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* Caracterizagao morfoldgica e Bioquimica
* Isolamento e Cultivo
* Microscopia
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Halotolerante [l Haléfilo | Haléfilo

Exemplo: Exemplo: extremo
Staphylococcus Aliivibrio fischeri Exemplo:

CRESCIMENTO MICROBIANO @ == e

salinarum
Em resposta a pressdao osmotica

Taxa de crescimento

N3o haléfilos
Exemplo:
Escherichia

coli
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Figura 5.26 Efeito da concentragdo de NaCl no crescimento de
microrganismos com diferentes tolerancias ou necessidades de sal.
A concentracdo de NaCl 6tima para microrganismos marinhos, como Aliivibrio
fischeri, € de cerca de 3%; para haldfilos extremos, é entre 15 e 30%, depen-

dendo do organismo.
Fonte: Mandigan etal., 2016

CULTIVO DE CONDIGOES ANOXICAS

Deborah 0. Jung e M. T. Madigan
Coy Produtos Laboratoriais

@
Figura 5.28  Incubagdo sob condicdes anéxicas. (a) Jarra de anaero-  (b) Cdmara de anaerobiose para a manipulagéo e incubagdo de culturas sob
biose. Uma reagéo quimica no envelope acondicionado na jarra produz ~ condigoes andxicas. A camara de ar situada & direita, que pode ser evacuada e
H, + CO,. 0 H, reage com o 0, presente na jarra, na superficie de um ca-  preenchida com gas livre de 0,, serve como porta para a colocagao e remogao
talisador de paladio, originando H,0; a atmosfera final contém N,, H, e CO,.  dos materiais da camara.

Fonte: Mandigan et al., 2016
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Fonte: Mandigan et al., 2016
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MICROSCOPIA: IDENTIFICACAO DE ESTRUTURAS

4 Fimbrias e Pili

I . >
. Pilus
Sl el revestido
. por virus *
. k -

Fimbrias

Charles C. Brinton, Jr.

J.P. Duguid e J. F. Wikinscn

Figura 2.34  Pili. 0 pilus de uma célula de Escherichia coli, que esté
realizando conjugagao (uma forma de transferéncia genética) com uma segun-

Figura 2.33  Fimbrias. Micrografia eletrnica de uma célula de Salmonella da célula, é revelado pelos virus que se aderiram a ele. As células apresentam
typhi em divisao, revelando flagelos e fimbrias. Uma (nica célula exibe largura cerca de 0.8 jum de largura.
de aproximadamente 0,9 um.

Fonte: Mandigan etal., 2016

Carl E. Bauer

E. Leifson

(@ fb; fc)

Figura 2.48 Flagelos bacterianos. Fotomicrografias opticas classicas,
tiradas por Einar Leifson, de bactérias apresentando diferentes arranjos flage-
lares. As células foram coradas pelo método de Leifson de coloragao de flage-
los. (a) Peritriquio. (b) Polar. (c) Lofotriquio.

CarlE. Baer

d Flagelo: mobilidade natatoria Figura 2.49  Flagelos bacterianos corados negativamente, observa-
dos ao microscapio eletronico de transmisséo. (a) Um Unico flagelo polar.
(b) Flagelos peritriquios. Em ambas as micrografias séo apresentadas células
da bactéria fototrdfica Rhodospirilium cent que apresentam largura de
aproximadamente 1,5 p.m. As células de R. cenfenum geralmente exibem fla-
gelagdo polar, mas, sob certas condigdes de crescimento, passam a apresentar
um padréo de flagelaco peritriquia. Ver também a Figura 2.595b para uma foto

da ralAniac da B rantanim nia ea movam am diraran 2 im aradianta rroc.

Fonte: Mandigan et al., 2016
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15-20 nm

U Velocidade e Movimento do Flagelo

,::> Oscilagéo -
0s flagelos
%&s ~g» — 540 separados
Fr (rotagao H)
agelos em feixe
{rotagan AH)
Figura 2.54  Tipos de mavimentagan em procariotos com flagelagio
paritriquia e polar. (a) Peritriquios: a mevimentagao para frente 6 promovida
par todos ca flageios girand no sentido anti-hordria (AH), formando um feirs.
A otagia v et hririo (1) promove 8 osciagan da céha. a o rotomo &
ﬂ Flagelos em feixe mwbwumuamummwummmu
MM il de empurra-la) o flagelos
(rotagdo AH) pusa a célula, om vez de o) mm::_' o o
(@) Peritriquios ‘adifego de movimentagan da Gélula.
o
Flagelos reversiveis Flgum 251  Esttura & funcdo do flagelo em bactérias grany-nega-
o Esuurn. 0 el et i< s L. . art o petiop

mﬂmlﬂmmlﬂwﬂnmmmuﬂm e oanel G, no
ciloplasma. Um canal esirest & formad no bastso @ no flamenta, por meso
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Membrana Proteina Mot  Proteinas Fii Proteina Mot

citoplasmatica (alternador do motor) difunde-
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Rotagio AH Rotagao H @ pelino 2 céluda peka meio. No detalhe: micrografa eletrénica ds transmissia

mmmmmmmm»umuumn-m
ietificadss. ] Fungio. Um modelo de *trbina de prétons” o proposto para

Flagelos unidirecionais explicar a rotac3o do flagek. O prétons, o por oo des prolies o
:D. ! temente girand o rolor.
NUQJC A célula
e 52
Rotagio H reorienta-se :
Rotagdo H Fonte: Mandigan et al., 2016
{b) Polares
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MICROSCOPIA: IDENTIFICACAO DE ESTRUTURAS

U Endosporo

Célula vegetativa

Esporo em
desenvolvimento

Hans Hippe

Célula em
esporulagao

Germinacag

&) i)

Figura 2.45  Estrutura do endosporo bacteriano. (a)Micrografia eletré-
nica de transmissao de uma secgdo fina de um enddsporo de Bacillus mega-
terium. {b) Fotomicrografia de fluorescéncia de uma célula de Bacillus subtilis
£m processo de esporulagdo. A area em verde deve-se a um corante que cora
uma proteina d presente na capa do esporo.

Esporo maduro {

Hans Hippe

Figura 2.43  Ciclo de vida de uma bacteria formadora de endospo-
ros. Fotomicrograhas de contraste de fase de cebsas de Clostrudium pascur
Uma célula apresenta cerca de 0,8 jum de largura.

ENDOSPORULACAO

dipicolinico
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Figura 2.47  Estdgios da formacdo de um enddsporo. Os estdgios  esporulagio em Bacillus subtilis, o organismo-modelo para estudos de es-
540 definidos com base em estudos genéticos e andlises microscopicas da  porulagao.

Jucith Homniger . L. Heaclay
Jucih Hoeniger o . L. Heacley
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INCLUSOES CELULARES

U Polimeros de armazenamento de carbono poli-b-

hidroxialcanoato (PHA) e acido poli b- \/c\o,CH\CH,é\o,ou\cm,o\o,m\wi.
hidroxibutérico (PHB) Mo
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F.R. Turner & M. T. Madigan
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U Polifosfato, enxofre e minerais carbonatos

Mrbert Pfennig

da bactéria purp i I ium buderi. As inclusdes intra-

Figura 2.36  Polifosfato e produtos de armazenamento de enxo-
fre. .'a} Fmomlcraurafu da contraste de fase de células de Hefiobacterium  celulares so gldbulos de enxofre formados pela oxidagéo de sulfeto de hidro-

lifosfato e granulos escuros; a célula possui  génio (H,5). Uma célula mede aproximadamente 4 pum de largura.
aproximadamente 1 pm de didmetro. (b) Fotomicrografia de campo claro de

16



MO

Figura 11.14 Bactérias purpuras sulfurosas. Essa microfotografia de
células do género Chromatium mostra os granulos intracelulares de enxofre
como objetos multicoloridos e refratarios. A razdo do actimulo de enxofre pode

ser resumida pela observagdo da equagdo 2 na discusséo.
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Figura 2.38  Bactérias magnetotaticas e magnetossomos. () Mi-
crografia de contraste por interferéncia diferencial de bactérias cocoides

i observe os. (setas). Uma célula apresenta
2,2 um de largura. (b) Magnetossomos isolados da bactéria magnetotitica
Magnetospiriium magnetotacticun, cada particula apresenta cerca de 50
nm de comprimento. (¢} Micrografia eletrinica de transmissao de magne-
tossomos de um coco magnético, A seta indica a membrana que envolve
cada mat Um Gnico apresenta cerca de 90 nm
de largura.

Karim Benzerara

9/21/2025

Figura 2.37 Biomineralizagdo por uma cianobactéria. Micrografia
eletronica de uma célula da cianobactéria Gleomargarita contendo granulos
do material bentonita [(Ba, Sr, Ca);Mg(C0,),,]. A célula mede aproximadamente
2 pm de largura.



Esla drea em amarelo mostra a variagao
de tamanho da maioria dos organismos
estudados neste livro.
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MICROSCOPIA

OPTICO ELETRONICO

20

v

‘0s microscopios sio usados para
ampliar objetos pequenos. Como
diferemes microscopios possuem
diferentes faixas de resolugéo, o
tamanho da amostra determina qual
‘microscdpio pode ser utilizado para
que a amostra seja visualizada
efetivamente.
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MICROSCOPIA
ELETRONICA DE
TRANSMISSAQ
(MET) E DE
VARREDURA (MEV)

Fonte: Tortora et al., 2012

Peptideoglicano

A\

Figura 2.24  Paredes celulares de bactérias. (a, b Diagramas esque
miticos dé pa 5 Qram-positivas & gran-nagat
oragdo da Granm w0 mostra calulas o
gram-pasiiva) e Escherichia coll{cor-ge-rosa, gram-negativa. i
Tias eletrdnicas de lransinissdo (MET) apresentando a parede celular de uma

BACTERIAS GRAM
POSITIVAS E NEGATIVAS

Membrana
citoplasmatica

Membrana Peptideoglicano
citoplasmatica

Vi

bactéria gram-positiva e de uma bactéria gram-ne
ebetrdnicas de vamedura de bactérias gram-posi
pectivamente. Observe a5 diferanga
sentadas. Cada célula em MET fem aproxi

nente 1 jum e largura.

Membrana
externa

AlUmada e K Areko
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MICROSCOPI0O OPTICO CAMPO CLARO

+* Mais simples. Morfologia celular

Objective lens
Specimen

Condenser lens

Light source

2
T.D. Brock

(@

Feo ®

Norbert Pfennig

()

Figura 2.2 Fotomicrografias de campo claro de microrganismos pig-
mentados. (a)Uma alga verde (eucarioto). As estruturas verdes séo cloroplas-
tos. (b) Bactérias pirpuras fototroficas (procarioto). A célula da alga apresenta
aproximadamente 15 jum de largura, e as células bacterianas, cerca de 5 m.

MICROSCOPI0 DE CONTRASTE DE FASE E DE

CAMPO ESCURO

U Contraste de fase: indice de refragdo da luz difere entre a célula e o meio

U Campo escuro: o espécime atingido apenas lateralmente pela luz

Figura 2.5 Células por di tipos de mi pi contraste de fase e () microscopia de campo escuro. Largura média das
optica. 0 mesmo campo de células da levedura Saccharomyces cerevisiae  células de Ba 10 pm.
visualizado por meio de (a) microscopia de campo claro, (b) microscopia de

24
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MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA

DAPI

U Fluordéforo

420 nm

U Células podem ter autoflorescéncia

500 nm

Green Fluorescent Protein

prasnee Cy3 540 nm
Sichie
Alexa 568
8
2= g
by A 580 nm
3 e,
3 serss
]
: Chromophore — 620 nm
7 Figure 1
Figura 2.6  Mi pia de éncia, (a, b) C érias.  contém clorofila a e outros pigmentos. (c) Fotomicrografia de fluorescéncia 660 nm
s mesmas células sdo observadas por microscopia de campo claro (a)e por  de células de Escherichia coli tornadas fluorescentes pelo tratamento com o
microscopia de fluorescéncia (b). As células fluorescem em vermelho porque  corante fluorescente DAP, que se liga ao DNA EXCITATION EMISSION

Figure 9-13. Molecular Biology of the Cell, 4t

25

3 second barsier filter: culs out
unwanted fluorescent signals,
pasging the specific green
flusrescein emission between
520 and 560 nm

2 beam-splinting mirror: raflects
light below 510 am but
transmits light abowe 510 nm

1 first barras filter: lots through
only blue light with a wavelangth
between 450 and 490 nm objective lans

object

26
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MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA

O Fluordforos podem ser introduzidos na célula por coloragdo ou
engenharia genética

gem da microscopia de tunela-
vohvida no reparo do DNA. (b) Imagem

i
me na RecA de E calf

da micr a atbmica (M na O de Clostridiun perfingens. Essa .

toxina promove a forma m membranas plasmdticas. Fonte' Tortora et al" 2012

* Forca Atbmica
* Tunelamento

Utilizam diferentes tipos de sondas para examinar a superficie da amostra

28
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YA

&

~ Visivel

Substrate

COLORAGAO EM
MICROSCOPIA OPTICA

%) * Uso de corantes

* Cromoéforo: Molécula ou parte de uma molécula
capaz de absorver a luzem determinado
comprimento de onda visivel

Comprimento de onda (nm)

* Problemas com toxicidade!

14
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TIPOS DE COLORACAQ EM MICROSCOPIA OPTICA

7N

Coloragoes

SIMPLES
Positiva DIFERENCIAL
Negativa
SEPARACAO DE GRUPOS VISUALIZACAO DE
ESTRUTURAS
Coloragao de Gram
Esporos
Coloragao de Ziehl-Neelsen - Alcool- Cépsulas
acido resistente
Flagelo

COLORACAO SIMPLES

Utiliza um Gnico corante
1. Positiva

— corante de carga positiva que se liga a carga negativa da
superficie das células e do Material Genético.

Ex: Azul de Metileno

Viabilidade Celular

32
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COLORACAO VITAL

Verifica a viabilidade das células, através da ocorréncia de
reagdes bioquimicas. Baixa toxicidade.

o
NADPH +H Azul de Metileno ®
(Oxidado) o 5
o o)
Do (o]
NADP+ Azul de Metileno j
Reduzido (incolor) °

33

COLORACAO SIMPLES
2. Negativa

— corante com carga negativa é repelido da superficie das células.

L0 -

Bacillus cereus

Bacillus cereus

Bactéria encapsulada

34
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COLORACAOQ DIFERENCIAL

> Uso de dois corantes contrastes. Geram coloragéo diferentes entre
grupos distintos ou estruturas

Coloragcao de Gram Visualizacao de estruturas

r 4 Gram-positive »

35

* Estudos com o RNA ribosomal (16S e 18S)
* Identificagao de Espécies — DNA Barcode
* Moléculas marcadoras

36
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Tabela 1.2 Distribuigao dos microrganismos dentro e fora da
superficie da Terra®

Habitat Porcentagem total

Subsuperficie marinha 66
Subsuperficie terrestre 26

Solo superficial 4.8

Oceanos 2,2

Todos os outros habitats” 1,0

*Dados compilados por William Whitman, University of Georgia, USA,; referem-se
aos nlmeros totais (estima-se que cerca de 2,5 x 10 células) de bactérias e
arqueias. Esse enorme grupo de células contém, coletivamente, cercade 5 x 10"

BIODIVERSIDADE

A desconhecida biodiversidade da
Terra

Para cada espécie de ser vivo conhecida no
planeta, ha 100 mil por serem identificadas,
de acordo com a projecéo de um grupo da
Universidade de Indiana, Estados Unidos.
Segundo esse trabalho, a Terra deve abrigar

1 trilhao de espécies de microrganismos,

das quais 99,999% permanecem
Grande Fonte Prismética, no Parque Nacional

desconhecidas. O levantamento se baseou . )
de Yellowstone: d4guas ricas em

em informacdes de bancos de dados microrganismos ainda ndo identificados

18
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Origem das L EUKARYA

Fungos Animais

BACTERIA Fungos
v celulares
Mitocondria gelatinosos

08 cloroplastos

Oomicetes '
Plantas

| Cianobactérias Amebas

ARCHAEA

Ciliados

Halofilos

Bactérias gram-
extremos

-negativas I
| Cromista [
L | Euglenozoa
| F I
| i Hipertermofilos | ELngon g Hasno:
| Bactérias pe | sos plasmodiais

| gram-positivas
|
. Microspora

 Archaezoa

| Thermotoga

Todos os organismos sao provenientes de células formadas
Nucleoplasma

ha cerca de 3,5 bilhoes de anos. O DNA transmitido a S
partir dos anceslrais e descrito como conservado. O aumenta de tamanho
dominio Eukarya inclui s reinos Fungi, Plantae e 3,5 bilhoes de anos Conceito-chave

Animalia. Tambem inclui os protistas, discutidos
na pagina 281, o o A Com base nas similaridades do RNA
organismos vivos atuais, ribossdmico, os organismos vivos sio
£ classificados em trés dominios: Bacteria,
Archaea e Eukarya.

Fonte: Tortora et al., 2012

39

DNA barcoding
+¢ Proposta: Uma maneira

simples de identificar espécies

pelo DNA

o

puronzasas arecerscr {1
o

espécies de plantas, animais,

fungos e microrganismos S g

40
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Ribossomo Procarioto X Eucarioto

Procarioto: 70S

508
308
60S
Amoeba E ‘Em
40S
41
Valor S
Solucdes de sacarose com
densidades diferentss sdo
colocadas no tubo, uma .
sobre a outra Amostra e cc_nlocada no
topo do gradiente
: : 59 sacarose
o 20% sacarose
Baixa densidade e L o
Média densidade <::| :l ’f D
Alta densidade
centrifugagéo
42
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As Fragoes do Ribossomo

43

RNA Ribossomal — Subunidade Menor

Procarioto
(Bacteria e Archae)

165

Eucarioto

125

44
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Analise do gene do RNA ribossomal

R L g

: ; . @t

Ferramenta Identificagao (- C‘, -4
para analise de espécies, Exemplos: 2 ij
de diversidade sem cultivo .

L & : “"’l,fr o
Oceanic 18S rDNA sequences from
picoplankton reveal unsuspected
eukaryotic diversity

Seung Yeo Moon-van der Staay* 1, Rupert De Wachter}: & Daniel Vaulot*

& Badllariophyta

u Pelagophyceae

® Chrysophyceae-Synurophyceae
Stramenopiles, 41%  m Dictyochophyceae

uMOCH

Alveolata, 26%

Hacrobia, 19%

Archaeplastida, 13%

Excavata, 0.2% m Euglenozoa

45

Ciéncia da Metagenomica

* Estudo dos microrganismos e suas comunidades no contexto de seu habitat
natural.

* Mais de 10.000 genomas microbianos podem se sequenciados em um unico
experimento.

46
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METAGENOMICA: GENOMICA AMBIENTAL

O Genbdmica: total de genes de um organismo

Amostra ambiental

O 1 célula de cada vez!

Subsistemas Subsistemas
funcionais funcionais

t >t

"]
- T Amplificagdo do
Redes reguladoras Vias metabdlicas
Analises de RNA-Seq ou
fluorescéncia % amplificagéo

Genoma Transcriptoma Proteoma Metaboloma
Figura 6.24  0s componentes da biologia de sistemas. s resultados P B oo
de vérias andlises “6micas” s&o combinados e, posteriormente, integrados for- Figura 1 Genomica de célula inica.
mando uma visao maior da inteira biologia de um organismo. Uma tnica célula isolada de uma amostra ambien-
tal pode ser a fonte de uma diversidade de analises

Fonte: Mandigan et al., 2016

“Gmicas”.

100

B candica (L)
Saccharomyces (L)

Il Dipodascus (L)
Saccharomycopsis [L)
Trichasporon (B)
Attemaria B)

Il Aspergilus (B)
Blanectria (P)

Wl Fhacosphaeria [F)

I Fungos ndo cultivavels

40

Total de proteabactérias (%)

20

10 70 130 200 500 7o 4000
Profundidade (m) L. levedura; B, bolor;
P, patogeno de planta

Figura 6.25 Metagendmica de Proteobacteria no oceano. A distribui-
¢ao de acordo com a profundidade dos principais subgrupos (alfa o, beta B,
gama vy e delta ) de Proteobacteria no Oceano Pacifico esta demonstrada na
figura. Muitos outros grupos de bactérias estao também presentes (nao de-
monstrado). Dados adaptados de Kembel, SW., J A, Eisen, K.S. Pollard, e J L
Green. 2011, PLoS One 6:823214

Figura 6.26 0 microbioma murino. Os dados mostram a populagio

o fingica do intestino do camundango. 0 grafica mastra que os fungos mais
comuns sio as leveduras. Dados adaptados de liev, |.D., et al. Science 336:
1314-1317 (2012).

METAGENOMICA : GENOMICA AMBIENTAL

Total de genes dos organismos que habitam um ambiente

23
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Moore Microbial Genome Sequencing Project
Selected Microbes Throughout the World’s Oceans

Microbes Nominated by
Leading Ocean Microbial
Biologists

Collecting sea water samples from the Sargasso Sea for the
whole genome shoigun sequencing of microbial populations.
{Photo supplied by The Center for the Advancement of
Genomics_)
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Metagendémica e RNA Ribossomal

1
Microbial Community | ywHo's

DNA Sample THERE? Sequence 16s Genes
J
WHAT ARE
THEY DOING?
Caollecting sea water samples from the Sargasso Sea for the
Compare to database of i e e S A
Sequence All Genes known 16s genes Genomics.)

Identify ,, Classify as
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Compare to database of
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