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SUMARIO:

Foram feitas experimenta¢gdes com o intuito de se buscar mais evidéncias sobre a

participacdo do fon Mn 2T no mecanismo esporogenético de uma amostra de Bacillus licheni-
formis. Quando as formas vegetativas desta bactéria eram depositadas em um meio mine-
ral, carente de fonte de carbono utilizdvel, em conjunto com um agente seqiiestrante de me-
tais como o EDTA, a esporulagio endotréfica deixava de ocorrer. Entretanto, a esporulacao

pdde ser protegida quando as células eram previamente saturadas com um excesso de Mn 2

exdgeno. As formas esporuladas obtidas nas condicdes estudadas mostraram termortesistén-

cia a 85°C durante 20 minutos.

LGUNS ions metalicos desempe-

nham papel reconhecidamente
na esporogenese bacteriana, destacan-
do-se, dentre eles, certos cations diva-
lentes.

Igualmente se conhece, que a for-
macao de esporos em bacilos aerdbios
e rapidamente induzida em meios li-
quidos nao nutritivos. Estes meios po-
dem ser hipotonicos, contendo sim-
plesmente fosfatos, como mostraram
Perry & Foster,(!) ou solucoes isoto-
nicas de NaCl ou KCl, segundo traba-
lho de Portellada. (?)

Todavia, a evolucao das formas
vegetativas para esporos endotroficos,
encontra-se na dependéncia de serem
elas previamente cultivadas em meios
que encerrem, na Sua composicao,
uma concentracao suficiente de ions,
tais como o Mn2+ ou Mg?t (Rabino-
vitch) ()

Assim sendo, na presente comu-
nicacao, os autores relatam os resul-
tados de experiéncias nas quais foram
obtidos esporos bacterianos em um
meio mineral isento de fonte de car-
bono utilizavel, bem como sao mos-
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tradas mais evidéncias sobre a in-
fluéncia do Mn2+ na esporulacao en-
dotrofica de uma amostra de Bacillus

licheniformis.

MATERIAL E METODOS

Condicées de cultivo — Durante todo
o trabalho foi empregado o Bacillus licheni-
formis-2390. A sua manutencio no labora-
tério foi feita sob a condicao de esporos, 0Os
quais eram conservados e germinados con-
forme descricdo constante em outro trabalho
(Rabinovitch & col.). (*) As formas vege-
tativas oriundas dos esporos eram cultivadas
em frascos Erlenmeyer de 21 de capacidade,
contendo 300 ml do meio MS 66-A estéril
( Rabinovitch), (3°), acrescido de 1 mg%
de Mn2t+ (como Mn SO, .4H.0O) e 5 mg%
de extrato de lévedo (Difco). O pH final
foi de 7,0 e a incubacao a 37°C, com agi-
tacao ocasional, durante 72 horas.

Preparo das células — Apds o cresci-
mento, as células de um frasco eram centrl-
fugadas a 3.300 x g a 10°C, e, nestas con-
dicGes, eram lavadas uma vez com 4dgua des-
tilada em vidro neutro. Finalmente, eram
ressuspensas em agua destilada a 10°C, nu-
ma propor¢ao correspondente a 19 vezes
menos o volume inicial do meio de cultivo.
Procedia-se, também, um exame para a ve-
rificacdo da auséncia de formas esporuladas.

Esporulacao endotréfica — A obtengao
de esporos endotréficos, bem como as expe-
riéncias destinadas a demonstrar o blogueio
da esporogénese, foram realizadas em fras-
cos Etrlenmeyer de 125 ml de capacidade,
encerrando, cada, um volume total de 50 ml
do meio MS 66-A contendo células, porém
isentos de glicose. Estes frascos eram agi-
tados com Orbitas circulares de 3/4 de po-
legadas, em agitador. '

Contagem de células esporuladas —
Com uma camara de Petroff-Hausser para
contagem de bactérias, e sob microscopia de
contraste de fase, pode-se avaliar o nimero
de células esporuladas (esporos livres e en-
ddsporos). Todavia, uma relacio entre a
quantidade destas células e as formas vege-

tativas originais nao foi possivel de se obter,
em virtude do B. licheniformis teproduzir-se
originando extensas cadeias de células, faro
que tornaria initil uma tentativa de conta-
gem em placas de Petri. Entretanto, a rela-
cio numérica entre formas esporuladas/vo-
lume do meio pdde ser obtida, uma vez que
estas células suportaram um tratamento ao
ultra-som (Biosonik 111, Bronwill Scientific
Inc.) com uma intensidade aplicada equiva-
lente a 52,5 Watts/cm?, durante 90 segun-
dos e sob banho de gelo.

Para este tratamento, o material foi pre-
viamente submetido a acio do formol a
0,5%, v/v, durante 60 minutos em estufa

a 37°C.

Metais e agente quelante — Os metats,
empregados sob a forma de sais, eram
mantidos em solucdo estéril, sendo adicio-
nados proporcionalmente, quando necessa-
rio, aos meios de experiéncia. Foram usa-

dos Zn SO..7H. O; Mg SO:..7H. O e
Fe (NH.). (SO,):.6 H:O, com teores dc
manganés inferiores a 0,0005%.

Como agente quelante foi utilizado o
4cido etilenodiaminotetracético, sob a forma
de sal dissédico (EDTA Na..2H.0O) o
qual era conservado em soluciao, a baixa
temperatura. '

Prova da termorresisténcia — Cerca de
0,1 ml do material de cada frasco de expe-
riéncia era transferido para 5 ml de caldo
nutritivo, quando entdao se submetia a 85°C
durante 20 minutos. Seguia-se a incubacao

a 37°C.

Outros detalhes sobre métodos estao
explicados em conjunto com a tabela I.

RESULTADOS

Em trabalho anterior (Rabino-
vitch), (3) a formacao de esporos en-
dotréficos no B. licheniformis-2390 pode
ser demonstrada, quando as células
desta bactéria eram submetidas a
meios isotonicos e hipotonicos nao nu-
tritivos. Foi aventado, entao, que os
ilons Mn2+ e Mg2t+ deveriam encon-
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trar-se previamente incorporados as
células, a fim de que a esporogénese
ocorresse. Na presente pesquisa, repro-
duziu-se a esporogénese no meio li-
quido MS 66-A, carente de fonte de
carbono. No entanto, quando neste
mesmo meio era feita a adicao de
EDTA numa concentracao suficiente,
4 mgo%, a evolucao das células para
esporcs resultava integralmente blo-
queada. Os dados numericos constan-
tes da Tabela I ilustram amplamente
tal fato. Por ocutro lado, quando as cé-
lulas bacterianas eram saturadas pre-
viamente com excesso de Mn 2+, um
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impedia a esporogénese. Resultado se-
melhante se obteve, quando se substi-
tuiu o ion Mn 2+ por uma mistura de
ocutros metais divalentes como o Zn 2+,
Mg 2+ e Fe 2+, Todos 0s meios da expe-
riéncia foram ensaiados quanto a ter-
morresisténcia das formas esporula-
das, ocasionando resultados positivos,
exceto naqueles em que a esporogéne-
se foi totalmente bloqueada pela acao
quelante do EDTA. As figuras existen-
tes na Estampa I revelam nitidamen-
te a presenca e a auséncia da forma-
cao de esporos nas diferentes condi-
coes a que foram submetidas as célu-

tratamento posterior com EDTA nao las do B. licheniformis-2390.

TABELA 1

Células esporuladas X 10°/ml do B. licheniformis-2390, contadas no meio
MS 66-A sem glicose, adicionado ou nao de metais e do quelante.

3

Sen} EDTA Mn2+; Zn2+: Fe2+:
adicao EDTA Mg2+: EDTA
(*) (**) (X% %) (ks )
a 7,91 0 1,677 3,68
b 7,13 0 1,02 5,21
C 8,43 0 1,90 4173
Meédia 7,82 0 1,53 4 .54

I+ w———

a, b e ¢ = Resultados de duas experiéncias, sendo a e b uma mesma experiéncia

realizada em duplicata, para as quais adicionou-se, em cada meio, 2,0 ml de uma
suspensao de formas vegetativas.

(*) — As celulas foram depositadas no meio sintético e agitadas a 150 r.p.m.,
durante 1,5 hora a 37°C, apos o que, continuou-se a agitacio com 100
r.p.m. por 40 horas a 37°C. |

(**) — As células foram agitadas a 150 r.p.m., durante 15 hora a 37°. Em
segulda, adicionou-se EDTA Na,.2H.O — 40mg9% e a agitacao pros-
seguiu com 100 r.p.m. por 40 horas a 37°C.

(x*¥) — As células foram agitadas no meio contendo Mn2+— 20mg% a 150

r.p.m., durante 1,5 hora a 37°C. Adicionou-se, a seguir, EDTA
Na,.2H,O0 — 4,0mg%, continuando a agitacdo com 100 r.p.m. por 40
horas a 37°C.

(****) — As células foram agitadas no meio contendo Zn2+ Mg2+ e Fe2+ —
1,0 mg% de cada metal, com 150 r.p.m., durante 1,5 hora a 37°C. A
seguir, juntou-se EDTA Na, . 2H,0 — 4,0 mg%, continuando a agita-
cao com 100 r.p.m., durante 40 horas a 37°C.
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DISCUSSAO

Embora varios autores ja houves-
sem observado que células de bacilos
aerobios eram capazes de esporular
em agua destilada (Buchner, 1870;
Schreiber, 1896; Knaysi, 1945, 1901)
citados por Foster, (°)) somente mais
tarde é que Perry & Foster (1) propu-
seram o0 termo “esporulacdo endotro-
fica” para designar os esporos produ-
zidos na auséncia de nutricao exoge-
na. Foster (6) sugeriu, ainda, que du-
rante o processo da esporulacao ocor-
reria a sintese “de novo” de proteinas
e acidos nucleicos. Entretanto, Wein-
berg, (7) trabalhando com B. megaterium,
foi incapaz de conseguir esporos endo-
troficos por intermeédio da substitui-
cido do meio de cultura empregado,
por uma solucdo tampdo de fosfatos
contendo manganés, pois, segundo o
autor, o microrganismo nao sobrevi-

via neste meio.

Os resultados conseguidos na pre-
sente investigacao sao evidentes quan-
to a participacao do ion Mnt# na es-
porulacao endotréfica. Possivelmente,
em algum sistema reacional desenca-
deante da sintese de esporos. Como se
observa na Tabela I, quando as for-
mas vegetativas do B. licheniformis-2390
eram tratadas previamente com uma
concentracao suplementar de Mn 2+,
0 bloqueio da esporogénese era par-
cialmente evitado. Isto deveu-se pro-

vavelmente, ao consumo do EDTA adi-
cionado exogenamente, enquanto que
a parte do metal integrante das célu-
las nao era quelada. Por outro lado,
quando exogenamente eram forneci-

dos outros metais divalentes quelaveis
pelo EDTA, idéntico efeito era obtido,
embora o rendimento numeérico das
formas esporuladas fosse mais amplo.
provavelmente em virtude de um con-
sumo maior de EDTA para a forma-
cao de quelato, evitando, assim, a ina-
tivacao do Mn 2+ intracelular.

Quanto a possibilidade do Zn?+,
Fe 2+ ¢ Mg 2+ de haverem ativado a
esporogénese do B. licheniformis-2390,
parece naop proceder, se forem levadas
em consideracao as observacoes ante-
riores, (3) segundo as quais, a adicao
exogena de certos metais as células
pré-formadas nao favorece a esporo-
oénese.

SUMMARY

Studies on the sporulation of a
Bacillus strain.

IV — Further evidences of the
Mn*tion activity in the endotrophic
sporulation.

In the present paper the authors
bring out more evidences concerning
the influence of Mn 2+ 1on on the en-
dotrophic sporulation of Bacillus liche-
niformis-2390. Vegetative cells of this
bacteria could not sporulate 1f they
were submited to a sufficient concen-
tration of EDTA. Otherwise, this spo-
rulation ocurred when the vegetative
forms were first protected by an
excess of exogenous Mn 2+ or Zn 2t,
Fe 2+ and Mg 2+. Those spores obtai-
ned shown thermoresistence to 85°C
during 20 minutes.
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ESTAMPA 1

Figs. 1 e 2 — Massas de esporos de B. licheniformis-2390 no meio MS-66-A sem
glicose; as setas indicam esporos livres refringentes.

Figs. 3 e 4 — Bloqueio da. esporulacido do B. licheniformis 2390 no meio
MS 66-A sem glicose pela acao seqliestrante do EDTA. Assina-
lam-se algumas células globosas, observando-se, ainda, viarias for-
mas vegetativas com granulacdes.

Figs. 5 e 6 — Esporos do B. licheniformis-2390, obtidos apds saturacio prévia
das formas vegetativas com excesso de Mn?T, e posterior trata-
mento com EDTA.

Figs. 7 e 8 — Idem, apds saturagao prévia com Fe?t, Zn?tT e Mg?*t.

Aumento de 300 x em microscopia de contraste de fase.
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