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AMOSTRA DE BACILLUS. II — Importéncia dos
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A Influéncia do Mn2+ na inducéo da esporogénese de uma amostra
de bacilo aerdbio, crescida em meio sintético sélido, foi verificada
anteriormente (Rabinovitch, 1970).

Tambem foi verificada que a ocorréncia da esporulacio se dava
apos o oitavo ou nono dias de incubacdo, quando no meio sintético
era adicionado Mn?+ numa concentracdo minima de 1,0 mg%. O Caz2t
somente ou combinado com Mn2+ pareceu nio favorecer o processo.

A presente comunicacao relata os resultados obtidos quando se
verificou a possivel influéncia de nove ions metalicos, incluindo o cal-
cio € 0 manganés, na inducédo da esporogénese, e, também, a deter-
minacao do teor de glicose residual existente no meio sintético ligui-
do, quando do aparecimento de esporos.

MATERIAL E METODOS

AMOSTRA BACTERIANA — A amostra foi a mesma empregada em
trabalho anterior (Rabinovitch, 1970). A sua correta identificacao,
gentilmente efetuada pela Dra. Ruth E. Gordon, mostrou tratar-se de
Bacillus licheniformis agora catalogado em nossa colecido com o numero
2 390. A cultura foi estocada em caldo nutriente, sendo quinzenalmente
renovada.

CULTIVO NO MEIO SINTETICO — O meio sintético MS 66-A (Rabi-
novitch, 1970) foi utilizado. Para o indculo, fazia-se uma suspensio
de células colhidas, com agulha, em 20 ml de dgua deionizada estéril
provenientes de um tubo com agar nutriente inclinado, apds cresci-

1 Recebido para publicacdo a 10 de maio de 1971.
* Trabalho do Laboratéorio de Bacteriologia do Departamento de Microbiologia e Imuno-

logia do Instituto Oswaldo Cruz.
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mento de 18-20 horas a 37° C. Desta suspensdo, uma. gota, proveniente
de pipeta estirada, era inoculada em tubcs de ensaio duplicatas con-
tendo 5,0 ml de meio sintético mais o ion metalico. Duas gotas eram
Inoculadas em frascos erlenmeyer. de 250 ml de capacidade, contendo
100 m]l do meio sintético, nas experiéncias de crescimento e consumo
de glicose. Em todos os casos a temperatura de incubacdo foi de 37° C.
O cultive foi estatico.

MEDIDA DO CRESCIMENTO — Foi efetuada em fotocolorimetro
Klett-Summerson, empregando-se o filtro verde (540 nm). Apos cada
24 horas de incubacio fazia-se a leitura em 5,0 ml do meio contido

em tubo do fotocolorimetro. As leituras figuram em unidades Klett
(U.K.).

GLICOSE RESIDUAL — O acucar foi determinado colorimeétricamente
segundo Folin-Wu nos 5,0 m! de meio empregado para a medida do
crescimento bacteriano, sendo que uma prévia desproteneizacao foi
procedida, juntando-se a cada 5,0 ml do material a dosar 0,0 ml de
NaOH 0,5M e 0,5 ml de ZnSO, 0,34 M. No liquido limpido remanescen-
te, apos centrifugacio, determinou-se a glicose residual.

IONS METALICOS TESTADOS — Os sais de Cas+, Fe2+, Mn2+, Mg2+
B+, MoSt, Co?t, Zn2t+ e Cu?+, empregados para teste no MS 66-A, fo-
ram todos reagentes analiticos, sendo respectivamente: CaCl, anidro;
FeSO,. TH,O; MnSO,. H,O; MgSO,. TH,O: Na.B,O.. 10 H.O; (NH,).
Mo.O.,. 5H,O; CoCl,. 6H.O; ZnSO,. TH,O: e CuSO,. oH,O.

ESPCRULACAO — Para a verificacdo do aparecimento de esporos e
endosporos efetucu-se o contréle da cultura por microscopia de fase.
O material a examinar era colhido em duas tomadas, com auxilio de
uma al¢ca com 4 mm de didmetro, e depositado sébre lamina, cobrindo-
se, em seguida, com laminula de 20 x 20 mm. Cads observacao foi
repetida duas vézes com nova amostra de material.

RESULTADOS

Os resultados constantes da Tabela I indicam a necessidade da
presengca dos ions manganés ou magnésio no meio sintético MS 66-A,
para que ocorra a esporogénese da amostra bacteriana estudada. Os
ions Ca?t, Fe2+, Co2+ Cu?t, Mo+, Zn2+ e B3+ ndo mostraram influ-
encia no processo, sendo que Co%>+ e Cu2t foram téxicos, j4 has con-
centracoes de 0,01 mg%, inibindo o crescimento. O aparecimento de
esporos € endosporos foi observado no 10.° dia de crescimento da cul-
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tura quando o Mn?* e Mg?+ encontravam-se nas concentragé‘)es de
1,0 mg9%. Com uma concentracao mais baixa, 0,1 mg% de Mn2+ ou
Mg?+, pdde-se detectar no meio sintético mais esporos que enddsporos
com 14 dias de crescimento, enquanto que nos meios contendo
0,01 mg¥% de Mn2?t+ e Mg2+ o mesmo nao se cbservou, ainda que com
tempos maiores de cultivo.

Os 1ons Ca e Mn sao destacadamente citados na literatura
(Donnellan & cols., 1964; Portellada, 1959; Grelet, 1946b; Grelet, 1950
Church & cols., 1954; Curran & Evans, 1954) dentre outros metais
necessarios a esporogénese bacteriana. Como o Mn2+, por si s6, mos-
trou-se capaz de induzir o processo, o mesmo nao ocorrendo com a
Ca?t nas experiéncias de crescimento anteriores, procuramos verificar
os efeitos de uma combinacao de ambos, na curva de crescimento da
ncssa amostra de B. licheniformis; a figura 1 ilustra os resultados obtidos.

Depois de uma “lag” variavel, de 2 a 3 dias, verifica-se a presenca
marcante do Mn?+ determinando uma melhor utilizacdo das fontes
de C e N, quando nas concentragoes de 0,1 mg% e 1,0 mg¥% . A com-
binacao de Mn2+ e Ca?*, nas concentracoes respectivas de 0,1 mg% e
0,01 mg% nao pareceu melhorar o crescimento, o mesmo ocorrendo
quando Mn?t encontra-se a 0,01 mg%.

A adicao de calcio ao meio sintético nao interfere no crescimento
(figura 2) quando na concentracdo de 0,01 mg%. Aumentando-se
para 0,1 mg% e 1,0 mg% ocorre um retardo no inicio do crescimento,
particularmente nesta ultima concentracdo, quando ainda, com 4 dias,
o crescimento € bastante escasso. Experiéncias em que se empregou
Ca** a 3,0 mg% obteve a inibicdo total do crescimento. E mesmo apos
20 dlas de observacao das culturas crescidas o Ca2t nao foi capaz de
Induzir a esporogénese. Quando se procurou correlacionar a curva de
crescimento bacteriano, glicose residual e a época em que ocorria a
esporulacac, quando se adiciona 1,0 mg% de Mnt2 no MS 66-A, obte-
ve-se as curvas que se encontram na figura 3. O aparecimento de es-
poros € endosporos se deu no 10.° dia de crescimento, quando ao mes-
mo tempo a concentracao da glicose era de aproximadamente 12,5%
da concentracao inicial. O mesmo se obteve quando foi tentada a
adicdo de 10,0 mg% de Mn2+. Com observacdes diarias, durante 20
dias, quanto a possivel esporulacdo em culturas isentas de Mn2+ adi-
cional, nao se po6de observar indicio de formacao de esporos.
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DISCUSSAO

A exigéncia da adicdo de diferentes ions metalicos em conjunto
aos melos de cultura para estimular g esporogénese em bacilos aero-
blos € amplamente conhecida. Contudo, a amostra de Bacillus licheni-
formis estudada, quando cultivada no meio MS 66-A, de composicao
bastante simples, é capaz de ésporular quando Mn?+ ou entio Mg2+
encontra-se presente. O exato papel destes ions na inducio da esporo-
génese ainda nao foi explicado, embora se saiba que ambos partici-
pam de varios sistemas enzimaticos (Dixon & Webb, 1964), um poden-
do substituir o outro em alguns déles.

Recentemente Linnett & Tipper, 1970, relataram a presenca de
enzimas no extrato de células de Bucillys Sphaericus responsaveis pela
sintese de peptidoglicanas e cértex dos esporos, sendo algumas de-
pendentes de ATP, Mn2+ ou Mg?+. Apesar de varios autores assinala-
rem a adicao de Ca?+ no meio de cultivo, como fator capaz de aumen-
tar significativamente o numero de esporos livres, quando combinado
com Mn2?2+ (Donnellan & cols.,, 1964; Church & cols.,, 1954), a nossa
amostra pareceu nio confirmar éste fato (Rabinevitch, 1970), embora

se salba que éste ion é encontrado no ésporo sob a forma de dipicoli-
nato de calcio.

TABELA 1

CRESCIMENTO E ESPORULACAO DO BACILLUS LICHENIFORMIS 2390
NO MEIO SINTETICO MS 66-A NA PRESENCA DE fONS METALICOS
EM TRES NIVEIS DE CONCENTRACAO

_—msm m—kilm—_—m——

0,01 mg% 0,1 mg% [ | 1,0 mg%

Ca+2 25,5& — 30 — 57 —
Fe+2 30 — 35,5 — 77,5 —
Mg+-2 30 — 107,5 | (*) 178 | +
Co+2 0 — 0 — | 0 ' —
Cu+2 0 _ 0 | — 0 ' —
Mn+2 20,5 | _ 155 (*) 183,5 ) +
Mo+-6 43 — 51 — 30 —
Z11+2 30 | — 30,5 — 20 —
B+3 [ 20,5 - 40,5 — | 46 ~
Sem adicao ’ 30,5 | — 30,5 i — | 30,5 —
& Média do crescimento apés 15 dias, em U.K. — — Auséncia de esporulacao.

+ = Endoésporos e esporos no 10.° dia de incubac¢ao. (*) = Endodsporos apds 14
dias de incubac¢dao. O = auséncia de crescimento.
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Com os dados aqui obtidos € possivel admitir-se que o Mn2+, e,
provavelmente também o Mg?+, atuem em fases distintas, estimulando
0 metabolismo e a reproducao celular bacteriana, o que é mostrado
na curva de crescimento (Figura 1) e, apos a fase estacionaria do
crescimento, quando a maior parte da glicose foi consumida e inicia-se
a esporogenia, ai participando dos sistemas enzimaticos responsaveis
pela sintese de proteinas e peptidoglicanas da coértex e capa do esporo
(Linnett & Tipper, 1970; Spudich, 1970).

Por outro lado, afigurando-se o acido didicolinico (DPA) indispen-
savel a termoresisténcia do esporo (Church & Halvorsen, 1959) e sendo
somente néle encontrado (Powell, 1953; Bach & Gilvarg, 1966), pode-
se, sugerir, tambem, a exigéncia do Mn2t ou Mg?t+ com ativador da
sintese de DPA. Possivelmente tendo o acido dihidro-didicolinico como
precursor, se considerarmos a via de formacao da lisina a partir do
acido aspartico, semelhante a verificada em E. coli (Yugari & Gilvarg,
1965; Aronson & cols., 1967) ou em B. megaterium € B. subtilis (Bach &
Gilvarg, 1966, Chasin & Szulmajster, 1967).

RESUMO

Fol verificado que a esporogénese de B. licheniformis, amostra
2390, somente ocorre quando Mn2t ou Mg?2t estdo presentes, em meio
sintetico, nas concentracées de 0,1 mg% ou 1,0 mg%. Ambos os ions
estimulam o crescimento, e no 14.° dia de incubag¢ao a cultura apre-
senta endosporos e esporos livres, quando a concentracao dos metais
e de 0,1 mg%. Aumentando-se o teor déstes ions para 1,0 mg9%, esporos
livres sao obtidos no 10.° dia de incubacao.

Outros ions testados como, Ca?t, Fe2t+, Co?t+, Cu2t, Mobt+, Zn2t e
B3+ nao mostraram influir no processo. Co2t e Cu2t foram toxicos,
inibindo o crescimento. O Ca2?*+ pareceu nao interferir na esporogénese,
mas foi capaz de inibir o crescimento na concentracao de 3 mg¥% .

O aparecimento de endosporos e esporos livres, no meio, guando
Mn?+ encontra-se a 1,0 mg%, coincide com um teor de glicose corres-
pondente a cérca de 12.5% da concentracao inicial do ag¢ucar. O autor
sugere, também, a possibilidade do Mn2t+ ocu Mg2t ativar a sintese
do acido dipicolinico.
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SUMMARY

It was verified that sporogenesis in B. licheniformis, strain 2390,
cccurs only when Mn?+ or Mg?t is present in a synthetic medium in
the rates of 0,1 mg% or 1,0 mg%.

Both these ions stimulate the growth of the culture and after 14
days of incubation, endospores and free-spores were found in the
medium, in which metals concentrations were of 0,1 mg% . Using higher
concentrations of Mn2+ or Mg2?+ such as 1,0mg ‘¢, free-spores were
abtained after 10 days incubation.

Other ions tested like, Ca2t, Fe2+, Co?+, Cu?t+, Mo¢+, Zn2+ and
B+ did not influence the process. Co*+ and Cu2+ were toxic, inhibiting
culture’s growth. The ion Ca2?+ seemed not to interfere in Sporogenesis,
but was able to inhibit culture’s growth at a concentration of 3,0 mg%.

Correlation between the rate of glucose and the time of Sporo-
genesis of B. licheniformis was found in strain 2390, when Mn2+ was
1,0 mg9 . The critical glucose concentration was about 12,5% of the
total amount added initially to the culture media.

The author also suggests the possibility of dipicolinic acid syn-
thesis being activated by Mn2+ and Mg2+.
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