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SINOPSE. Um mutante espontineo de Bacillus licheniformis, derivado da amos-
tra esporogenica 2390, foi estudado com vistas ao reconhecimento do estagio da evolugdo
para esporo em que 0 mesmo se encontrava bloqueado. Eletronmicrografias sugerira:
que as células desse mutante, colhidas durante a fase estacionaria da curva de crescimento,
nio ultrapassaram o estigio I da esporogénese (i.e., permaneceram com o nucledide dis-
posto como filamento axial), enquanto a producio de antibidtico (bacitracina) e a ativida-
de proteolitica foram francamente detectadas. A linhagem mutante, designada Spolp-72,
nas condi¢des experimentais empregadas nZo biossintetizou esporos por estarvacdo em so-
lugdo de sais inorgdnicos, mas evidenciou uma freqiiéncia de esporulacdo menor que 107,
apos crescimento vegetativo em meio de cultura favordvel a esporogénese. A amostra
Spolp-72 externa um crescimento vegetativo inicial restringido, quando comparada com a
amostra 2390, enquanto que, inversamente, sua atividade respiratéria é significativamente
mais elevada. Este ultimo comportamento foi confirmmado no presente trabalho, contras-
tando, nesse particular, com outros tipos de mutantes de esporulacio ja descritos, os quats

se encontram bloqueados nos primeiros estigios da via esporogenética.

O mecanismo da esporogénese bacteriana tem sido exaustivamente pesquisado,
particularmente em Bacillus e Clostridium, orientando os autores destes estudos suas aten-
¢Oes para os diferentes aspectos, quer citomorfoldgicos e fisiologicos, quer bioquimicos e
genéticos da célula.

Somente apos a constatacdo da ocorréncia de mutantes asporogénicos em Bacil-
lus anthracis por Roux (1890), foi que Spizizen (1958) demonstrou a possibilidade da
transformacao genética em B. subtilis. A partir de entao, estudos sobre o desenvolvimento
e diferenciacao celulares puderam ser conduzidos em condi¢Ges fisiologicamente defini-
das. Posteriormente, varios trabalhos se originaram em busca da caracterizag¢do fenotipica
das etapas da evolugao da celula vegetativa bacteriana para o esporo (Young & Fitz-James,
1959; Ellar & Lundgren, 1966; Holt, Gauthier & Tipper, 1975) e vice-versa (Handley &
Knight, 1975), tendo os mutantes deficientes, quanto a capacidade de esporular, contri-
buido amplamente para o conhecimento de certas particularidades da esporogénese
(Beskid & Lundgren, 1961;Ryter, 1965; Ryter et al., 1966 Balassa, 1966 ;Ito & Spizizen,
1972;Young, 1975).

Nos ultimos anos alguns importantes trabalhos de revisio (Schaeffer, 1969;
Young & Wilson, 1972; Hanson et al., 1970) relatam os resultados encontrados a respeito
das altera¢oes sofridas pela célula durante a esporogénese. Vidrias destas altera¢Ses permi-
tiram que se classificassem os mutantes de esporulacao sob os pontos de vista citolégico,

Trahalho subvencionado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico ¢ Tecnologico (CNPq) através de auxi-
lio 2 um dos Autores (R. D. M.). 2
Recebido em 29 de outubro de 1975.

269



bioquimico e genético (Schaeffer, 1969), havendo, posteriormente, Young & Wilson
(1972) sugerido recomendacoes destinadas a caracterizar mutantes de esporulagdo com
base em designac¢des que refletissern o fendtipo, mas n@o o genétipo da célula em estudo.
Assim, pelo critério desses ultimos autores, uma célula apresenta bioqueio na esporulacdo
se 0 organismo atingir qualquer um dos estagios morfogénicos, traduzidos pela expressao
atual da ultra-estrutura celular, de um conjunto de sete estagios, dos quais o ultimo cor-
responde a liberagdo do esporo maduro.

Bascados nestas recomendagGes, os autores do presente trabalho descrevem,
identificam e caracterizam fenotipicamente um mutante espontaneo de Bacillus licheni-
formis, obtido neste laboratorio, possuidor de baixa freqiiéncia de esporulagao. Em comu-
nica¢do anterior (Rabinovitch et al., 1975) foi este mutante, derivado da amostra 2390,
considerado como possuindo o fendtipo Spo, isto €, capacidade de esporular alterada, ¢,
em vista disso, designado Spop-72. Finalmente, seu fen6tipo foi aqui determinado como
sendo Spol (Spolp-72), traduzindo a capacidade de esporular alterada e bloqueio no estd-

gio I da esporogénese.

MATERIAL E METODOS

Culturas bacterianas. A amostra de B. licheniformis 2390 foi mantida sob a for-
ma de esporos, tendo sido suas formas vegetativas cultivadas em ANM s6lido (veja meios
de cultura) até esporulagdo maciga e obten¢do de esporos livres (7 dias), o que foi contro-
lado por microscopia de contraste de fase. Apds essas operagdes, o induto foi colhido em
dgua destilada estéril e centrifugado a 3300x g a 100C, seguindo-se mais trés lavagens no
mesmo veiculo. O residuo, praticamente isento de restos sélidos de formas vegetativas li-
sadas, foi ressuspenso, uniformemente, em dgua destilada estéril e distribuido em tubos es-
téreis (18x150mm) com tampas de atarraxar. Estes tubos, encerrando cada um 5 ml da
suspensdo, foram mergulhados em dgua e aquecidos a 850C durante 20 minutos, € por fim
armazenados 3 temperatura de 40C, em refrigerador. Nestas condi¢Ges, 0s esporos perma-

necem vidveis por dois anos, pelo menos.

A amostra mutante Spolp-72 foi mantida em tubos (10x75mm) contendo meio
de Ligniéres (Bier, 1975) recoberto com 6leo mineral estéril. Esta amostra, encontrada
a0 acaso, foi isolada quando plaqueou-se a linhagem parental, por ocasido da feitura de
experimentos relacionados com esporulagio.

A condicdo de mutante e sua identidade, em confronto com a amostra parental,
foram determinadas com base na comprovagdo das caracteristicas bioquimicas da espé-
cie (Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, 1957; Lemille et al., 1969), bem assim
em algumas caracteristicas jd descritas anteriormente (Rabinovitch et al., 1975). Para o
ensaio da producdo de antibiotico toram usadas as seguintes culturas: Staphylococcus
aureus FDA 6538, S. aureus coagulase e manitol positivos e Fscherichia coli.

Meios de cultura. Com relacao as experiéncias de crescimento, as amostras estuda-
das foram cultivadas nos meios ANM liquido e MS66-C (Rabinovitch et al., 1975), e em
ANM solidificado com dgar (Difco) a 29%, como indicado no texto.

Para o in6culo dos esporos da amostra 2390, bem como para as formas vegetati-
vas da Spolp-72, empregaram-se tubos contendo 2 ml de ANM liquido ou caldo nutriente
(CN), os quais foram incubados por 24h. Os microrganismos usados para demonstrar a
producdo de antibidtico foram crescidos em meio CN. Em todas as experiéncias a tempe-
ratura de incubagdo foi de 370C.
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Ensaio da termorresisténcia (TR). Este ensaio foi empregado para se detectar a
biossintese de esporo ou endésporo, dado que no estdgio VI da morfogénese celular a
resisténcia ao calor torna-se evidenciada (Young & Wilson, 1972). Neste caso, 1 ml das
culturas a serem ensaiadas foi transferido, cuidadosamente, para o fundo de tubos
(18x150mm) estéreis e, em seguida, mergulhados em dgua e aquecidos a 850C durante
20 minutos. Apds o aquecimento, 2 ml de ANM liquido eram adicionados a cada cultura,
as quais eram incubadas por um dia. O ensaio era considerado positivo quando ocorria
crescimento, normalmente externado pela formagio de uma pelicula na superficie do
meio. Em caso de divida sobre esse crescimento um novo repique era feito com agulha
para 2 ml de ANM liquido, tornando-se a incubar por mais um dia. A formacao de esporo
e endosporo também foi pesquisada por microscopia de contraste de fase, preparando-se
suspensdes das culturas entre ldmina e laminula. Este altimo procedimento permitiu sur-
preender células a partir do estdgio morfogénico IV quando o cortex do esporo se apre-
senta formado, tornando-o refringente.

Freqiiéncia de esporulacdo. Culturas crescidas em 1 ml de ANM liquido foram
transferidas para Erlenmeyer de 125 ml contendo 20 m! do mesmo meio e incubadas por
5 dias. De modo ocasional, a cada dia, procedia-se a agitagdo manual dos frascos. Volu-
mes de 1 ml de cada cultura eram entio transferidos para 9 mi de salina estéril (NaCl
0,85), procedendo-se assim a dilui¢Ses seriadas, das quais aliquotas foram semeadas por
espalhamento em placas de Petri (4 placas por diluicao) contendo ANM sélido. Paralela-
mente, 2 ml de cada cultura, apds aquecimento a 850C por 20 minutos, eram diluidos em
salina e plaqueados em CN para contagem de células vidveis. Em ambos os casos, antes de
proceder-se as dilui¢cSes, foram as culturas vigorosamente homogeneizadas durante 10
minutos, num agitador “Lab-Line Super-Mixer”’ e, ainda, com auxilio de uma pipeta es-
téril. Areia lavada estéril também foi usada em algumas determinacdes, a fim de desfazer
as longas cadeias de células.

A freqiiéncia de esporulag¢io foi calculada como a relagio entre o niimero médio

de colonias origindrias de particulas termorresistentes e o niimero médio de células totais
existentes, antes do aquecimento.

Esporula¢do endotrofica. As culturas crescidas em Sml de ANM liquido, com
24h, foram centrifugadas e os sobrenadantes substituidos por S ml de solu¢do salina esté-
ril. Com tempos de incubagao de 24 h, pesquisava-se a presen¢a de esporos ¢ endbsporos
refringentes com microscopia de contraste de fase. Paralelamente, um outro procedi-
mento de estarva¢io era efetuado, substituindo-se o meio de cultura pela solugao de sais
do meio sintético MS66-A (Rabinovitch, 1972), procedendo-se a exames como anterior-
mente.

Producdo de antibiético. As amostras 2390 e Spolp-72 foram semeadas em
estrias em ANM solido, contido em placas de Petri e incubadas por 2 dias. Apos o cresci-
mento, foram semeadas nas mesmas placas, e em estrias perpendiculares, as culturas de
S. aureus e E. coli, tornando-se a incubar por mais um dia. A inibicdo do crescimento dos
microrganismos sensiveis pode ser observada na Fig. 1.

Aividade amilolitica. Os sobrenadantes das culturas, livres de células, das amos-
tras em estudo, crescidas durante 3 a 4 dias no meio CN, foram ensaiadas de acordo com

Bernlohr & Novelli (1963).

Producdo de protease. A verificacdo da producdo de exoprotease foi feita em

placas de Petri encerrando o meio ANM sdlido, contendo 0,2% de caseina seg. Ham-
marsten, Um halo nitido de hidrélise da caseina foi observado ao redor das col6nias cres-
cidas com 24h de incubacao.
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Fig. 1. Inibicdo de S. aureus por bacitracina excretada pelas amostras 2390 (parental) e Spolp-72 (mu-
tante) de B. licheniformis. Uma amostra Gram ncgativa (E. coli) foi empregada como testemunha.
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Manomerria. As medidas manométricas do metabolismo respiratério das amos-

tras parental ¢ mutante foram realizadas em respirometro (B. Braun Apparatebeau Mel-
sungen, modeio V 166), empregando-se o ‘“método direto” de Warburg Umbreit et al.,
(1949) para determinagdo do O, e CO,, tendo-se glicose 5,5x10—2 M como substrato. O
preparo das células e os procedimentos foram os mesmos descritos anteriormente (Rabi-

novitch et al., 1975).

Microscopia eletronica. Eletronmicrografias foram obtidas com as amostras
2390 e Spolp-72 crescidas no meio ANM liquido. Para dois Erlenmeyer de 125 ml, con-
tendo cada um 20 ml deste meio, transferiu-se 0,3 ml da amostra 2390 e 0,6 ml da linha-
gem mutante, em indculo pré-adaptado. Os frascos foram submetidos a 400 oscila¢Ges
por minuto em agitador. Apés a decorréncia de tempo determinado, e conhecidas as ca-
racteristicas das curvas de crescimento de ambas as amostras, obtidas em trabalho anterior
(Rabinovitch et al., 1975), foram as células centrifugadas a 3300 x g a 20°C. A seguir, fo-
ram as mesmas tratadas com solu¢do tampio de veronal-acetato pH 6,1, contendo 1% de
acido 6smico, segundo o procedimento de Kellenberger et al. (1958), tendo-se introduzi-
do, ainda, algumas recomendacles recentes sobre a metodologia desta técnica (Dunley
et %] 1973). Os cortes corados foram examinados ao microscépio eletronico AEL, mode-
lo EM 6 B.

Identificacdo da bacitracina. Sendo um dos antibi6ticos produzidos por 5.
licheniformis (Sadoff, 1972; Bernlohr & Novelli, 1963), a bacitracina foi identificada nas
culturas das amostras estudadas, segundo descri¢do a seguir. Com a finalidade de se obser-
var a biossintese do antibidtico, em meio de composi¢do semidefinida, as amostras foram
crescidas com agitacdo (400 oscilaghes por minuto) durante 36h no meio MS 66-C. Duas
aliquotas de 30 ml dos meios foram centrifugadas e dializadas, em sacos de papel celofa-
ne, contra 400 ml de dgua destilada a 40C. Esta dgua foi permutada 4 vezes, durante 3
dias, seguindo-se uma concentra¢do a 48-500C, até cerca de 3 ml. Os liquidos, assim ob-
tidos, foram depositados em cromatofolhas previamente ativadas a 60°C (DC — Alufolien
Kieselgel 60F 254, E. Merck). Como padrio, foi empregada uma bacitracina contendo 50
U/mg (Nutritional Biochemicals Corp.) da qual 40 u] de uma solug@o aquosa, encerrando
cerca de 0,02U, foi depositada em cada um de 3 pontos de origem. De cada material con-
centrado depositaram-se, em 3 portos, aproximadamente 40 gl. No desenvolvimento que
perdurou 3h se empregou a mistura solvente: n-butanol-icido acético-dgua (4:1:2). A re-
velacao, feita com limpada ultravioleta (Mineralight U. V. S-54, short wave), evidenciou
duas manchas que absorviam igualmente ao padrido de bacitracina, cujos Rfs variaram
de 0,57-0,58 ¢ 0,35. Posterior revelacao com ninhidrina (0,15% em agua destilada, satura-
da com n-butanol), confirmou os resultados obtidos anteriormente.

Extratos metanolicos do meio ANM sélido em placas, contendo crescimento de
48h das duas amostras, também foram cromatografados. Préximo aos crescimentos em
estrias cortou-se o meio de cultura até a distancia de 3 cm, transferindo-se pequenos cu-
bos para beaker de 100ml. A bacitracina foi extraida com 50ml de metanol, deixando-se

os extratos e fragmentos do meio a 40C por um dia, ap6s o qual foram filtrados em algo-
dio hidrofilo, previamente lavados com metanol. Os extratos foram concentrados até
5 ml a 409C e, depois, cromatografados como descrito. Igualmente, foram encontradas
duas manchas que absorveram o ultravioleta como o padrdo, cujos Rfs variaram de
0,42-0,43 e 0,35, confirmando-se em seguida com ninhidrina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aspecto colonial e testes bioquimicos. Como estd mostrado na Fig. 2, o mutan-
te Spol-72 apresenta uma morfologia colonial atipica em relacdo a3 da amostra parental,
sendo esta a primeira caracteristica observada por ocasido do seu plaqueamento, em que
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Iig. 2. B. licheniformis. mutante e onginal, crescidos no meio ANM sdlido, durante 20h. As setas indi-
cam colonias do mutante.
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as colonias do mutante se apresentaram circulares e ndo rizéides, mais opacas do que
translicidas e menos moéveis do que a amostra parental.

Com respeito aos testes bioquimicos, o confronto dos resultados mostrou o mes-
mo comportamento da amostra mutante em relagdo a parental. Alguns testes a que foi
submetido o mutante para confirmac¢ao da espécie vao relacionados a seguir. Foram posi-
tivos: fermentacdo da glicose (sem gas), sacarose e manitol; rea¢cdo do vermelho de metila,
producio de acetilmetilcarbinol; producdo de nitrito; hidrdlise da gelatina; mobilidade;
gds em caldo nitratado (em anaerobiose); crescimento nos meios CN com 7% de NaCl; CN
com 10% de NaCl; CN solidificado com dgar (pH 6,0) e CN adicionado de glicose (em
anaerobiose); hidrolise da caseina e do amido. Foram negativos: fermentacdo da lactose;
producdo de indol e H, S: urease e utiliza¢cdo do citrato (segundo Simmons & Koser).

O fato de ambas as amostras njo utilizarem o citrato constituiu-se na unica diver-
géncia marcante quando comparada com a descri¢io constante do Manual de Bergey
(1957), cuja divergéncia nao colide, entretanto, com outros caracteres ali descritos para
outras espécies do género. Acresce, ainda, a circunstancia de que essas amostras estao per-
feitgmente enquadradas como B. licheniformis da chave | de Lemille et al. (1969) para a
espécie.

Freqiiéncia de esporulacido e esporulacdo endotréfica. Os resultados acima
descritos ensejaram a procura de outro marco diferencial, nitido, entre as amostras, o que
foi encontrado quando se determinou as respectivas freqiiéncias de esporulagdo. Estas
foram de 8.5 x 10! ¢ < 107, respectivamente, para as amostras 2390 e Spolp-72
(Tabela 1). Paralelamente, as culturas que se destinavam a tais determinag¢des foram
observadas sob microscopia de contraste de fase, ndo se conseguindo, por esse meio, sur-
preender qualquer vestigio de esporogénese na amostra mutante. Este resultado coincidiu,
também, com o de duas experiéncias destinadas a detectar a biossintese de esporos a par-
tir de células vegetativas em condi¢Ges ndo proliferantes (esporulagao endotrofica).

Modelo respiratorio, crescimento e atividade amilolitica. As células vegetativas
do mutante mostraram possuir um metabolismo respiratorio global aumentado, traduzido
por um consumo de oxigénio equivalente a cerca do dobro daquele verificado para as
células vegetativas da amostra parental (Fig. 3). Este resultado se apresenta, de algum
modo, em desacordo com os assinalados na revisio de Schaeffer (1969) no que tange as
amostras mutantes de bacilos com deficiéncias respiratorias. Incluem-se, aqui, os resulta-

dos obtidos por Szulmajster (1964) com B. subtilis, no qual o QO era aumentado nas
células esporogénicas (spt), verificando-se o inverso nas asporogénicas (sp™).

Trabalhos posteriores, correlacionando citocromos € enzimas respiratorias no
processo de esporulacdo em Bacillus (Taberet al., 1972; Lang et al., 1972; Felix & Lund-
gren, 1973), parecem sustentar esta discordancia. Igualmente Wilkinson & Ellar (1975)
demonstraram em B. megaterium a formacao de citocromo ¢ entre os estagios I e II da es-
porogénese, fato coincidente com a quintuplicacdo da atividade NADH-citocromo ¢ redu-

tase (EC. 1.6.99.3).

De modo diferente, a amostra Spolp-72 possui uma velocidade de crescimento
diminuida quando cultivada nos meios MS66-C (semidefinido) ¢ ANM liquido (comple-
x0), como foi demonstrado anteriormente (Rabinovitch et al., 1975). Neste meio comple-
xo detectou-se esporogénese (particulas termorresistentes) com 10 horas de crescimento,
o mesmo nio ocorrendo, porém, com o mutante, em 72 horas. Diferen¢as no metabolis-
mo vegetativo, de mutantes oligoesporogénicos de B. subtilis, induzidos por laranja de
acridina foram, outrossim, assinalados por Bott & Davidoff-Abelson (1966). E, como evi-
dencia ainda a Tabela 1, o tempo despendido para a hidrdlise total do amido, para a
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Fig. 4. Bacillus licheniformis 2390, com 7h (4a) e 10h (4b, 4c) de cultivo. Estdo assinalados: N, nu-
cledide: N1, material nuclear (DNA) disposto de modo axial; M, mesossomo: MP, membrana citoplas-
matica: MI, membrana interna do pré-esporo; ME, membrana externa do pré-esporo. X 60.000.



TABELA 1
CONTRONTO ENTRE ALGUMAS CARACTENISTICAR FENOTIPFICAS DAR AMOSTEAS PARENTAL E MUTANTE DE
A licheniformis

Freqidnoka Exere¢he Predupio de Aspocie Meotabelizmo Atividade Teate dun TR Mataboliarme Raporulaglo
Amoatras de da exopretease oslenial respiratério amiolitica {erenchments vagatative endetrifics
coperulagie antibiétios (minutes)s am ek (Meios semnl-
complaxe )b é¢afinido
osinplexes) b
1100 1] i tlpico normal 30 poditivoe normal poaitiva
A% 10 pomurs posiiirs com 10 hra
- tipleo aumentado 00 negativp diminuido nio detectada
8pol p-72 101 positive poxttiva atip s m
72 hrs

1 — Repultados ariginadoa de duas experidncias
b — Dudas obtidkoa de Rabinoviteh & cols., 3197138

mesma aimostra, foi duas vezes maior nas condi¢des experimentais empregadas. Poderiam
ser muitas as explicacoes teodricas para tal fato, das quais uma, provavelmente, estaria re-
Jacionada com a biossintese da enzima em niveis anormais na linhagem mutante. Porém,
a propriedade de hidrolisar o amido parece ser um carater indepen<ente ndo relacionado
com o mecanismo da esporula¢do. Por exemplo, a sintese da alfa-amilase pode ser catabo-
licamente reprimida desde que o substrato seja acrescentado a um meio de cultivo de
composi¢do complexa sem que ocorra, todavia, alteragdo na esporulagio (Schaetfer,
1969). Nao obstante, as amostras asporogénicas de B. subtilis Marburg, estudadas por
Schaeffer (1967), mostraram-se deficientes na atividade amilolitica.

Com respeito ainda a eSsa Tabela, os resultados qualitativos referentes a excre-
¢ao de antibidtico (aqui identificado como bacitracina ou mistura de pelo menos duas
estruturas polipeptidicas do antibi6tico, a julgar pelos Rfs encontrados), e a excrecao
de exoprotease (s) foram comuns em ambas as amostras.

Possibilidade de blogqueio posterior ao estdgio (. O mutante do B. licheniformis
2390 estudado sintetiza bacitracina (ab+) e protease (pr+) normalmente. Ambas estas
propriedades, juntamente com a competéncia para transformag¢do (com) quando presen-
tes, ausentes ou intercombinadas, caracterizam mutantes de esporulacdo desde o chamado
estdgio 0 até o estagio I (Young & Wilson, 1972). Deste modo, quatro possibilidades de
bloqueio, anteriores ao estdgio I, podem existir, cujos fendtipos sdo representados pelos
simbolos: Spo 0, Spo 0a (ab—, pr—, com™), Spo 0b (ab—, prt com™) e Spo Oc (ab+,
prt. com™). Considerando gue o mutante em questdo revelou-se ab¥, pr*, e julgando-se
pouco provivel a combinagdo ab™, prt, com™ (vejase por exemplo, Schaeffer, 1969;
Waites et al., 1970; Ito & Spizizen, 1972), buscou-se observar, entao, o fen6tipo corres-
pondente a0 estdgio em que o mutante se¢ encontrava bloqueado, através de uma anilise
mais avanc¢ada, tal como o aspecto morfogénico da ultra-estrutura da célula sob microsco-
pia eletrdonica. Por este motivo, a competéncia para a transformacao nao foi determinada
neste mutante, isto porque o estidgio I e os demais sao melhor caracterizados por detalhes
no aspecto citomorfolégico, e ndo, basicamente, pelas anormalidades no comportamento
fisiolégico efou bioquimico, que parecem variar, quantitativamente, dentro de um mesmo
estagio de bloqueio, embora exista certa correlacao entre estes marcos e as alterag¢des cito-
morfol6gicas da via esporogenética (Waites et al., 1970; Coote, 1972).

Ultra-estruturas das amostras mutante e parental. O exame ao microscopio
eletronico procedeu-se nos cortes de células, de ambas as amostras, colhidas em trés tem-
pos distintos de suas respectivas curvas de crescimento (veja Material e Métodos), a partir
das proximidades do término da fase exponencial. Um grande numero de células, com 7
horas de crescimento, pos em evidéncia o seu material nuclear (DNA), a formar um nu-
clebide composto do entrelacamento de delicadas fibrilas, e disposto longitudinalmente
(filamento axial), caracterizando, assim, o estagio I (Fig. 4a). Aspectos semelhantes, em
B. subtilis, foram registrados por Ryter (1965), e, em B. cereus, por Ellar & Lundgren
(1966).
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Fig. 5. Esporangios do Bacilus licheniformis 2390, com 20h de cultivo, no estadio VI da esporogenesc,
Sa, x 60.000. Sc. corte transversal, x 180.000. A capa interna tctralamelada do esporo, SC (5b, x
300.000) foi ampliada a partir da regido assinalada em Sa. Estdao assinalados ainda: CX, cortex; EX,
cxosporium, CM. membrana citoplasmatica do centro do esporo; OC, capa cxterna do esporo; CW, pa-
rede celular do esporagio.
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Além dessa estrutura, foram encontrados, da mesma forma, na linhagem mutan-
te, mesossomos nitidamente evidenciados, constituidos por inimeras vesiculas aparente-
mente esféricas e mantidas num saco delimitado por membrana, ¢ dispostos em niumero
de trés em algumas células (Fig. 6a). Mesossomos com aspectos semelhantes foram
descritos, em B. licheniformis esporogénico, por Burdett & Rogers (1972). Tais autores
demonstraram, nas células deste organismo, colhidas na fase exponencial de crescimento,
que essas organelas aparecem, comumente, em nimero de trés: uma na altura do septo
e uma em cada um dos poélos da célula. Este foi, portanto, o aspecto morfogénico mais
avancado que se encontrou nas células do organismo mutante, com 7 h de cultivo.

As células da amostra 2390, com 10h de crescimento, apresentaram aspectos
variados nas suas estruturas, a traduzirem diferentes estdgios morfogénicos em que ate
mesmo particulas termorresistentes puderam ser detectadas. Este ultimo fato pode ser
obviamente compreendido, tendo em vista que a cultura em questio ndo foi conduzida
de modo a oferecer um crescimento sincronizado.

As Figs. 4b e 4c mostram alguns organismos nos quais se assinalam as membra-
nas interna e externa do pré-esporo normalmente encontradas nos primérdios do estagio
II da esporogénese. Neste mesmo tempo de crescimento, modificag6es mais avangadas
ndo foram assinaladas na amostra mutante, a qual permaneceu com 0 nucledide confi-
gurado num filamento longitudinal, caracteristico do estagio I.

Nas células com 20h de cultivo, tempo correspondente a fase estaciondria mais
tardia de ambas as culturas, um grande nimero dos organismos, da linhagem mutante, se
encontrava lisado, e as poucas células intactas aparentaram um bloqueio correspondente
ao chamado estdgio I (Figs. 6¢ e 6d), enquanto que esporos e esporangios, da amostra
2390, foram encontrados em abundancia. Estas células esporuladas, evidenciando terem
atingido o estdgio VI, revelaram-se citologicamente normais.

Comentdrios finais. Como a amostra Spolp-72 produz esporos numa propor¢io
reduzida, o isolamento de exemplares destes foi realizado com o intuito de se conhecer a
frequiéncia de esporulagdo, ap6s germinagdo e proliferagdo, procurando-se confronta-ia
com a da linhagem 2390. Os resultados comprovaram que, em duas linhagens desses es-
poros, as freqiiéncias se elevaram aproximadamente a 100% em relagdo a parental. Este
comportamento pode ser explicado com base nos relatos de Schaeffer, Ionesco, Ryter &
Balassa, citados por Coote (1972), a respeito de populagSes asporogénicas (sp™), as quais
contém individuos revertentes (spt+) e populacdes Spo. De acordo com esses autores,
o fenotipo Osp é caracterizado pelo fato de que células origindrias da linhagem de seus
esporos exibem uma freqgiiéncia de esporulacido normalmente baixa, fato a distinguir
populages Osp de Sp— possuindo revertentes Sp+ e cujos esporos apresentam uma alta
freqliéncia de esporulagdo. Deste modo, o mutante Spolo-72 poderia ser considerado
Como Sp—; todavia, 3 luz das recomendacdes de Young & Wilson (1972), a designacio
fenotipica Spo foi sugerida para exprimir qualquer altera¢do na capacidade de esporular,
o que foi adotado na presente comunicagio,

O principal escopo deste trabalho ndo é o de oferccer novas hipSteses acerca da
seqiiencia de eventos, bioquimicos e genéticos, que culminam com a esporulacdo, como
fizeram, entre outros, Waite et al. (1970), Coote (1972), e sim o da caracterizagio do mu-
tante Spolp-72, que demonstrou possuir a particularidade de exibir metabolismo vegeta-
tivo diminuido, em contraste com o metabolismo respiratério global aumentado, este il-
timo ainda ndo citado na literatura.
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Fig. 6. Bacillus licheniformis Spolp-72. 6a, célula com 7h de cultivo, mostrando o DNA disposto de
modo axial; um terceiro mesossomo ¢ visto a direita (x 60.000). 6b, célula com 10h de cultivo, em
processo de divisdo a partir do mesossomo central (x 60.000). 6¢, bacilo com 20th de cultivo, com ma-

terial nuclear disposto em filamento exial. 6d, idem 6¢. x 90.000.
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ABSTRACT

A spontaneous mutant of Bacil/lus licheniformis with increased respi-
ratory metabolism, blocked in stage | of sporogenesis.

A spontaneous mutant strain derived from the sporogenic B. licheniformis 2390
was studied with a view to determining at what developmental stage toward sporulation
it was blocked. Electronmicrographs suggested that the mutant cells harvested during the
stationary phase of the growth curve were unable to go beyond stage 1 of sporogenesis
(i. e., their nucleoid remained-as an axial filament). On the other hand, antibiotic pro-
duction (bacitracin) and proteolytic activity were easily detected. Under the present ex-
perimental conditions the mutant strain, named Spolp-72, did not synthesize spores by
starvation in a solution of inorganic salts, in contrast with the parental strain. However, it
showed a sporulation frequency under 10~ when cultivated in media favorable to spo-
rogenesis. This strain shows a restricted initial vegetative growth when compared with
strain 2390, whereas, inversely, its respiratory metabolism (oxigen consumption) is signi-
cantly higher. The last-mentioned behavior was confirmed in the present study, contras-
ting with other described types of sporulation mutants which are blocked at early stages

of the sporogenetic path.
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