532 receptor ou violaceina e de
competicao C6-HSL em
com moléculas concentragdes
sinalizadoras subinibitorias
Yang et al, Chromobacterium Adsor¢ao/ Interfere  na Caulinita >
2021 violaceum bloqueio de sinalizagdo de Goetita >
moléculas QS, reduz a Montmorilonita
sinalizadoras producao de
violaceina ¢ a
formacao de
biofilme
Yuetal,2021  Chromobacterium Interferéncia Redugao na Extratos brutos do
violaceum CV026 na ligacdo ao producdo de fungo marinho
receptor ou violaceina Penicillium
competicao chrysogenum DX
com moléculas Y-1 ciclo (L-Tyr-
sinalizadoras L-Pro)
Zhan et al., Chromobacterium Interferéncia Redugdo  na Emodina derivada
2024 subtsugae CV026 na ligagdo ao producdo de de Trichoderma
receptor ou violaceina
competi¢ao
com moléculas
sinalizadoras

Fonte: elaboragdo propria (2024).

Muitos estudos analisados exploram a interferéncia na ligacdo das moléculas
sinalizadoras ao receptor de quorum sensing (QS) ou na competi¢ao com elas. Esses mecanismos
interrompem a interag@o entre sinalizadores e seus receptores, seja por competi¢do com analogos
estruturais, ou pela acdo de compostos bloqueadores de receptores. Em C. violaceum, por
exemplo, o composto derivado de Penicillium chrysogenum DXY-1, ciclo (L-Tyr-L-Pro),
apresenta maior afinidade pelo receptor CviR do que a molécula sinalizadora natural C6-HSL,
atuando como um inibidor competitivo do QS. Esse tipo de interagdo evidencia o potencial de
analogos estruturais como moduladores negativos da ativagao de CviR, podendo suprimir fatores
de viruléncia bacteriana, incluindo a producao de violaceina (Prazdnova et al., 2022; Yu et al.,
2021; Fazal et al., 2021).

Além disso, outros estudos demonstraram a supressao de genes-chave do QS, como
cViR, vioA, vioB e vioE. Esses genes sdo essenciais para o reconhecimento de sinalizadores e a
sintese de violaceina. A producdo de violaceina em C. violaceum € controlada pelo operon vioA—
E, cuja ativacdo depende do sistema regulatorio Cvil/CviR. A inibicdo de viod ou vioB
interrompe a sintese do intermediario prodeoxiviolaceina, enquanto vioE desempenha papel
crucial na formacao do pigmento por meio de uma transposi¢do intramolecular 1,2 do anel

inddlico. Assim, qualquer perturbagao na expressao desses genes reduz a producao de violaceina
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e, consequentemente, a viruléncia bacteriana (Inchagova, Duskaev e Deryabin, 2023; Li, Yanqun
et al., 2024a; Xu et al., 2024; Duran et al., 2016; Hoshino, 2011).
Estratégias baseadas em quorum quenching (QQ), especialmente aquelas que envolvem
a degradagdo enzimatica de AHLs por lactonases ou acilases, t€m mostrado ampla aplicabilidade
em ambientes microbianos complexos. Diferentemente da supressdo génica, essa degradacgdo
atua diretamente sobre as moléculas sinalizadoras, reduzindo a probabilidade de resisténcia.
Estudos recentes destacam a eficiéncia e a resiliéncia ambiental de certas enzimas de QQ,
reforcando seu potencial biotecnoldgico para o controle de biofilmes e a biorremediagdo. Por
exemplo, lactonases como a LrsL. degradam AHLs e reduzem significativamente a biomassa de
biofilmes de Pseudomonas aeruginosa sem afetar a viabilidade bacteriana, refor¢ando o
potencial dessas enzimas no controle de biofilmes patogénicos (Paluch et al., 2020; Sikdar &
Elias, 2020; Rehman et al., 2022).
Além da atuagdo das enzimas mencionadas, os estudos analisados demonstram o
predominio de compostos de origem vegetal, especialmente Oleos essenciais e extratos
botanicos, como principal abordagem explorada para a inibi¢ao do quorum sensing (QS) em

Chromobacterium spp. (Figura 7).

Figura 7 - Distribui¢do dos grupos de compostos utilizados em estudos de modulagdo do
quorum sensing (QS) em Chromobacterium spp.
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Fonte: Elaboragao propria (2024).
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Esses resultados estdo de acordo com os de Asif e Imran (2019), que enfatizaram a agao
direta dos compostos naturais sobre os mecanismos de comunicagdo QS e seu potencial como
inibidores especificos do sistema regulador da viruléncia. O reino vegetal ¢ altamente diverso
e representa uma fonte rica de metabolitos secundarios com uma ampla gama de atividades
biologicas, entre as quais esta o potencial de atuar como inibidores de QS. Substancias como
0leo essesncial de bergamota, extratos de Artemisia e derivados de acido cindmico mostraram
efeitos significativos sobre a produgdo de violaceina e formagao de biofilmes, demonstrando
seu potencial como agentes antiviruléncia. Além disso, polifenois naturais se destacaram por
sua capacidade de interferir diretamente no sistema receptor CviR. Produtos de origem
microbiana, incluindo sobrenadantes livres de células e enzimas degradadoras de AHLs,
representam uma abordagem biologica sustentavel por meio de mecanismos de quorum
quenching. Embora menos frequentemente relatados, nanoparticulas e minerais também vém
sendo investigados por suas vantagens estruturais e pelo melhor controle da liberacdo dos
compostos ativos (Dimitrova, Damyanova e Paunova-Krasteva, 2023a; Ahmed, Zedan e
Ibrahim, 2021a; Kong et al., 2021; Cheng et al., 2020a; Quecan et al., 2019; Ayyappan e
Bhaskaran, 2022b; Rambaran et al., 2024; Yang et al., 2021).

As pesquisas sobre o género Chromobacterium concentrou-se, por muito tempo, em C.
violaceum ATCC 12472, a primeira espécie identificada e amplamente utilizada como modelo
na producao de violaceina. Com o passar do tempo, novas espécies do género como C. subtsugae
foram descobertas, mas a auséncia de ferramentas de sequenciamento gendmico acessiveis até
alguns anos atras, em conjunto com o crescente aumento no nimero de espécies reconhecidas,
podem ter contribuido para erros na classificacdo de Chromobacterium spp. Dessa forma,
estudos mais recentes tém se voltado para a identificagc@o e correta classificagdo dessas espécies
(Gillis & Logan, 2015; Kédmpfer et al., 2018).

Um exemplo disto ¢ a cepa modelo CV026, muito utilizada como mutante biossensor
de QS descrita como derivada de C. violaceum ATCC 31532, sendo posteriormente
reclassificada como C. subtsugae, demonstrando a necessidade de reclassificagao de espécies do
género. As AHLs produzidas por C. subtsugae ATCC 31532 utilizam N-hexanoil-HSL (C6-
HSL) como principal sinal de QS, sem producao de cianeto de hidrogénio, ao contrario de C.
violaceum ATCC 12472, que depende majoritariamente de N-decanoil-HSL (C10-HSL) e
sintetiza HCN, composto associado a viruléncia. Em estudos voltados para gendmica, a cepa de
C. subtsugae PRAA4-1, produtora de compostos inseticidas, apresenta menor nimero de genes
relacionados a producdo de polissacarideos capsulares e a assimilacdo de nitrato, mas maior
abundancia de sequéncias associadas a fagos do que C. violaceum ATCC 12472. Essas diferencas

entre as espécies demonstram que, embora ambas sintetizem a violaceina regulada pelo sistema
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Cvil/CviR, suas particularidades genomicas ¢ metabolicas tornam arriscada a comparagao direta
de uma espécie com a outra. Assim, o estudo de C. subtsugae em contextos biotecnologicos e de
estilo de vida deve ser considerado, diferenciando-a da caracteristica patogénica de C. violaceum
(Blackburn ef al., 2016; Deryabin et al., 2025; Harrison & Soby, 2020).

Alguns estudos mais atuais redirecionaram o foco da inibi¢do para a indugdo do QS em
Chromobacterium subtsugae, revelando como essa espécie pode responder a sinais exdégenos de
AHL por meio da comunicagdo interespecifica. A producdo de violaceina em C. subtsugae
CVO026, uma cepa deficiente na producao de AHL, foi restaurada quando cocultivada com
Burkholderia ambifaria, indicando que a sinalizagao de QS foi ativada pelas AHLs produzidas
pela espécie vizinha. (Cacchio et al., 2023). De forma semelhante, observou-se que C. subtsugae
responde a AHLs ndo cognatas, como C6-HSL, C8-HSL ¢ 30OHCS8-HSL, derivadas de B.
thailandensis. Esses sinais foram reconhecidos pelo receptor CviR promiscuo, que
posteriormente ativou a expressao de hcnABC, um agrupamento génico associado a produgdo de
cianeto de hidrogénio. Essa deteccdo de sinais interespecificos destaca a plasticidade ecologica
do QS em C. subtsugae (Loo et al., 2023a).

Esta revisdo destaca diversos mecanismos para a modulacdo do QS em espécies de
Chromobacterium, especialmente por meio de estratégias ndo bactericidas voltadas a reducao
da viruléncia. Muitos dos compostos avaliados demonstraram inibicao eficaz da produgao de
violaceina e da formacao de biofilme, sem comprometer o crescimento bacteriano, o que reforga
sua aplicabilidade como agentes anti-QS ou antiviruléncia (Dai et al., 2025; Rashiya et al.,
2021c; Wang, H. et al., 2019). Essas caracteristicas sdo relevantes no contexto da resisténcia
antimicrobiana, pois permitem a interferéncia em comportamentos patogénicos sem exercer
pressao seletiva. Além disso, cepas como C. subtsugae CV026 t€ém demonstrado potencial
como biossensores para a deteccdo de AHLs exodgenas, o que sustenta seu uso em
monitoramento ambiental e em aplica¢des de biologia sintética (Qu, C. et al., 2024). Assim, os
resultados reforcam a relevancia biotecnoldgica da regulagdo do quorum sensing (QS) em
Chromobacterium sp., tanto para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, quanto

para potenciais aplica¢des nos setores agricola, farmacéutico e industrial.

4.4. Conclusao

Nesta revisdo, buscamos compilar e discutir as principais evidéncias relacionadas ao
quorum sensing em espécies do género Chromobacterium, principalmente nos mecanismos
genéticos e de sinalizagdo envolvidos na producdo de violaceina. A analise revelou que a

maioria dos estudos envolve a inibicao do QS, especialmente por meio do uso de compostos
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naturais e sintéticos que interferem nos genes reguladores e nas moléculas sinalizadoras do tipo
AHL. No entanto, C. subtsugae, uma espécie ndo patogé€nica, apresenta caracteristicas
regulatorias distintas que trazem novas possibilidades para aplicagdes biotecnologicas. Assim,
sugerimos que futuras pesquisas explorem estratégias de inducdo positiva baseadas em QS,
visando potencializar a producao de metabolitos como a violaceina com relevancia nos setores

agricola, industrial e farmacéutico.

4.5. Referéncias Bibliograficas

ABDEL-RHMAN, S. H.; RIZK, D. E.; ABDELMEGEED, E. S. Effect of sub-minimum
inhibitory concentrations of tyrosol and edta on quorum sensing and virulence of Pseudomonas

aeruginosa. Infection and Drug Resistance, v. 13, p. 3501-3511, 2020. Disponivel em:
https://doi.org/10.2147/IDR.S264805

AHMED, S. O.; ZEDAN, H. H.; IBRAHIM, Y. M. Quorum sensing inhibitory effect of
bergamot oil and aspidosperma extract against Chromobacterium violaceum and Pseudomonas
aeruginosa. Archives of Microbiology, v. 203, n. 7, p. 4663-4675, 2021 b. Disponivel em:
https://doi.org/10.1007/s00203-021-02455-8

ARIA, M.; CUCCURULLO, C. bibliometrix: An R-tool for comprehensive science mapping
analysis. Journal of Informetrics, v. 11, n. 4, p. 959-975, 2017. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.j01.2017.08.007

ASIF, M.; IMRAN, M. Quorum Sensing Inhibition: Current Advances of the Natural
Antimicrobial Agents. Russian Journal of Bioorganic Chemistry, v. 45, n. 6, p. 488-504,
2019. Disponivel em: https://doi.org/10.1134/S1068162019060049

AYYAPPAN, S. V.; BHASKARAN, K. Extracellular lactonase-mediated quorum quenching
by a novel Bacillus velezensis. FEMS Microbiology Letters, v. 369, n. 1, 2022. Disponivel
em: https://doi.org/10.1093/femsle/fnac095

AYYAPPAN, S. V.; BHASKARAN, K. Extracellular lactonase-mediated quorum quenching
by a novel Bacillus velezensis. FEMS Microbiology Letters, v. 369, n. 1, 2022 b. Disponivel
em: https://doi.org/10.1093/femsle/fnac095

BATISTA, B. B.; DE LIMA, V. M.; PICINATO, B. A.; KOIDE, T.; DA SILVA NETO, J. F.
A quorum-sensing regulatory cascade for siderophore-mediated iron homeostasis in
Chromobacterium  violaceum. wmSystems, v. 9, n. 4, 2024. Disponivel em:
https://doi.org/10.1128/msystems.01397-23

BATISTA, J. H.; LEAL, F. C.; FUKUDA, T. T. H.; ALCOFORADO DINIZ, J.; ALMEIDA,
F.; PUPO, M. T.; DA SILVA NETO, J. F. Interplay between two quorum sensing-regulated
pathways, violacein biosynthesis and Vacl/Yrb, dictates outer membrane vesicle biogenesis in
Chromobacterium violaceum. Environmental Microbiology, v. 22, n. 6, p. 2432-2442, 2020.
Disponivel em: https://doi.org/10.1111/1462-2920.15033

BLACKBURN, M. B.; SPARKS, M. E.; GUNDERSEN-RINDAL, D. E. The genome of the
insecticidal Chromobacterium subtsugae PRAA4-1 and its comparison with that of


https://doi.org/10.2147/IDR.S264805
https://doi.org/10.1007/s00203-021-02455-8
https://doi.org/10.1016/j.joi.2017.08.007
https://doi.org/10.1134/S1068162019060049
https://doi.org/10.1093/femsle/fnac095
https://doi.org/10.1093/femsle/fnac095
https://doi.org/10.1128/msystems.01397-23
https://doi.org/10.1111/1462-2920.15033

47

Chromobacterium violaceum ATCC 12472. Genomics Data, v. 10, p. 1-3, 2016. Disponivel
em: https://doi.org/10.1016/j.gdata.2016.08.013

BOUDIBA, S.; TAMFU, A. N.; HANINI, K.; SELATNIA, I.; BOUDIBA, L.; SAOULI, L;
MOSSET, P.; CEYLAN, O.; EGBE, D. A. M.; SID, A.; DINICA, R. M. Synthesis of a new
diarylhydrazone derivative and an evaluation of its in vitro biofilm inhibition and quorum
sensing disruption along with a molecular docking study. Journal of Chemical Research, v.
47, n. 4, 2023. Disponivel em: https://doi.org/10.1177/17475198231184603

CACCHIO, P.; PELLEGRINI, M.; FARDA, B.; DJEBAILI, R.; TABACCHIONI, S.; DEL
GALLO, M. Preliminary indication of the role of AHL-dependent quorum sensing systems in
calcium carbonate precipitation in Gram-negative bacteria. AIMS Microbiology, v. 9, n. 4, p.
692-711, 2023. Disponivel em: https://doi.org/10.3934/microbiol.2023035

CHANG, A.; SUN, S.; LL, L.; DAL X.; LI, H.; HE, Q.; ZHU, H. Tyrosol from marine Fungi, a
novel Quorum sensing inhibitor against Chromobacterium violaceum and Pseudomonas

aeruginosa. Bioorganic Chemistry, v. 91, p. 103140, 2019. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.bioorg.2019.103140

CHEN, X.; WANG, C.; ZHENG, Q. Y.; HU, W.-C.; XIA, X.-H. Emerging advances in
biosensor technologies for quorum sensing signal molecules. Analytical and Bioanalytical
Chemistry, v. 417, n. 1, p. 33-50, 2025. Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s00216-024-
05659-1

CHENG, W.-J.; ZHOU, J.-W.; ZHANG, P.-P.; LUO, H.-Z.; TANG, S.; LI, J.-J.; DENG, S.-
M.; JIA, A.-Q. Quorum sensing inhibition and tobramycin acceleration in Chromobacterium
violaceum by two natural cinnamic acid derivatives. Applied Microbiology and
Biotechnology, v. 104, n. 11, p. 5025-5037, 2020. Disponivel em:
https://doi.org/10.1007/s00253-020-10593-0

CHUGANI, S.; GREENBERG, E. P. An evolving perspective on the Pseudomonas aeruginosa
orphan quorum sensing regulator QscR. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology,
v. 4, 2014. Disponivel em: https://doi.org/10.3389/fcimb.2014.00152

DAL Y.; ZHONG, J.; GENG, D.; YIN, L.; DONG, J.; XIA, X. Inhibition of fermented and
unfermented soy whey extracts on the quorum sensing and biogenic amine production of
Morganella morganii wf-1. Food and Bioprocess Technology, v. 18, n. 1, p. 325-337, 2025.
Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s11947-024-03475-0

DERYABIN, D. G.; INCHAGOVA, K. S.; NIKONOROVA, E. R.; KARIMOV, 1. F;
DUSKAEYV, G. K. Quorum Sensing in Chromobacterium subtsugae ATCC 31532 (Formerly
Chromobacterium violaceum ATCC 31532): transcriptomic and genomic analyses.
Microorganisms, V. 13, n. 5, p. 1021, 2025. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/microorganisms13051021

DIMITROVA, P. D.; DAMYANOVA, T.; PAUNOVA-KRASTEVA, T. Chromobacterium
violaceum: a model for evaluating the anti-quorum sensing activities of plant substances.
Scientia  Pharmaceutica, v. 91, n. 3, p. 33, 2023. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/scipharm91030033

DURAN, N.; JUSTO, G. Z.; DURAN, M.; BROCCHI, M.; CORDI, L.; TASIC, L.; CASTRO,
G. R.; NAKAZATO, G. Advances in Chromobacterium violaceum and properties of violacein-


https://doi.org/10.1016/j.gdata.2016.08.013
https://doi.org/10.1177/17475198231184603
https://doi.org/10.3934/microbiol.2023035
https://doi.org/10.1016/j.bioorg.2019.103140
https://doi.org/10.1007/s00216-024-05659-1
https://doi.org/10.1007/s00216-024-05659-1
https://doi.org/10.1007/s00253-020-10593-0
https://doi.org/10.3389/fcimb.2014.00152
https://doi.org/10.1007/s11947-024-03475-0
https://doi.org/10.3390/microorganisms13051021
https://doi.org/10.3390/scipharm91030033

48

Its main secondary metabolite: A review. Biotechnology Advances, v. 34, n. 5, p. 1030-1045,
2016. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2016.06.003

ELEKHNAWY, E.; NEGM, W. A.; EL-AASR, M.; KAMER, A. A.; ALQARNI, M.;
BATIHA, G. E.-S.; OBAIDULLAH, A. J.; FAWZY, H. M. Histological assessment, anti-
quorum sensing, and anti-biofilm activities of Dioon spinulosum extract: in vitro and in vivo
approach. Scientific Reports, v. 12, n. 1, p. 180, 2022. Disponivel em:
https://doi.org/10.1038/s41598-021-03953-x

FAZAL, A.; YANG, M.; WANG, M.; ALL F.; WEN, Z.; YIN, T.; ZHAO, X.; HUA, X.;
HAN, H.; LIN, H.; WANG, X.; LU, G.; QL J.; YANG, Y. Assessment of shikonin and acetyl-
shikonin for mitigating quorum sensing potential of C. violaceum. Plant Growth Regulation,
v. 94, n. 3, p. 233-243, 2021 a. Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s10725-021-00712-w

GILLIS, M.; LOGAN, N. A. Chromobacterium. In: WHITMAN, W. B. (Ed.). Bergey’s
Manual of Systematics of Archaea and Bacteria. Hoboken: Wiley, 2015, p. 1-9. Disponivel
em: https://doi.org/10.1002/9781118960608.gbm00975

HARRISON, A. M.; SOBY, S. D. Reclassification of Chromobacterium violaceum ATCC
31532 and its quorum biosensor mutant CV026 to Chromobacterium subtsugae. AMB
Express, v. 10, n. 1, p. 202, 2020. Disponivel em: https://doi.org/10.1186/s13568-020-01140-
1

HAWVER, L. A.; JUNG, S. A.; NG, W.-L. Specificity and complexity in bacterial quorum-
sensing systems. FEMS Microbiology Reviews, v. 40, n. 5, p. 738-752, 2016. Disponivel em:
https://doi.org/10.1093/femsre/fuw014

HOSHINO, T. Violacein and related tryptophan metabolites produced by Chromobacterium
violaceum: biosynthetic mechanism and pathway for construction of violacein core. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 91, n. 6, p. 1463-1475, 2011. Disponivel em:
https://doi.org/10.1007/s00253-011-3468-z

INCHAGOVA, K. S.; DUSKAEV, G. K.; DERYABIN, D. G. Quorum Sensing in
Chromobacterium subtsugae (Formerly, C. violaceum) Is Inhibited by Gamma-Lactones, the

Minor Components of Eucalyptus Leaf Extract. Microbiology, v. 92, n. 1, p. 47-54, 2023.
Disponivel em: https://doi.org/10.1134/S0026261722602597

KAMPFER, P.; GLAESER, S. P.; SOBY, S. D. Chromobacterium pseudoviolaceum Kimpfer
et al. 2009 is a later heterotypic synonym of Chromobacterium violaceum Bergonzini 1880.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 68, n. 9, p. 2967-
2968, 2018. Disponivel em: https://doi.org/10.1099/ijsem.0.002930

KANEKAR, S.; DEVASYA, R. P. Growth-phase specific regulation of cvil/R based quorum
sensing associated virulence factors in Chromobacterium violaceum by linalool, a
monoterpenoid. World Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 38, n. 2, 2022.
Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s11274-021-03208-x

KHADRAOUI, N.; ESSID, R.; DAMERGI, B.; FARES, N.; GHARBI, D.; FORERO, A.M.;
RODRIGUEZ, J.; ABID, G.; KEREKES, E.B.; LIMAM, F.; JIMENEZ, C.; TABBENE, O.
Myrtus communis leaf compounds as novel inhibitors of quorum sensing-regulated virulence

factors and biofilm formation: In vitro and in silico investigations. Biofilm, v. §, p. 100205,
2024. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.bioflm.2024.100205


https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2016.06.003
https://doi.org/10.1038/s41598-021-03953-x
https://doi.org/10.1007/s10725-021-00712-w
https://doi.org/10.1186/s13568-020-01140-1
https://doi.org/10.1186/s13568-020-01140-1
https://doi.org/10.1093/femsre/fuw014
https://doi.org/10.1007/s00253-011-3468-z
https://doi.org/10.1134/S0026261722602597
https://doi.org/10.1007/s11274-021-03208-x
https://doi.org/10.1016/j.bioflm.2024.100205

49

KHAJANCHI B. K.; KOZLOVA, E. V.; SHA, J.; POPOV, V. L.; CHOPRA, A. K. The two-
component QseBC signalling system regulates in vitro and in vivo virulence of Aderomonas
hydrophila. Microbiology, v. 158, n. 1, p. 259-271, 2012. Disponivel em:
https://doi.org/10.1099/mic.0.051805-0

KHOIRI, S.; ASMIRA DAMAYANTI, T. Characterization of acyl-homoserine lactonase
gene from Brevibacillus brevis strain B37Indian Journal of Biotechnology. /S. l.: 5. n.].
Disponivel em: https://swissmodel.

KONG, J.; WANG, Y.; XIA, K.; ZANG, N.; ZHANG, H.; LIANG, X. New insights into the
antibacterial and quorum sensing inhibition mechanism of Artemisia argyi leaf extracts towards

Pseudomonas aeruginosa PAO1. 3 Biotech, v. 11, n. 2, p. 97, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.1007/s13205-021-02663-5

LI, Y.; DING, W.; YIN, J.; LI, X.; TIAN, X.; XIAO, Z.; WANG, F.; YIN, H. 2.3-
Dimethoxycinnamic acid from a marine actinomycete, a promising quorum sensing inhibitor in

Chromobacterium violaceum. Marine Drugs, v. 22, n. 4, p. 177, 2024 a. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/md22040177

LIU, X.; LI, J.; LI, Y.; LI, J.; SUN, H.; ZHENG, J.; ZHANG, J.; TAN, H. A visualization
reporter system for characterizing antibiotic biosynthetic gene clusters expression with high-

sensitivity. Communications Biology, v. 5, n. 1, p. 901, 2022. Disponivel em:
https://doi.org/10.1038/s42003-022-03832-9

LOO, C.; KOIRALA, P.; SMITH, N. C.; EVANS, K. C.; BENOMAR, S.; PARISI, I. R;;
OLLER, A.; CHANDLER, J. R. Cross-species activation of hydrogen cyanide production by a
promiscuous quorum-sensing receptor promotes Chromobacterium subtsugae competition in a
dual-species model. Microbiology (United Kingdom), v. 169, n. 2, 2023 a. Disponivel em:
https://doi.org/10.1099/mic.0.001294

LU, L.; WANG, J.; QIN, T.; CHEN, K.; XIE, J.; XI, B. Carvacrol Inhibits Quorum Sensing in
Opportunistic Bacterium Aeromonas hydrophila. Microorganisms, v. 11, n. 8, p. 2027, 2023
b. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/microorganisms11082027

MARQUES CUNHA, S.; FAVERO, F.; MENESES SOUZA, D.; ARAUJO FONSECA, C.;
ALVES TOLENTINO, T.; SOBRAL SILVA, V.; ANCHIETA LOURENCO SILVA, C.;
LEITE PEREIRA, A.; HENRIQUE LIRA MACHADO, A. Assessment of Morita-Baylis-
Hillman adducts as novel modulators of quorum sensing phenotypes in Chromobacterium
CV026 by targeting CviR. Tetrahedron Letters, v. 125, p. 154620, 2023. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2023.154620

MUKHERIJEE, S.; BASSLER, B. L. Bacterial quorum sensing in complex and dynamically
changing environments. Nature Reviews Microbiology, v. 17, n. 6, p. 371-382, 2019.
Disponivel em: https://doi.org/10.1038/s41579-019-0186-5

OHTA, T.; FUKUMOTO, A.; [IZAKA, Y.; KATO, F.; KOYAMA, Y.; ANZAL Y. Quorum
sensing inhibitors against Chromobacterium violaceum CV026 Derived from an Actinomycete
metabolite library. Biological and Pharmaceutical Bulletin, v. 43, n. 1, p. 179-183, 2020.
Disponivel em: https://doi.org/10.1248/bpb.b19-00564


https://doi.org/10.1099/mic.0.051805-0
https://swissmodel/
https://doi.org/10.1007/s13205-021-02663-5
https://doi.org/10.3390/md22040177
https://doi.org/10.1038/s42003-022-03832-9
https://doi.org/10.1099/mic.0.001294
https://doi.org/10.3390/microorganisms11082027
https://doi.org/10.1016/j.tetlet.2023.154620
https://doi.org/10.1038/s41579-019-0186-5
https://doi.org/10.1248/bpb.b19-00564

50

PALUCH, E.; REWAK-SOROCZYNSKA, I.; JEDRUSIK, I.; MAZURKIEWICZ, E.;
JERMAKOW, K. Prevention of biofilm formation by quorum quenching. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 104, n. 5, p. 1871-1881, 2020. Disponivel em:
https://doi.org/10.1007/s00253-020-10349-w

PAPENFORT, K.; BASSLER, B. L. Quorum sensing signal-response systems in Gram-
negative bacteria. Nature Reviews Microbiology, v. 14, n. 9, p. 576-588, 2016. Disponivel
em: https://doi.org/10.1038/nrmicro.2016.89

PARK, H.; PARK, S.; YANG, Y.-H.; CHOI, K.-Y. Microbial synthesis of violacein pigment
and its potential applications. Critical Reviews in Biotechnology, v. 41, n. 6, p. 879-901, 2021.
Disponivel em: https://doi.org/10.1080/07388551.2021.1892579

PENA, R. T.; BLASCO, L.; AMBROA, A.; GONZALEZ-PEDRAJO, B.; FERNANDEZ-
GARCIA, L.; LOPEZ, M.; BLERIOT, I.; BOU, G.; GARCIA-CONTRERAS, R.; WOOD, T.
K.; TOMAS, M. Relationship between quorum sensing and secretion systems. Frontiers in
Microbiology, v. 10, 2019. Disponivel em: https://doi.org/10.3389/fmicb.2019.01100

PRAZDNOVA, E. V.; GOROVTSOV, A. V.; VASILCHENKO, N. G.; KULIKOV, M. P;
STATSENKO, V. N.; BOGDANOVA, A. A.; REFELD, A. G.; BRISLAVSKIY, Y. A,;
CHISTYAKOV, V. A.; CHIKINDAS, M. L. Quorum-Sensing inhibition by gram-positive
bacteria. Microorganisms, v. 10, n. 2, p. 350, 2022. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/microorganisms10020350

QU, C.; GENG, Y.; DING, Z.; LI, Y.; JIANG, H.; SU, M.; LIU, H. In Situ Spatiotemporal
SERS Profiling of bacterial quorum sensing by hierarchical hydrophobic plasmonic arrays in
agar medium. Analytical Chemistry, v. 96, n. 6, p. 2396-2405, 2024. Disponivel em:
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.3c04299

QUECAN, B. X. V.; SANTOS, J. T. C.; RIVERA, M. L. C.; HASSIMOTTO, N. M. A,;
ALMEIDA, F. A.; PINTO, U. M. Effect of quercetin rich onion extracts on bacterial quorum
sensing.  Frontiers in  Microbiology, v. 10, 2019. Disponivel em:
https://doi.org/10.3389/fmicb.2019.00867

RAJAMANIKANDAN, S.; SRINIVASAN, P. Exploring the selectivity of auto-inducer
complex with LuxR using molecular docking, mutational studies and molecular dynamics

simulations. Journal of Molecular Structure, v. 1131, p. 281-293, 2017. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2016.11.056

RAMBARAN, N.; NAIDOO, Y.; MOHAMED, F.; CHENIA, H. Y.; BAIINATH, H.
Antibacterial and anti-quorum sensing properties of silver nanoparticles phytosynthesized using
Embelia  ruminata. Plants, v. 13, n. 2, p. 168, 2024a. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/plants13020168

RASHIYA, N.; PADMINI, N.; AJILDA, A. A. K.; PRABAKARAN, P.; DURGADEVI, R.;
VEERA RAVI, A.; GHOSH, S.; SIVAKUMAR, N.; SELVAKUMAR, G. Inhibition of biofilm
formation and quorum sensing mediated virulence in Pseudomonas aeruginosa by marine

sponge symbiont Brevibacterium casei strain Alu 1. Microbial Pathogenesis, v. 150, p.
104693, 2021a. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.micpath.2020.104693

REHMAN, Z. U.; MOMIN, A. A.; ALDEHAIMAN, A.; IRUM, T.; GRUNBERG, R;
AROLD, S. T. The exceptionally efficient quorum quenching enzyme LrsL suppresses


https://doi.org/10.1007/s00253-020-10349-w
https://doi.org/10.1038/nrmicro.2016.89
https://doi.org/10.1080/07388551.2021.1892579
https://doi.org/10.3389/fmicb.2019.01100
https://doi.org/10.3390/microorganisms10020350
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.3c04299
https://doi.org/10.3389/fmicb.2019.00867
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2016.11.056
https://doi.org/10.3390/plants13020168
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2020.104693

51

Pseudomonas aeruginosa biofilm production. Frontiers in Microbiology, v. 13, 2022.
Disponivel em: https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.977673

REINA, J. C.; PEREZ-VICTORIA, I.; MARTIN, J.; LLAMAS, 1. A Quorum-sensing inhibitor
strain of vibrio alginolyticus blocks gs-controlled phenotypes in Chromobacterium violaceum

and Pseudomonas aeruginosa. Marine Drugs, v. 17, n. 9, p. 494, 2019. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/md17090494

REVANASIDDAPPA, P. D. et al. Computational exploration of Picrasma quassioides
compounds as CviR-mediated quorum sensing inhibitors against Chromobacterium violaceum.

Frontiers in Chemistry, V. 12, 2024. Disponivel em:
https://doi.org/10.3389/fchem.2024.1286675

SAEK]I, E. K.; KOBAYASHI, R. K. T.; NAKAZATO, G. Quorum sensing system: target to
control the spread of bacterial infections. Microbial Pathogenesis, v. 142, p. 104068, 2020.
Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.micpath.2020.104068

SAPTAMI K.; AROKIA BALAYA REX, D.; CHANDRASEKARAN, J.; REKHA, P. D.
Competitive interaction of thymol with cviR inhibits quorum sensing and associated biofilm

formation in Chromobacterium violaceum. International Microbiology, v. 25, n. 3, p. 629-
638, 2022. Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s10123-022-00247-8

SIKDAR, R.; ELIAS, M. Quorum quenching enzymes and their effects on virulence, biofilm,
and microbiomes: a review of recent advances. Expert Review of Anti-infective Therapy, v.
18,n. 12, p. 1221-1233, 2020. Disponivel em: https://doi.org/10.1080/14787210.2020.1794815

STEPHENS, K.; BENTLEY, W. E. Synthetic biology for manipulating quorum sensing in
microbial consortia. Trends in Microbiology, v. 28, n. 8, p. 633-643, 2020. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.tim.2020.03.009

THABIT, A. K.; ELJAALY, K.; ZAWAWI, A.; IBRAHIM, T. S.; EISSA, A. G
ELBARAMAWI, S. S.; HEGAZY, W. A. H.; ELFAKY, M. A. Muting bacterial
communication: evaluation of prazosin anti-quorum sensing activities against gram-negative

bacteria Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, and Serratia marcescens. Biology, v. 11,
n. 9, p. 1349, 2022. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/biology11091349

ULUSOQY, S.; B AKALIN, R.; CEVIKBAS, H.; BERISHA, A.; ORAL, A.; BOSGELMEZ-
TINAZ, G. Zeolite 4A as ajammer of bacterial communication in Chromobacterium Violaceum

and Pseudomonas Aeruginosa. Future Microbiology, v. 17, n. 11, p. 861-871, 2022.
Disponivel em: https://doi.org/10.2217/fmb-2021-0174

VADAKKAN, K.; CHOUDHURY, A. A.; GUNASEKARAN, R.; HEMAPRIYA, J;
VIJAYANAND, S. Quorum sensing intervened bacterial signaling: Pursuit of its cognizance
and repression. Journal of Genetic Engineering and Biotechnology, v. 16, n. 2, p. 239-252,
2018. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.jgeb.2018.07.001

WANG, H.; CHU, W.; YE, C.; GAETA, B.; TAO, H.; WANG, M.; QIU, Z. Chlorogenic acid
attenuates virulence factors and pathogenicity of Pseudomonas aeruginosa by regulating
quorum sensing. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 103, n. 2, p. 903-915, 2019.
Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s00253-018-9482-7


https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.977673
https://doi.org/10.3390/md17090494
https://doi.org/10.3389/fchem.2024.1286675
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2020.104068
https://doi.org/10.1007/s10123-022-00247-8
https://doi.org/10.1080/14787210.2020.1794815
https://doi.org/10.1016/j.tim.2020.03.009
https://doi.org/10.3390/biology11091349
https://doi.org/10.2217/fmb-2021-0174
https://doi.org/10.1016/j.jgeb.2018.07.001
https://doi.org/10.1007/s00253-018-9482-7

52

WANG, W.; LI, D.; HUANG, X.; YANG, H.; QIU, Z.; ZOU, L.; LIANG, Q.; SHI, Y.; WU,
Y.; WU, S.; YANG, C.; LI, Y. Study on Antibacterial and quorum-sensing inhibition
activities of Cinnamomum camphora leaf essential oil. Molecules, v. 24, n. 20, p. 3792,
2019a. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/molecules24203792

WANG, W.; HUANG, X.; YANG, H.; NIU, X.; LL, D.; YANG, C.; LI, L.; ZOU, L.; QIU, Z.;
WU, S.; LI, Y. Antibacterial Activity and anti-quorum sensing mediated phenotype in response
to essential oil from Melaleuca bracteata leaves. International Journal of Molecular
Sciences, v. 20, n. 22, p. 5696, 2019b. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/ijms20225696

WANG, W.; LIN, X.; YANG, H.; HUANG, X.; PAN, L.; WU, S.; YANG, C.; ZHANG, L,;
LI, Y. Anti-quorum sensing evaluation of methyleugenol, the principal bioactive component,
from the Melaleuca bracteata leaf oil. Frontiers in Microbiology, v. 13, 2022. Disponivel em:
https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.970520

XU, C.;NL L.; LI, S.; DU, C.; SANG, W.; JIANG, Z. Quorum sensing regulation in Microcystis
aeruginosa: Insights into AHL-mediated physiological processes and MC-LR production.
Science of The Total Environment, v. 919, p. 170867, 2024. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2024.170867

YANG, S.; QU, C.; MUKHERJEE, M.; WU, Y.; HUANG, Q.; CAI P. Soil phyllosilicate and
iron oxide inhibit the quorum sensing of Chromobacterium violaceum. Soil Ecology Letters,
v.3,n. 1, p. 22-31, 2021 a. Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s42832-020-0051-5

Y1, L.; DONG, X.; GRENIER, D.; WANG, K.; WANG, Y. Research progress of bacterial
quorum sensing receptors: Classification, structure, function and characteristics. Science of
The Total Environment, v. 763, p. 143031, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/].scitotenv.2020.143031

YU, X,; LI, L.; SUN, S.; CHANG, A.; DAL X.; LI, H.; WANG, Y.; ZHU, H. A cyclic dipeptide
from marine fungus Penicillium chrysogenum DXY-1 exhibits anti-quorum sensing activity.
ACS Omega, v. 6, n 11, p. 7693-7700, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.1021/acsomega.1c00020

ZHAN, X.; WANG, R.; ZHANG, M.; LI, Y.; SUN, T.; CHEN, J.; L1, J.; LIU, T. Trichoderma
-derived emodin competes with ExpR and Expl of Pectobacterium carotovorum subsp.

carotovorum to biocontrol bacterial soft rot. Pest Management Science, v. 80, n. 3, p. 1039-
1052, 2024. Disponivel em: https://doi.org/10.1002/ps.7835


https://doi.org/10.3390/molecules24203792
https://doi.org/10.3390/ijms20225696
https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.970520
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2024.170867
https://doi.org/10.1007/s42832-020-0051-5
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.143031
https://doi.org/10.1021/acsomega.1c00020

53



54

5. ARTIGO 2 — INTERACAO COMPETITIVA ENTRE CHROMOBACTERIUM
SUBTSUGAE, BACILLUS SP. E PRIESTIA SP.: REGULACAO DA PRODUCAO DE
VIOLACEINA

RESUMO

A produgdo de violaceina, regulada por quorum sensing (QS), pode ser modulada por interagdes
interespecificas entre bactérias. Chromobacterium subtsugae ATCC-31532, reconhecida por
sua capacidade biossintética, foi cocultivada com diferentes cepas dos géneros Bacillus e
Priestia com o objetivo de avaliar como as interagdes mistas modulam a produgao de violaceina
e o sistema de quorum sensing. Diferentes condi¢des de cultivo em meio liquido revelaram
maior producdo de violaceina sob baixa oxigenacdo. Ensaios de difusdo em disco e cocultivos
liquidos demonstraram que determinadas cepas, como B. thuringiensis subsp. kurstaki (Btk),
favorecem a produgdo do pigmento, enquanto outras, como B. safensis e B. velezensis,
promovem sua supressdo, possivelmente via mecanismos de quorum quenching (QQ). A
microscopia eletronica de varredura revelou alteragcdes morfoldgicas e maior formacdo de
cristais Cry nas coculturas com Btk, sugerindo respostas competitivas. A sequéncia de
inoculacdo influenciou a resposta metabolica de C. subtsugae, com maior producdo de
violaceina observada quando esta foi estabelecida antes da introducdo de Btk. Esses resultados
destacam o papel das interacdes microbianas na regulacdo de QS e na producdo de metabolitos
secundarios, oferecendo perspectivas promissoras para aplicagdes biotecnologicas.
Palavras-chave: Cocultivo bacteriano, quorum sensing, violaceina, competicdo microbiana,
Chromobacterium subtsugae, Bacillus thuringiensis.

ABSTRACT

Violacein production, regulated by quorum sensing (QS), can be modulated by interspecies
bacterial interactions. Chromobacterium subtsugae ATCC-31532, known for its biosynthetic
capabilities, was cocultured with various Bacillus AND Priestia strains to assess how mixed-
species interactions influence violacein production and QS activity. Different liquid culture
conditions revealed increased violacein production under low-oxygen environments. Disk
diffusion assays and liquid cocultures showed that certain strains, such as Bacillus thuringiensis
subsp. kurstaki (Btk), promoted pigment production, while others, including B. safensis and B.
velezensis, suppressed it — possibly via quorum quenching (QQ) mechanisms. Scanning
electron microscopy revealed morphological alterations and increased Cry crystal formation in
cocultures with Btk, suggesting competitive interactions. The inoculation sequence also
influenced the metabolic response of C. subtsugae, with higher violacein production observed
when it was established prior to Btk introduction. These findings underscore the role of
microbial interactions in regulating QS and secondary metabolite production, offering
promising perspectives for biotechnological applications.

Keywords: Bacterial coculture, quorum sensing, violacein, microbial competition,
Chromobacterium subtsugae, Bacillus thuringiensis.

5.1. Introducao

Microrganismos interagem nos ecossistemas, competindo ou cooperando por recursos
e espaco. Essas interagdes microbianas sdo frequentemente mediadas por sinais quimicos, como

os envolvidos no sistema de quorum sensing (QS), um mecanismo de comunicagdo célula-
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c¢lula dependente da densidade populacional, capaz de regular fungdes como a produgao de
metabolitos secundarios (MS) (Azimi et al., 2020; Lechon-Alonso et al., 2021)

O interesse pelo uso de microrganismos como fontes naturais de MS tem crescido nos
ultimos anos, pois esses organismos demonstram capacidade de produzir metabdlitos com
diversas aplicacdes industriais. A possibilidade de explorar esse potencial metabolico tem
favorecido abordagens mais sustentaveis, além de oferecer alternativas menos agressivas ao
meio ambiente. Os microrganismos permitem a obten¢do tanto de moléculas ja conhecidas,
quanto de novas, de estrutura complexa, muitas vezes dificeis de serem sintetizadas (Maithani
et al., 2022; Ruiz-Sanchez et al., 2023).

Um desses compostos ¢ a violaceina, um derivado natural de indol biossintetizado pela
condensa¢do de duas moléculas de triptofano que sao codificadas pelo operon vioABCDE em
resposta a sinais de quorum sensing. Além de ser um metabolito regulado por QS, apresenta
uma ampla gama de atividades bioldgicas, incluindo potencial antimicrobiano, antioxidante e
citotoxico. Embora sua producdo tenha sido inicialmente caracterizada em Chromobacterium
violaceum, a cepa nao patogénica Chromobacterium subtsugae vém ganhando destaque como
alternativa promissora para aplicagdes agricolas e industriais, devido a baixa toxicidade e a
presenca de sistemas regulatorios unicos (Gomez-Gomez et al., 2019; Durédn et al., 2016;
Huang et al., 2023; Deryabin et al., 2025).

No entanto, o rendimento de producdo da violaceina ainda ¢ reduzido, o que impde
desafios para sua producdo em escala. Essa producdo pode ser modulada por condigdes
ambientais e pela interagdo com outras espécies microbianas. Em modelos de cultura mista, o
contato com outras bactérias pode induzir, reprimir ou ativar vias biossintéticas silenciosas,
modulando a produgdo de MS (Cheng et al., 2022; Netzker et al., 2015; Yu et al., 2024). Dentre
os grupos bacterianos mais estudados estdo espécies do género Bacillus, amplamente
distribuidos na natureza e com notdvel potencial biotecnoldgico, e Priestia, recentemente
reclassificado dentro deste género. Essas bactérias sdo reconhecidas pela capacidade de
produzir uma ampla gama de compostos de interesse industrial, incluindo enzimas (celulases,
amilases, proteases e lipases), antibidticos peptidicos, agentes surfactantes, biofertilizantes,
biopolimeros, além de farmacos e nutracéuticos (Herrmann et al., 2024; Liu ef al., 2024).

Devido a sua capacidade resistir a condi¢des adversas e produzir uma grande diversidade
de compostos, essas bactérias ocupam nichos ecoldgicos diversos e interagem constantemente
com outras espécies microbianas, seja por competicdo, cooperacdo ou antagonismo. Tais
interagdes sao muito varidveis em relagdo ao tempo e o espago, o que dificulta a identificagdo
e compreensao com precisao de seus efeitos na fungdo da comunidade (Polonca, 2020; Qian et

al.,2023; Xia et al., 2022; Liu et al., 2025).
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Apesar do crescente interesse em interagdes microrganismo-microrganismo, o impacto
e a dindmica dessas interagdes interespécies sobre a produg¢do de MS como a violaceina por C.
subtsugae ainda sdo pouco compreendidos. Neste contexto, o presente estudo visa investigar
como diferentes estratégias de cocultivo entre Chromobacterium subtsugae ATCC-31532 e
cepas de Bacillus e Priestia afetam a produgdo de violaceina. Além disso, busca-se
compreender as relacdes entre esses grupos através da identificacdo de interacdes mistas que

possam modular a expressao de metabdlitos secundarios de interesse biotecnoldgico.

5.2. Material e Métodos
5.2.1 Obtencao dos isolados

Os isolados bacterianos de Chromobacterium subtsugae ATCC-31532, dos Bacillus e
Priestia (antigos pertencentes ao género Bacillus) foram obtidos do acervo pertencente a
empresa Bioworld®, no Laboratério de Fitopatologia da Universidade Federal de Sergipe. As
culturas desses microrganismos estavam armazenadas em preservagdes de glicerol 20% e em
agua salina. Assim, os isolados foram cultivados em meio agar nutriente (AN) como meio de

trabalho ou em meio caldo nutriente (CN) por 24 h a 28-30 °C em BOD.

5.2.2 Avaliacao da producio de violaceina sob diferentes condi¢cdes de cultivo em meio
liquido

5.2.2.1 Curva de crescimento

Para realizar a curva de crescimento, C. subtsugae foi inicialmente cultivada em placas
de Petri contendo meio AN. Posteriormente, foi preparada uma pré-cultura em 2 mL de meio
liquido NB sob agitacdo de 140 rpm por 24 horas a 30 °C. Apds esse periodo, a cultura foi
diluida em meio NB até atingir DOeoo, variando de 0,01 a 0,1, correspondendo a entre 1 e 10%
de indculo. Foram realizadas mensuragdes a cada 12 horas em leitor de microplacas (Agilent
Biotek Epoch) DOsoo até completar 48 horas de cultivo, a fim de se observar as fases do

crescimento da cepa.

5.2.2.2 Preparacio de pré-cultura

Inicialmente C. subtsugae foi cultivada em placas de Petri contendo meio dgar nutriente

(NA) por 48 horas em BOD a 30°C, seguido pela inoculagcdo em frascos Erlenmeyer de 250
mL, contendo 100 mL de meio liquido NB. A pré-cultura foi incubada a 30°C sob agitagao
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constante (140 rpm) em incubadora tipo shake por 24 horas. Além disso, a cultura semente foi

preparada por dilui¢do a uma DOgoo de 0,1 em novos Erlenmeyers de 250 mL.

5.2.2.3 Condicdes de cultivo em meio liquido

Chromobacterium subtsugae foi cultivada em meio liquido CN sob trés diferentes
condi¢des: 1) condigdo estatica em camara tipo BOD; 2) com agitagcdo de 140 rpm usando um
agitador orbital e 3) com aeracdo for¢cada com o auxilio de mini compressor Boyu S-510 4 L.
Para cada condi¢dao, foi utilizada uma cultura-semente que foi inoculada em 9 frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio, a 30 °C, por 48 h.

Apo6s dois dias, a cultura de C. subtsugae crescida nos diferentes tratamentos foi
semeada em placas de dgar nutriente e entdo as coldnias foram visualizadas apos 48 horas de

incubagdo a 30°C.

5.2.2.4 Extracio e quantificacido da violaceina

Para a quantificagdo bruta de violaceina, 1 ml de caldo de cultura de cada tratamento
foi coletado e entdo centrifugados a 9.660 x g por 10 minuto. Entdo, foi adicionado 1 ml de
etanol absoluto a mistura pellet-pigmento, seguido de mistura para extrair o pigmento para a
fase de etanol (Sasidharan et al., 2015) e centrifugacdo. Todos os extratos de etanol foram
coletados e a absorbancia foi medida em 585 nm, utilizando um leitor de microplacas
(Agilent Biotek Epoch) para quantificar a violaceina.

Em seguida, os resultados obtidos foram aplicados a equacdo de Lambert-Beer,
utilizando a absortividade molar padrao 0.05601 mL pg-1 cm-1 (Patel et al., 2015) com o

objetivo de determinar a concentragdo do entdo composto na amostra de C. subtsugae.

A =¢cl Equagdo de Lambert-Beer

5.2.3 Avaliacdo das interacdes entre Chromobacterium subtsugae e Bacillus e Priestia:
ensaios de sinergismo, quorum sensing e cocultivo

5.2.3.1 Teste de sinergismo e atividade QS por difusdo em disco

O teste de sinergismo e atividade QS foi realizado usando o método de difusao em disco,
conforme descrito por Jorgensen & Ferraro (2009), com modificacdes. Para esse teste, 100 uL.

de suspensdes bacterianas dos diversos Bacillus foram espalhadas uniformemente na superficie
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das placas de agar nutriente (AN) de 90 mm de diametro. Em seguida, quatro discos de papel
filtro inoculados com 5 pL da suspensdo de C. subtsugae (Cs) (1 x 108 ufc mL '), foram
colocados na superficie do meio. Um total de dez espécies entre Bacillus e Priestia (Tabela 1)

foram submetidos a esse teste. As placas foram incubadas a 30 °C por 24 h.

Tabela 1 - Cepas bacterianas utilizadas.

Microrganismo Cepa comercial
Bacillus subtilis (Bs) ATCC-6051
Bacillus amyloliquefaciens (Ba) ATCVC23350
Priestia megaterium (Pm) ATCC-14581
Bacillus pumilus (Bp) ATCC-14884
Bacillus licheniformis (BI) ATCC-14580
Bacillus thuringiensis (Bt) ATCC-10792
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (Btk) ATCC-23350
Bacillus safensis (Bsaf) CCT4443
Bacillus velezensis (Bv) CCT7891
Priestia aryabhattai (Pary) CCT4005

Fonte: elaboragdo propria (2024).

Apbs incubagao, foi medido o didmetro do halo de inibi¢do e a andlise da atividade QS
(presenga ou auséncia do pigmento) por meio da andlise de imagens. As imagens de alta
resolucao foram obtidas com o auxilio do equipamento Groundeye® e analisadas no software
ImageJ. A zona de inibigdo ao redor de cada disco de Cs foi medida até o milimetro mais

proximo.

5.2.3.2 Compatibilidade entre Chromobacterium subtsugae e Bacillus em cocultivo liquido

e seus efeitos na producao de violaceina.

Para avaliar a compatibilidade entre Chromobacterium subtsugae (Cs) e diferentes
cepas de Bacillus e Priestia, foram realizados cocultivos em meio liquido caldo nutriente (CN).
As culturas iniciais de C. subtsugae e de cada cepa de Bacillus foram previamente cultivadas
individualmente por 24 horas em NB a 30 °C, sob agitacdo a 140 rpm. Apds esse periodo, as
culturas foram ajustadas para uma DOsoo de 0,1 em espectrofotometro.

Os cocultivos foram montados em tubos de vidro contendo 10 mL de CN estéril,
inoculados com C. subtsugae e os demais microrganismos (tabela 1) (uma por tratamento),
ambos com DOsoo inicial de 0,1. Os frascos foram incubados por 48 horas a 30 °C. Apds o
periodo de incubagdo, foram realizadas coletas para avaliagdo da producdao de violaceina

seguindo o protocolo de extragdo citado anteriormente.
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5.2.4 Interacao entre C. subtsugae e Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki

5.2.4.1 Teste de Interacdo em Placa

A compatibilidade de crescimento entre Chromobacterium subtsugae (Cs) e Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki (Btk) foi observada em meio sélido (AN). Inicialmente, Cs e Btk
foram cultivados separadamente a 30 °C, por 24 horas.

Em seguida, foram estabelecidas duas condi¢des de cocultivo, variando a ordem de
inoculagdo. Na primeira condicao, a suspensao de C. subtsugae foi inoculada uniformemente
sobre a superficie do meio AN e incubada por 24 horas a 30 °C. Apo6s esse periodo, a suspensao
de Btk foi inoculada em locais pontuais na mesma placa e a cultura foi mantida sob as mesmas
condi¢cdes por mais 24 horas. Na segunda condi¢do, o ensaio foi realizado de forma inversa,
com inocula¢do inicial de Btk, seguida da inoculacdo de Cs apos 24 horas de incubagao.

Apbs as 24 h, as regides de contato das culturas de Btk e Cs foram obtidas para
experimentos de microscopia eletronica de varredura (MEV). Os estudos morfologicos foram
realizados por um microscopio eletronico de varredura (MEV) da marca TESCAN, modelo
VEGA 3 LMS. As amostras foram colocadas em porta amostra de cobre sobre fita de carbono

e metalizadas com uma camada de ouro.

5.2.4.2 Experimento cocultura com diferentes estratégias de inoculacao

Para as monoculturas, 250 uL de uma suspensdo bacteriana contendo 1 x 108 UFC/mL
de B. thuringiensis subsp. kurstaki (Btk) ou C. subtsugae (Cs) foram inoculados separadamente
em 250 mL de caldo nutriente (CN) e fermentados a 30 °C por cinco dias em condi¢des estaveis.
Os fermentados obtidos foram denominados culturas B (Btk) e C (Cs) (Li et al., 2024).

Para o cocultivo, foram testadas trés condi¢des distintas: na primeira, ocorreu a
inoculagdo simultanea de Btk e Cs; na segunda, houve a inoculacao sequencial com C.
subtsugae 24 horas antes de B. thuringiensis e, por fim, foi realizada a inoculagdo sequencial
com B. thuringiensis 24 horas antes de C. subtsugae. Em todos os casos, 250 uL de cada
suspensdo bacteriana (1 x 103 UFC/mL) foram inoculados em 250 mL de CN. As culturas
cocultivadas foram incubadas a 30°C por cinco dias sob as mesmas condigdes das
monoculturas. Apos esse periodo foi realizada a quantificagdo da violaceina de cada tratamento,

como descrito no item 5.2.2.4.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/electron-microscopy
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5.2.5 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares Excel, RStudio v4.3.0
e Orange Data Mining v3.35. Inicialmente, os dados foram submetidos ao teste de normalidade
de Shapiro-Wilk e ao teste de homogeneidade de variancias de Bartlett. Para varidveis com
distribuicdo normal e varidncias homogéneas, aplicou-se ANOVA, seguida do teste de
comparag¢des multiplas de LSD (p < 0,05). Para dados nao paramétricos, utilizou-se o teste de
Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn. Para analises exploratorias e de agrupamento
hierarquico, utilizou-se a distancia euclidiana e método de ligacdo de Ward. Todos os
experimentos foram realizados em triplicada em trés tempos independentes, com trés repeticdes

em um delineamento experimental inteiramente casualizado.

5.3. Resultados
5.3.1 Avaliacdo da producio de violaceina sob diferentes condi¢cdes de cultivo em meio
liquido

5.3.1.1 Curva de crescimento

O crescimento de C. subtsugae ATCC-31532 foi acompanhado por 48h em meio CN.
Foram utilizadas diferentes porcentagens de inoculacdo a fim de compreender o padrao de
crescimento da cepa para os experimentos posteriores.

Os efeitos das diferentes porcentagens do indculo inicial (1 a 10%) ao longo do tempo
de crescimento de C. subtsugae ATCC-31532 foram analisados. Observou-se que os dados ndo
apresentaram distribuigdo normal (p < 0,05), o que inviabilizou a aplicagdo de modelos de
regressdo paramétricos para explicar a relagdo entre a porcentagem de inoculagdo e o
crescimento bacteriano. Os resultados demostraram que, embora as diferentes porcentagens nao
tenham afetado significativamente a curva, ao longo do tempo ¢ possivel observar o perfil de
crescimento da cepa bacteriana. Os tempos de 24 h e 36 h diferiram significativamente dos
demais, sendo os periodos em que o crescimento foi mais acentuado. Entre 36 h e 48 h, ndo foi
observada diferenca significativa e uma reducao na DO, indicando estabiliza¢do do crescimento

(Figura 1).
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Figura 1 - Curva de crescimento de Chromobacterium subtsugae em funcdo da dose de
inoculacdo e tempo de incubagdo.
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Fonte: elaboracdo propria (2025).

Esses resultados estdo de acordo com os encontrados na literatura para o crescimento
bacteriano. Nas primeiras 12 horas, observou-se um baixo crescimento em todas as situagdes
testadas, comportamento esse comum entre cepas bacterianas devido a fase lag, ou seja,
adaptag@o ao meio e as condigdes. A partir das 24 horas, a densidade dptica revelou um pico de
crescimento, representando a fase de crescimento exponencial, que ¢ a fase em que a reproducao
celular € mais ativa. Ja nos periodos de 36 a 48 horas, foi observada uma certa estabilizagdo e
declinio desse crescimento, respectivamente, indicando a fase estacionaria e, posteriormente, o
fim do ciclo celular. Nessa etapa, os nutrientes do meio comeg¢am a se esgotar, ocorre o aumento
da taxa de morte celular e o acimulo de residuos toxicos provenientes das atividades
metabodlicas das células (Tortora, 2012). Esses resultados sdo muito importantes para o
planejamento experimental, pois representam as fases ideais para testes de densidade bacteriana
e producao de metabolitos secundarios, como a violaceina, uma vez que a produgdo desse
pigmento comeca durante a fase estaciondria de crescimento e atinge seu maximo durante a

fase inicial de morte (Pantanella et al., 2006). A producao de violaceina ¢ regulada por meio de
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um sistema de sinalizagdo baseado na molécula acil homosserina lactona (AHL) (Batista ef al.,
2020). Sendo ativada em altas densidades celulares e em condi¢des de redugdo de nutrientes,
pode sinalizar a célula a ajustar seu metabolismo, favorecendo a sintese do pigmento e podendo
estar associada a adaptacao e competi¢ao no ambiente (Blosser e Gray, 2000; Clark e Broderick,

2024; Loo et al., 2023).
5.3.1.2 Condicoes de cultivo em meio liquido

A andlise revelou que a produgao de violaceina foi significativamente maior na condi¢ao
estatica em comparacdo com as condi¢des compressor e shake (p < 0,05), enquanto ndo houve
diferenca significativa entre compressor e shake. Além disso, a coloragdo das culturas variou
visivelmente de acordo com a condic¢ao de cultivo (Figura 2 e 3). Cultivos sob condi¢do estatica
apresentaram maior teor de violaceina e coloragdo roxa intensa, enquanto os tratamentos com
maior aeragdo (shake e compressor) resultaram em coloragdo amarelada e menor pigmentagao.
Tais resultados sugerem que a produgdo de violaceina por C. subtsugae é favorecida por
condi¢cdes de baixa oxigenacdo, possivelmente associadas a formacao de agregados celulares.
Também foi observada a retomada da pigmentag¢do ao transferir culturas de cor amarelada para

meio solido nutritivo.

Figura 8 - Producdo de violaceina por Chromobacterium subtsugae apds 48 horas de cultivo
sob diferentes condi¢des de aeragdo: compressor, shaker e estatico. Foram observadas
diferengas estatisticas significativas entre os tratamentos (p < 0,05). Os dados representam a
média de trés repeticdes independentes + desvio padrao.
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Fonte: elaboragdo propria (2025).
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Figura 3 - Cultivos de Chromobacterium subtsugae ATCC 31532 em diferentes condi¢des de
oxigenagao, apds 24 horas em caldo nutriente. (A) Condigao estatica, com coloragdo roxa
intensa; (B) Agitacdo shake, com coloragdo amarelada; (C) Aeragdo forgada com compressor,

com auséncia visivel de pigmento.

(A) B) ©)
Fonte: elaboracdo propria (2025).

Diferentes respostas quanto a producdo de violaceina em C. subtsugae foram observadas
em todos os tratamentos, sendo a condigdo estavel a que apresentou o melhor resultado quanto
a variavel analisada. Esse comportamento ¢ semelhante ao observado por Yang et al. (2007)
em Pseudoalteromonas luteoviolaceo e Frediansyah et al. (2022) em cepas de
Janthinobacterium, qundo a producdo do pigmento foi reduzida em altas velocidades de
agitacdo. As culturas submetidas as elevadas velocidades de agitagdo obtiveram coloragdes
amareladas, enquanto as em condicdes estaveis foram arroxeadas, resultados esses semelhantes
ao que observamos. Esse comportamento foi atribuido a quebra da agregacao bacteriana que €
essencial para producdo da violaceina. Além disso, o estresse causado pela for¢a de
cisalhamento (Silva-Santisteban e Filho, 2005) e o aumento da oxigenagdao do meio também

tém efeito negativo na producdo de metabdlitos (Heinemann, Howard e Palocz, 1970).

5.3.2 Avaliacao das interacdes entre Chromobacterium subtsugae e Bacillus: ensaios de

sinergismo, quorum sensing e cocultivo

A fim de avaliar a intera¢do entre Chromobacterium subtsugae e diferentes cepas de
Bacillus e Priestia, foram realizados ensaios de difusdao em disco e cocultivo, visando detectar
possiveis efeitos sinérgicos ou antagonistas sobre o crescimento bacteriano e a producao de
violaceina. Através da andlise de agrupamento hierarquico das varidveis “area do halo de

inibi¢do” e “drea de pigmentacdo”, obtivemos trés grupos distintos (Figura 4).
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Figura 4 - Dendrograma da analise de agrupamento hierarquico dos tratamentos com
Chromobacterium subtsugae, baseado nas médias da area do halo de inibi¢do e pigmentagao.
A analise foi realizada pelo método de Ward com distancia euclidiana, resultando na
formacao de trés grupos distintos C1, C2 e C3, indicando diferentes padrdes de interacao
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Fonte: elaboracdo propria (2025).

O grupo 1, composto por C. subtsugae (controle) e B. thuringiensis subsp. kurstaki, ndo
apresentou halo de inibicdo, mas exibiu aumento na producdo de pigmento, sugerindo um
possivel efeito sinérgico ou estimulo do sistema de quorum sensing (QS). O grupo 2 apresentou
halos de inibi¢do moderados, com redugdo ou auséncia de pigmento, o que pode indicar uma
possivel atividade antimicrobiana associada a interferéncia no QS, compativel com o
mecanismo de quorum quenching (QQ). J& o grupo 3 incluiu espécies que, apesar de
apresentarem algum grau de inibig¢do por C. subtsugae, também resultaram em producdo de
pigmento, refletindo um perfil fenotipico mais varidvel, possivelmente relacionado as

diferentes interagdes competitivas entre espécies (Figura 5).
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Figura 5 - Ensaios de difusdo em disco demonstrando a interagao entre Chromobacterium
subtsugae e diferentes cepas de microrganismos. A presenga de halos claros ao redor dos
discos indica inibi¢ao do crescimento de C. subtsugae, enquanto a formagao de pigmento
violaceo sugere ativa¢ao da producgdo de violaceina.

Bacillus pumilus

““““““

@

g

Bacillus subtilis Bacillus thurigiensis Bacillus thurigiensis subsp. kurstaki Bacillus velezensis Bacillus safensis

Fonte: elaboracdo propria (2025).

Na literatura, resultados semelhantes ja foram observados, nos quais a produ¢do de
violaceina por Chromobacterium sp. em cocultivo ¢ influenciada pela espécie com a qual
interage. Shiau e Lin (2011) demonstraram que C. violaceum em interagdo com
Chryseobacterium indologenes estimulou a produ¢do do pigmento, enquanto outras bactérias,
como Serratia marcescens ou Pantoea agglomerans, reduzem sua sintese, possivelmente por
mecanismos de degradagdo da violaceina ou por bloqueio da sinaliza¢ao por quorum sensing.

A produgdo de violaceina ndo estd necessariamente correlacionada ao crescimento
celular, uma vez que agentes antibacterianos podem inibir a expressao da violaceina (regulada
pelo sistema QS Cvir/Cvil) sem causar a morte celular, indicando um potencial de quorum
quenching (QQ) (Ayyappan e Bhaskaran, 2022). Estes resultados sdo semelhantes aos
observados no grupo 2, em que cepas como B. amyloliquefacien € B. pumilus inibiram a
producdo de violaceina por C. subtsugae sem impactar visivelmente seu crescimento.

Além disso, Chromobacterium subtsugae apresentou atividade antimicrobiana
significativa contra alguOmas espécies, evidenciada pela formagdo de halos de inibicdo em
Priestia megaterium, Bacillus thuringiensis, Bacillus velezensis e Bacillus licheniformis. A
producdo desses efeitos pode estar relacionada a regulagdo de metabolitos antimicrobianos,
como o cianeto de hidrogénio e a violaceina, mediados por QS com atividade antimicrobiana

contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, sendo a interferéncia e ruptura da
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membrana citoplasmatica os principais mecanismos associados a esta atividade (Monnerat et
al., 2020; Choi et al., 2020; Rijavec e Lapanje, 2016; Cauz ef al., 2019).

Ap6s a analise fenotipica em meio solido, aprofundou-se a avaliacdo das interagdes
entre C. subtsugae e as demais cepas em cocultivo. Para isso, os microrganismos foram
cultivados simultaneamente em meio liquido CN, com o objetivo de quantificar a producao de
violaceina nas diferentes situagdes.

Os resultados mostraram diferengas significativas na produgdo de violaceina entre os
tratamentos (Figura 6). As maiores concentragdes de violaceina foram observadas nos
tratamentos BTK e BS, seguidos por Ba e pelo controle Cs, sugerindo que essas interagcdes nao
inibiram a producdo do pigmento. Por outro lado, os cocultivos com BSAF, BV e BL
apresentaram as menores quantidades de pigmento, indicando possivel atividade de QQ ou

repressao competitiva.

Figura 6 - Produgao de violaceina (ug) por Chromobacterium subtsugae (CS) em
monocultivo e cocultivo com diferentes cepas do género Bacillus e Priestia. Os dados
representam a média e o desvio padrao da producao total de pigmento. Observa-se variagao
significativa entre os tratamentos (teste de Kruskal-Wallis, p = 0,0439). Siglas: BT — B.
thuringiensis, Ary — P. aryabhattai, BM — P. megaterium, BP — B. pumilus, BA — B.
amyloliquefaciens, BL — B. licheniformis, BS — B. subtilis, BV — B. velezensis, BSAF — B.
safensis. As barras verticais indicam =+ erro padrao (EP) da média (n = 3).
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Fonte: elaboragdo propria (2025).

As cepas que apresentaram os maiores halos de inibi¢do em contato com C. subtsugae,
como B. safensis, B. licheniformis e P. megaterium, foram também aquelas associadas & menor
produgdo de violaceina no cocultivo.

Os mecanismos envolvidos na repressao desse pigmento podem estar associados a
degradacdo de Acil Homoserina Lactonas (AHL), moléculas autoindutoras que mediam o
sistema QS. Esse processo ocorre através da hidrélise do anel de lactona das AHLs, catalisada

por enzimas lactonases (Ayyappan e Bhaskaran, 2022; Tang et al., 2015). Essas enzimas foram
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identificadas em uma ampla gama de bactérias, principalmente no género Bacillus. Elas
inativam o anel de lactona presente nas AHLs, assim a molécula ndo consegue mais ativar o
receptor de quorum sensing, ou seja, a comunicacao bacteriana ¢ interrompida (Liu et al., 2019;
Mion et al., 2021).

Embora Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki produza lactonases do tipo AiiABTK que
causam a supressdo do QS em C. violaceum (Slamti et al., 2016; Thomas et al., 2005),
observou-se aumento na producdo de violaceina durante cocultivo com C. subtsugae. Esse
comportamento pode ser compreendido por meio das interagdes metabdlicas que ocorrem em
consorcios microbianos, nos quais diferentes espécies compartilham o ambiente e podem
beneficiar-se mutuamente ou unilateralmente para aumentar a produtividade, consumir
eficientemente certos nutrientes ou manter a estabilidade do consdrcio contra estresses
ambientais. Essas interacdes de alimentacao cruzada ou competi¢do por pares permitem que o
metabolismo de uma espécie favoregca o crescimento ou a atividade de outra, mesmo na
auséncia de sinalizacdo direta (Bernstein e Carlson, 2012; Pacheco e Segre, 2019; Silva-
Andrade et al., 2024). Além disso, a baixa competicdo metabolica pode ter ocasionado o
acimulo de AHLs por C. subtsugae, favorecendo a ativacdo do sistema CviR/Cvil e,
consequentemente, a expressao do operon vioA-E, resultando na producdo da violaceina

(Abinaya et al., 2023).

5.3.3 Interacao entre C. subtsugae e Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki

5.3.3.1 Teste de Intera¢ao em Placa

As analises de imagens geradas por microscopia eletronica de varredura (MEV) nos
monocultivos e cocultivos foram realizadas com o objetivo de avaliar o impacto da interagao
interespecifica na morfologia de Chromobacterium subtsugae e Bacillus thuringiensis subsp.

kurstaki (Btk) (Figura 7).
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Figura 7 - (A) Monocultura de Cs, (B) Monocultura de Btk, (C) Cocultura de Cs + Btk, (D)
Cocultura de Btk + Cs, (E) MEV da monocultura de Cs, (F) MEV da monocultura de Btk, (G)
MEYV da cocultura de Cs + Btk, (H) MEV da cocultura Btk + Cs. MEV, microscopia
eletronica de varredura. Setas verdes indicam bastonetes bacterianos; setas amarelas indicam
possiveis cristais Cry.

Fonte: elaboracdo propria (2025).

Observou-se que ambas as espécies puderam crescer em conjunto em placas de AN
sem a presenca de halos de inibicao (Fig. 6 A-D). O monocultivo de Cs apresentou colora¢ao
roxa intensa, caracteristica da producgdo de violaceina, enquanto o de Btk exibiu coloragdo
esbranquicada. No cocultivo, nas regides de contato, foi possivel observar pigmento,
indicando a produg¢do de violaceina.

A andlise dos monocultivos no MEV revelou bastonetes tipicos da morfologia de Cs
(E). No monocultivo de Btk (F), além das estruturas bastonetes, observou-se a presenca de
estruturas compativeis com cristais Cry, geralmente associados ao processo de esporulacao
dessa espécie (Martin et al., 2007; Zhang et al., 2023).

No cocultivo entre Cs + Btk (G), verificou-se aumento na densidade de estruturas
cristalinas em comparagcdo ao monocultivo, sugerindo uma possivel relagdo antagonista. A
producao de cristais Cry por Btk em cocultivo pode estar associada a mecanismos competitivos.
Ja no cocultivo entre Btk + Cs (H), foram observadas estruturas semelhantes, mas em menor
quantidade, o que pode indicar que a ordem de exposi¢do pode influenciar na resposta
competitiva.

Esses resultados sugerem uma possivel interagdo competitiva, potencialmente mediada
por mecanismos de competi¢do por espacgo e nutrientes. A presenga de cristais Cry em maior
quantidade nos cocultivos reforca a ideia de ativacdo de vias de defesa e esporulacdo por parte
de Btk em resposta ao estresse microbiano devido a presenca de C. subtsugae. Tais interacdes

podem estar impactando diretamente a producdo de violaceina por Cs. Resultados semelhantes
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foram observados por Yara et al. (1997), em que avaliaram a capacidade competitiva e de
crescimento de Bacillus thuringiensis ao ser inoculado ao mesmo tempo com bactérias nativas
de solo em solo estéril. Nessa situagdo, a cepa de Bacillus thuringiensis, quando em contato
com outras bactérias, esporulou de forma imediata e ndo apresentou crescimento, sugerindo
uma baixa capacidade competitiva, priorizando o gasto de sua energia com a produgdo de

esporos como mecanismo de sobrevivéncia.

5.3.3.2 Experimento cocultura com diferentes estratégias de inoculaciao

Para determinar se a produgdo de violaceina por C. subtsugae em cocultivo era
dependente da ordem de exposi¢do ao B. thuringiensis subsp. kurstaki, foram realizados

experimentos com diferentes sequéncias de inoculacao (Figura 8).

Figura 8 - Produgao de violaceina por Chromobacterium subtsugae (ng/mL) em diferentes
estratégias de cocultivo com Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (BTK): CS (monocultivo),
CS+BTK (inoculagdo de C. subtsugae 24 h antes), BTK+CS (inoculacao de BTK 24 h antes)

e CB (inoculacdo simultianea). No entanto, ndo foram observadas diferengas estatisticas
significativas entre os tratamentos (p > 0,05). As barras verticais indicam =+ erro padrao (EP)
da média (n = 3).
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Fonte: elaboragao propria (2025).

Em monocultivo, C. subtsugae apresentou uma producao média de violaceina de 1,6
pug/mL. No entanto, no tratamento CS+BTK, em que Cs foi inoculado inicialmente, seguido

pela introducdao de BTK (CS+BTK), foi observado um aumento na concentragdo do pigmento,
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atingindo valores superiores a 2,0 ug/mL. J4& nos tratamentos BTK+CS e CB, os teores de
violaceina foram mais proximos em relagao ao controle.

Esses dados indicam que CS responde de diferentes maneiras conforme a ordem
temporal da interagdo com BTK. Quando inoculada inicialmente (CS+BTK), a maior produgao
de violaceina pode ter sido desencadeada como uma resposta ao estresse competitivo, uma vez
que Cs ja estava estabelecida no meio em alta densidade e a chegada de um competidor tardio
poderia ativar as vias reguladas por QS. Essa interagdo pode ocasionar a expressao de genes da
vioA-E, diretamente relacionada a biossintese do pigmento. Além disso, a produgdao de
metabolitos ou antibiose por parte de BTK pode induzir mecanismos de resisténcia adaptativa
em Cs, até entdo desconhecidos (Bertrand ef al., 2014; Lozano et al., 2020).

No tratamento BTK+CS, ¢ possivel que a presenca prévia de BTK tenha favorecido
mecanismos QQ relacionados as enzimas lactonases capazes de degradar as AHLs, causando
assim a diminuicdo ou retardo da expressdo de genes relacionados a sintese da violaceina
(Aichar et al., 2022).

Por fim, o tratamento CB, em que ambas as espécies foram inoculadas simultaneamente,
reflete uma competi¢ao direta desde o inicio do cultivo, havendo uma competi¢ao mais intensa
por limitacdo de nutrientes ou secre¢ao de compostos antimicrobianos. Esse tipo de relagdo
culmina na selecdo da bactéria que prevalece na cultura mista. A interferéncia dual pode ter
limitado tanto a comunicacao por AHLs, quanto a ativacdo de vias biossintéticas secundarias,
como observado em outros modelos de cocultivo (Cornforth e Foster, 2013; Netzker et al.,
2015).

Os dados sugerem que a dindmica de inoculagdo influencia o comportamento
metabolico de C. subtsugae em competicdo. Essas observacdes reforcam a necessidade de
investigagdes futuras sobre os mecanismos moleculares envolvidos na modula¢do do quorum
sensing, incluindo a expressdo de genes associados as AHLs, a biossintese do pigmento
violaceo e a ativagdo de clusters génicos silenciosos, que podem ser expressos apenas sob
condig¢des especificas de cocultivo. Além disso, analises comparativas dos metabodlitos podem
oferecer evidéncias mais robustas sobre os efeitos da interagdo microbiana na intensificacao da

producdo de toxinas conhecidas ou na ativagdo de vias para novos compostos bioativos.

5.4. Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a interacdo competitiva entre

Chromobacterium subtsugae e Bacillus sp. influencia de maneira significativa a producao de

violaceina. O cocultivo sequencial, com a introdu¢ao de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki



71

apos 24 horas do cultivo inicial de C. subtsugae, promoveu o maior incremento na biossintese
do pigmento, sugerindo que fatores temporais sao determinantes na modulagio do sistema de
quorum sensing.

Este estudo fornece subsidios relevantes para o desenvolvimento de estratégias
biotecnoldgicas, visando a otimizacao da producao de violaceina e outros compostos bioativos.
Ademais, destaca a importancia de considerar os aspectos ecologicos e moleculares das
interagdes bacterianas em sistemas de cocultivo voltados a industria farmacéutica, agricola e
ambiental. Os dados também sugerem que a interacdo entre C. subtsugae e B. thuringiensis
subsp. kurstaki pode ser explorada em estudos futuros voltados ao desenvolvimento de

formulagdes microbianas sinérgicas, com aplicagdo potencial no controle bioldgico de insetos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que as interagdes entre
Chromobacterium subtsugae e espécies de Bacillus podem influenciar tanto positiva, quanto
negativamente a produ¢do de violaceina, dependendo do momento de inoculagdo entre as
espécies. O cocultivo sequencial com Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki promoveu maior
inducdo do pigmento, sugerindo que fatores temporais e competitivos modulam a atividade do
sistema de quorum sensing.

Esses achados reforcam o potencial do uso de culturas mistas como estratégia para
otimizar a producdo de metabolitos bioativos com aplicagdes diversas, especialmente na
agricultura, na industria farmacéutica e em biotecnologia. Além disso, evidenciam a relevancia
de explorar interagdes microbianas como ferramenta para ativar vias metabolicas silenciosas ou
pouco conhecidas.

Como perspectivas futuras, recomenda-se o aprofundamento das analises moleculares e
metabolomicas dessas interagdes, bem como a aplicagdo de consorcios microbianos na sistemas
industriais, farmaceéuticos, agricolas e outros contextos biotecnologicos, visando a produ¢do de
violaceina em escala e a avaliacdo da pureza e estabilidade do pigmento em formulagdes
comerciais. Esses avancos poderdo viabilizar o uso industrial da violaceina, consolidando-a

como uma alternativa sustentavel e de valor agregado com intimeras aplicacdes.



ANEXOS

FIGURA 1A. MEV monocultura de Chromobacterium subtsugae
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FIGURA 2A. Monocultura Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki
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FIGURA 3A. Cocultura Chromobacterium subtsugae + Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki
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FIGURA 4A. Cocultura Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki + Chromobacterium subtsugae
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