Os cientistas do USDA estdo tentando formular meios
complexos onde se possam criar organismos semelhantes aos
micoplasmas, um grupo correlacionado de bactérias que
também ndo possui parede celular. Estas bactérias causam
centenas de doengas em plantagdes € geram milhdes de délares
em perdas econdmicas a cada ano. Elas sio transferidas de
planta a planta por insetos infectados. Um outro meio em
desenvolvimento permitird o cultivo da bactéria Mycoplasma
pneumoniae, que & a causa de uma forma de pneumonia
humana.

Localizacdo das Enzimas

A maioria dos microrganismos movimenta uma diversidade de pe-
guenas moléculas através de suas membranas plasmiticas para pos-
terior metabolizagdo. Estas substincias incluem a glicose, 0s ami-
noscidos, 0s pequenos peptidios, 0s nucleosidios e os fosfatos, assim
como vérios fons inorganicos, Além das endoenzimas produzidas
para uso interno da célula (Cap. 5), muitas bactérias (e fungos) pro-
duzem exoenzimas € as liberam através da membrana plasmatica.
Estas enzimas incluem as enzimas extracelulares, geralmente pro-
duzidas por bastonetes Gram-positivos, que agemno meio existen-
te a0 redor do organismo, € as enzimas peripldsmicas, geralmente
produzidas por organismos Gram-negativos, que agem no espago
periplésmico. A maioria das exoenzimas é do tipo hidrolase; elas
adicionam dgua 3 medida que quebram grandes moléculas de car-
hoidratos, lipidios ou proteinas em moléculas menores que podem
ser absorvidas (Quadro 6.1). Embora os micrébios nao possam trans-
portar grandes moléculas através da membrana, na natureza eles
utilizam grandes moléculas a partir de outros organismos, digerin-
do-as com exoenzimas antes de absorvé-las.

Adaptacdo a Nutrientes em Quantidades Limitadas
Os microrganismos se adaptam a quantidades limitadas de nu-
trientes de vdrias maneiras:

=~ Qu 6.1

Exemplos de exoenzimas

Enzimas Acio

Enzimas que agem em carboidratos complexos

Carboidrases Quebram grandes moléculas de carboidratos
em moléculas menores

Quebra o amido em maltose

Quebra a celulose em celobiose

Amilase
Celulase

Enzimas que agem em agucares

Sacarase Quebra a sacarose em glicose e frutose
Lactase Quebra a lactose em glicose € galactose
Maltase Quebra a maltose em duas moléculas de glicose

Enzimas que agem em lipidios
Lipases Quebram gorduras em glicerol e 4cidos graxos

Enzimas que agem em proteinas

Proteases Quebram proteinas em peptidios e aminodcidos

Caseinase Quebra a proteina do leite em aminodcidos e
peptidios

Gelatinase Quebra a gelatina em amino4cidos e peptidios

Espiroplasma
(aumento de

1. Alguns sintetizam maiores quantidades de enzimas para a
captagio € 0 metabolismo de nutrientes limitados. Isto
permite aos microrganismos obter € usar uma quantidade
maior das poucas moléculas de nutrientes disponiveis.

2. Outros possuem a capacidade de sintetizar enzimas neces-
sarias para a utilizagdo de um nutriente diferente. Se, por
exemplo, hd pouco suprimento de glicose, alguns micror-
ganismos podem produzir enzimas que permitem a absor-
¢do e a utilizagdo de um nutriente mais abundante, como a
lactose.

3. Muitos organismos ajustam a taxa com a qual metaboli-
zam nutrientes e a velocidade com que sintetizam as mo-
léculas necessarias para o crescimento, para ajustarem-se
a disponibilidade dos nutrientes menos abundantes. Tanto
o metabolismo quanto o crescimento tornam-se mais len-
tos, mas energia alguma é perdida na sintese de produtos
que ndo podem ser usados. O crescimento serd to rapido
quanto as condigdes 0 permitirem.

/ O que significa o sufixo filo? Diferencie os termos obrigatério e
facultativo.

v/ Quais enzimas 0s microrganismos anaerébios obrigatérios ndo
possuem? Como esta falta causa a morte deles na presenga de
oxigénio?

/ A variedade de enzimas de microrganismos fastidiosos ¢ maior ou
menor do que a de micrébios com necessidades nutricionais mais
simples? Por qué?

Esporulacdo

A esporulagao, ou formagdo de endosporos, 0COTTe nos géneros
Bacillus, Clostridium e em alguns outros géneros de microrga-
nismos Gram-positivos, mas vem sendo estudada mais cuidado-
samente no B. subtilis e no B. megaterium. As bactérias que for-
mam endosporos geralmente 0 fazem durante a fase estaciond-
ria, em resposta a sinais ambientais, metabélicos e do ciclo ce-
lular.

Quando os nutrientes cOmMo O carbono ou 0 nitrogénio tornam-
se limitados, sdo formados dentro das células-maes endosporos
altamente resistentes. (Em raros casos, algumas bactérias formam
endosporos mesmo quando ha nutrientes disponiveis.) Apesar de
os endosporos nio serem metabolicamente ativos, eles podem
sobreviver por longos perfodos de seca e sdo resistentes a tem-
peraturas extremas, 3 radiagdo e a algumas substincias quimi-
cas téxicas. Alguns endosporos podem suportar temperaturas
bem mais altas do que as células vegetativas. O endosporo nao
pode se dividir, e a célula-mae pode produzir apenas um endos-
poro, logo a esporulagdo é um mecanismo de protegdo ou sobre-
vivéncia, nio um meio de reprodugdo.
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alguns endosporos germinam lentamente, ou simplesmente nao
germinam. O segundo estigio, a germinagdo propriamente dita,
requer dgua ¢ um agente de germinagdo (tal como o aminodcido
alanina ou certos fons inorganicos) que penetra na camada danifi-
cada. Durante este processo, grande parte do peptidoglicano cor-
tical € quebrada, e seus fragmentos s&o liberados no meio. A célu-
la viva (que ocupou o cerne) capta agora grandes quantidades de
4gua e perde sua resisténcia ao calor e sua coloragdo, assim como
sua refringéncia (capacidade de desviar os raios solares). Final-
mente, O crescimento OCOITE em um meio que contém nutrientes
adequados. As protefnas e o RNA sdo sintetizados, e, em mais ou
menos uma hora, se inicia a sintese do DNA. A célula é agora uma
célula vegetativa e sofre divisao bindria.

Assim, as células bacterianas capazes de sofrer esporulacio

Endosporos aprisionados em dmbar por 25 milhdes de anos
germinam quando colocados em meios nutritivos.

Ao se miciar a formag@o de endosporos, 0 DNA é replicado e
forma um nucledide axial longo e compacto (> Fig. 6.17). Os
dois cromossomos formados por replicagdo se separam € s¢
movem para diferentes locais na célula. Em algumas bactérias,
o endosporo se forma proximo 2o meio da célula e, em outras,
forma-se em uma das extremidades (> Fig. 6.18). O DNA onde
os endosporos irdo se formar direciona a sua formagdo. Algu-
mas moléculas de protefnas citoplasméticas e a maioria do RNA
da célula se rednem ao redor do DNA para fazer o cerne, ou parte ; i ’ 2 :
viva do endosporo. O cerne contém dcido dipicolinico ¢ fons Cxibem dois ciclos — o ciclo vegetativo € 0 ciclo de esporula-
célcio, os quais provavelmente contribuem para a termorresis-  $32 (> Fig. 6.17). O ciclo vegetavo ¢ repetido em intervalos
téncia do endosporo, estabilizando a estrutura das proteinas. O de-20 minutos oL A8, &0 ciclo de esporulagdo é iniciado perl-
septo do endosporo, que € formado pela membrana celular, mas Odicamente. Tem-se observado jue endosporos com mais de 300
que ndo possui parede celular, cresce ao redor do cerne, envol- 4008 germinam quando colocados em um melo favorével. Eles
vendo-o em uma membrana de dupla camada. Ambas as cama- sdo uma boa forma de garantia contra a extingao.
das desta membrana sintetizam peptidoglicano ¢ o liberam no
gspago entre as membranas. Assim, se forma uma camada lami- .
nada chamada eértex. O cortex protege 0 cerne contra mudan- Outras Estmturas Bacteﬂanas
¢as na pressdo osmética, tais como aquelas resultantes do resse-
camento, Uma capa de esporo de proteina semelhante a quera- Semelhantes a ESDOTOS
tina, que é impermedvel a muitas substancias quimicas, é colo-  Certas bactérias, como o Azobacter, formam cistos resistentes,
cada ao redor do cértex pela célula-mée. Finalmente, em alguns  ou seja, células esféricas e de paredes espessas, que lembram
endosporos, a célula-mae produz um exesporo, que € uma mem- endosporos. Como os endosporos, 0§ cistos siio metabolicament>
brana lipoprotéica formada fora da capa. A funcdo do exosporo  inativos e resistem 4 desidratagdo. Ao contrério dos endosporos,
& desconhecida. Em condigdes de laboratério, a esporulagdo leva  os cistos néo possuem icido dipicolinico e possuem resisténcia

em média 7 horas. 7 limitada s altas temperaturas. Os cistos germinam em uma Gini-
Voltando as condigdes favordveis, o endosporo se lorna uma - ca célula, logo ndo sdo um meio de reprodugio.
célula vegetativa que nio possui as propriedades de resisténcia dos Algumas bactérias filamentosas, tais como a Micromonospord

endosporos. A germinacio, 0 processo pelo qual o esporo retor- e o Streptomyces, formam conidios por reprodugo assexuada, ou
na a seu estado vegetativo, ocorre em trés estigios. O primeiro  cadeias de esporos aéreos com paredes externas mais espessas. Es-
estdgio, a arivagdo, geralmente requer algum agente traumatico,  tes esporos 530 temporariamente inativos, mas ndo sdo especialmente
tal como o baixo pH ou o calor, que danifica a capa. Semtaldano, resistentes ao calor ou ao ressecamento. Quando os esporos, que sio
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> Fig. 6.17 Ciclos vegetativo e de esporulacéio em bactérias capazes de formar esporos.




(a)

= Fig. 6.18 Endosporos bacterianos em duas espécies de Clostridium.
(a) Células com endosporos localizados centralmente. (b) TEM colorida
de células com endosporos localizados na extremidade, o que confere
ao organismo uma forma de clava.

produzidos em grandes quantidades, sdo dispersados em um meio
favorével, formam novos filamentos. Ao contrédrio dos endosporos,
estes esporos contribuem para a reproducdo das espécies. / "

{

Cultivo de Bactérias

O cultivo de bactérias em laboratério apresenta dois problemas.
Primeiro, é preciso uma cultura pura de uma tnica espécie para
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se estudar as caracterfsticas de um organismo. Em segundo lu-
gar, ¢ preciso encontrar um meio que permita o crescimento do
organismo desejado. Veremos algumas maneiras de solucionar
estes problemas.

Métodos de Obtencéo de Culturas Puras

Para o estudo de bactérias em laboratrio, € importante se obter
uma cultura pura, uma cultura que contenha apenas uma dnica
espécie de organismo. Antes do desenvolvimento das técnicas
de cultura pura, os cientistas estudavam culturas mistas, ou cul-
turas contendo diversos tipos de organismos. Os pesquisadores
conseguiam observar diferentes formas e tamanhos de organis-
mos, mas descobriam pouco sobre as necessidades nutricionais
ou sobre as caracteristicas do crescimento de espécies individu-
ais. Hoje, as culturas puras sio obtidas através do isolamento dos
descendentes (ou prole) de uma dnica célula.

Apesar de agora parecer simples, a técnica de isolar culturas
puras foi dificil de ser desenvolvida. Tentativas de isolar células
por diluigdo seriada foram freqiientemente malsucedidas, pois dois
ou mais organismos de diferentes espécies estavam virias vezes
presentes nas mais altas diluicdes. A técnica de Koch de espalhar
poucas bactérias em uma superficie sélida foi mais eficiente, pois
ela depositava uma tinica bactéria em alguns locais. Entretanto,
cle tentou virias substincias sélidas diferentes. Fazendo uso da
descoberta de Angelina Hesse, esposa de um colaborador, ele es-
tabeleceu o Agar como o agente solidificante ideal. Poucos orga-
nismos o digerem, e, preparado em uma solugdo de 1,5%, ele nio
se funde a uma temperatura inferior a 95°C. Além disso, depois
de fundido, o 4gar permanece liquido até esfriar a 40°C, tempera-
tura fria o suficiente para permitir a adigio de nutrientes e de or-
ganismos vivos que podériam ser destruidos pelo calor.

0 Método do Esgotamento

Hoje, a maneira correta de preparar culturas puras ¢ utilizar o mé-
todo do esgotamento em placas de dgar. As bactérias sdo reco-
Ihidas com uma alga metélica estéril, e a alca € movida levemente
na superficie do dgar, depositando as bactérias nas estrias resul-
tantes. A alca de inoculagdo é flambada e algumas bactérias sdo
retiradas da regido ja depositada e estriadas em uma nova regido
(> Fig. 6.19). A medida que o esgotamento continua, cada vez
menos bactérias sdo depositadas, sendo a alga flambada apos cada
estriamento. Os organismos individuais sdo depositados na ulti-
ma regido estriada. Depois de a placa ser incubada a uma tem-
peratura de crescimento adequada ao organismo, aparecem pe-
quenas coldnias, cada uma derivada de uma tinica célula bacte-
riana. A al¢a metdlica é usada para se retirar uma por¢io de uma
colonia isolada e transferi-la para qualquer meio estéril apropri-
ado, para estudos posteriores. O uso de técnicas estéreis
(assépticas) assegura que 0 nOVO meio ird conter organismos de
uma tinica espécie.

0 Método Pour Plate

Outra maneira de obter culturas puras ¢ o método pour plate, que
utiliza diluigdes em série (= Fig. 6.7a). Séo feitas diluictes de modo
que a diluigo final contenha em média mil organismos. Entdo,
coloca-se 1 ml do meio liguido da dilui¢o final em 9 ml de dgar
fundido (45°C) e o meio é rapidamente vertido em uma placa esté-
ril. A placa resultante conterd um pequeno nimero de bactérias,
algumas das quais formardo coldnias isoladas no 4gar. Este método
permite que alguns organismos fiquem embebidos no meio. E par-




