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SUMARIO:

Células do Bacillus licheniformis 2390 foram cultivadas em um meio semi-sin-

tético, a fim de se observar uma possivel influéncia de diferentes concentracdes de glicose
sobre o tempo necessirio para o inicio da esporogénese.

Quando se empregou 10 mg% do agicar, obteve-se enddsporos apds dois dias
de incubagdo, enquanto que, com 1000 mg%, obteve-se enddsporos no nono dia.

Os resultados obtidos mostraram uma influéncia da concentracio da fonte de
carbono ensaiada, no tempo necessirio para o inicio da esporogénese.

A esporogénese em bactérias do gé-
nero Bacillus, esta intimamente
ligada a composicao do meio de culti-
vo. Alguns trabalhos tém demonstra-
do que o aparecimento das formas
esporuladas ocorre ao final da fase
de crescimento exponencial, quando
0 melo de cultivo encontra-se exauri-
do, aléem do que determinadas fontes
de carbono podem impedir as vias
metabolicas que conduzem a sintese
do esporo.

Recentemente, Freese e cols. (%)
verificaram que a frutose, glicosami-
na, glicose, L-malato, glicerol ou ma-

nose eram capazes de reprimir a for-
macao de esporos em B. subtilis, 0COY-
rendo uma derepressao, entretanto,
quando estes compostos eram consu-
midos praticamente de modo total.
Um comportamento idéntico ja foi
descrito, com relacao a glicose, por
St. Julian & Bulla Jr. (1) em B. lar-
vae € Rabinovitch (') em B. lichenifor-
17215 .

Todavia, Aubert, Millet & Casto-
riadis-May (!) obtiveram esporos du-
rante o cresciments exponencial do
B. megaterium e, posteriormente, Aubert
& Millet (?) verificaram que a relacao
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célula/esporos, encontrava-se na de-
ﬁendéncia da natureza da fonte de
carbono. Com B. subtilis, esta mesma
relacao mostrou-se igualmente depen-
dente da natureza da fonte de nitro-
génio, segundo Schaeffer e cols. (°).

No presente trabalho, consideran-
do as informacoes encontradas na li-
teratura, os autores procuraram ob-
servar uma possivel correlacao entre
concentracao de glicose e o tempo
requerido para que celulas de uma
amostra de Bacillus licheniformis, em
condicoes de crescimento vegetativo,
iniciassem a formacao de esporos. A
referida amostra € capaz de esporular
em meio mineral liguido ou solidifi-
cado, contendo Mn2+ apds 8-10 dias
de incubacao, quando se emprega
1000 mg9% de glicose comg fonte de
carbono, Rabinovitch (6 7).

MATERIAL E METODOS

Awnostra Bacteriana e Preparo do Indculo
— A amostra 2390 do B. licheniformis foi
utilizada neste trabalho. A sua manutencao
foi feita sob a forma de esporos vidveis,
lavados, suspensos em 4gua destilada e con-
servados em geladeira. Antecedendo a cada
experiéncia, os esporos eram germinados
em 4gar nutritivo, durante 20 ou 22 horas
a 37°C, sendo as formas vegetativas sus-
pensas em agua deionizada, onde permane-
ciam por 15 minutos na temperatura ambi-
ente. Os indculos foram feitos com pipetas
estiradas tipo Pasteur, colocando-se quatro
gotas desta suspensdo, em -cada frasco con-
tendo os meios de experiéncia.

Meio Empregado — Foi utilizado o meio
MS 66-A descrito em trabalho -anterior (©),
porém, modificado pela inclusao dos ‘seguin-
tes componentes: Mn?*+ (como Mn SO..
4H.0) — 1.0 mg% e extrato de lévedo
(Difco) — 5,0 mg%. D ( + )glicose anidra
completou a composicio com as seguintes

concentracOes testadas: 10 mg%; 40 mg%;
80 mg%; 125 mg%; 250 mg%; 500 mgyo

e 1000 mg%. A glicose em solugdes era
adicionada ao restante do melo, proporcic-
nalmente, apds esterilizacdo em separado.
A inclusio do extrato de lévedo numa pe-
Guena concentragdo visou abreviar a fase
“lag”.

Condicées de Cultivo — O melo expett-
mentado completo foi distribuido em volu-
mes de 100 ml, em frascos erlenmayer de
250 ml de capacidade, e cada teor de gii-
cose foi repetido em duplicata. Apds o 1no-
culo, os frascos eram incubados a 37°C sem

ag1tacao.

Verificacio do Crescimento e Esporogénese
—— O crescimento bacteriano foi medido
em fotocolorimetro e a observacio das for-
mas esporuladas foi feita por microscopia
de contraste de fase, segundo os procadi-
mentos descritos anteriormente (7).

- O inicio da esporogénese foi considera-
do, quando se detectou os primeiros esta-
gios da evolugio das formas vegetativas
para esporos, aqui traduzidos por enddspo-
ros, apds pesquisas didrias nas culturas.

Determinacio da Glicose — A glicose ini-
cial (antes do indculo) e residual, nos di-
ferentes frascos, foi avaliada segundo o mé-
todo de Nelson (5) em cada 5,0 ml do

meio empregado para a determinagdo do

crescimento bacteriano. -

Antecedendo a cada dosagem, procedeu-
se a uma desproteinizacdo baseada em
Somogyi (8), juntando-se 0,5 ml de NaOll
05 M e 0,5 ml de Zn SO« 0,34 M, centrl-
fugando-se em seguida para se obter um
sobrenadante limpido.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados experimentais estao
representados nos graficos (Figuras
1, 2, 3, 4 e 5), onde os valores expres-
sam a meédia de duas experiéncias,
nas quais cada ponto foi estimado em
duplicata, e as setas indicam o tem-
po no qual se surpreendeu os primei-
ros endésporos. Quando no meio de
cultivo as adicoes de glicose foram de
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10mg% e 40mg%, o aparecimento

das formas esporuladas foil observado

no segundo dia de incubacao das
culturas, enquanto que a glicose ja

se encontrava quase totalmente con-

sumida nas primeiras 24 horas, em

ambas as concentracoes. Contudo, as
culturas atingiram a fase estaciona-
ria de crescimento somente no tercei-
ro dia de incubacao (Fig. 1).

Para as adicoes de 80mg% e
125 mg9% de glicose, o aparecimento
de endosporos foi observado a partir
do terceiro dia de incubacao e, igual-
mente, em tempo anterior aos cresci-
mentos maximos das culturas, en-
quanto que os niveis das concentra-
coes do acucar nao consumido eram
de 2,6% do total adicionado, em am-
bos os casos (Fig. 2).
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Aumentando-se a glicose para
200 mg9%, as culturas mostraram en-
dosporos no quinto dia de crescimen-
to, o qual atingiu o seu maximo no
sexto dia. Neste caso, a glicose ja
havia sido totalmente consumida no
quarto dia (Fig. 3).

Nas experiéncias efetuadas com
200 mg% e 1000 mg% de acucar, os
primeiros endosporos foram obtidos
nos oitavo e nono dias, respectiva-
mente. Para a concentracdao inicial
de 500 mg%, a glicose estava total-
mente consumida no quinta dia, en-
quanto que para a maior concentra-
cao do acucar testado, o inicio da
esporogénese ocorreu no nono dia de
cultivo. Nesta época, o acucar resi-
dual apresentou uma concentracao
media de 8,129 do total adicionado.

Fig. 1
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®--—-# Concentragdo inicial 40 mg %
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Uma analise destes resultados su-
gere que o inicio da esporogénese
pode se dar bem antes de a cultura
haver atingido o seu crescimento
maximo, embora este tenha ocorrido
tempos apOs as concentracoes da gli-
cose haverem atingido valores redu-
zidos, ou mesmo, apdés o acucar ha-
ver sido utilizado totalmente.

Albert e cols. (1) obtiveram resul-
tados semelhantes, quando estuda-
ram no B. megaterium a relacao entre
crescimento bacteriano e esporulacao.
Procuraram entao explicar, que am-
bos os comportamentos — crescimen-
to fisiologico e esporulacao — encon-
travam-se em equilibrio durante o
metabolismo glicidico, época em que
as enzimas responsaveis pela esporu-
lacao estavam reprimidas. Entretan-
to, se este metabolismo tornava-se di-
minuido, o equilibrio penderia para a

esporulacao. Este fato parece ser ver-

dadeiro, se considerarmos a possibili-
dade da esporulacdo em meios que
nao suportam crescimento, e que é
conhecido como esporulacio endotro-
fica, Foster (3).

Por outro lado, um aspecto inte-
ressante observado nos nossos resul-
tados é que, dependendo da concen-
tracao da fonte de carbono adiciona-
da ao meio de cultivo, o inicio da es-
porogénese pode ocorrer antes ou de-
pois do crescimento maximo bacteria-
no, como mostram as Figuras 1 e 5,
por exemplo. Isto nos leva a supor,
tambem, que o inicip da esporulacao
esteja relacionado com a concentra-
cao intracelular de um ou mais ini-
bidores catabdlicos, elaborados duran-
te o crescimento bacteriano, como
fol sugerido por Schaeffer et col. (9),
e que tais catabolitos poderiam atuar,

possivelmente, como repressores em

pelo menos uma enzima especifica da

‘esporulacao.

Quando recentemente Freese e
cols. (#) estudaram a influéncia de
diferentes fontes de carbono na es-
porulacao de amostras de B. subtilis,
a fim de determinarem os represso-
res da esporulacao, estes autores ve-
rificaram que varios metabolitos, os
quais nao podiam ser interconverti-
dos entre si, determinaram a supres-
sao da esporogénese. Alguns destes
metabolitos foram entao identificados
como sendo, D-glicose-6-fosfato, L-gli-
cerofosfato ou compostos derivados
destes como, fosfolipidios e glicerol-
acido teicoico. |

SUMMARY

After growing bacteria cells of B.

licheniformis strain 2390 in a semi-

synthetic medium, with different glu-
cose concentrations, it was possible
to obtain the start of sporogenesis
before the culture reached the maxi-
mum growth. The glucose concen-
trations were from 10 mg% to
1000 mg% and endospores were de-
tected after two days in the incuba-
tor at 37°C with 10 mg% of glucose,
and nine days when with 1000 mg%.
The results obtained shown the in-
fluence of the carbon source concen-
trations tested, on the time taked up
for the onset of sporogenesis.
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