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Algumas bactérias, quando em condi¢ées ambientais adversas, iniciam
um processo em que a célula se desidrata e forma-se uma parede espessa, dentro
da membrana celular, ao redor de seu citoplasma e cromossomo, formando uma es-
trutura conhecida como endésporo (esporo bacteriano). As bactérias que formam
esses enddsporos sio conhecidas como bactérias esporuladas (BROCK, 2012).

Os endésporos bacterianos sdo capazes de permanecer em estado laten-
te, desidratados, por longos periodos de tempo e sobreviver em condi¢6es de es-
cassez de umidade, temperatura elevada, presenca de acidos e ilcalis e falta de
nutrientes. Quanto a necessidade de oxigénio, as bactérias esporuladas podem ser
aerdbias estritas, anaer6bias facultativas, anaerdbias obrigatérias ou microaers-
filas (TORTORA et al., 2013). Os principais géneros que formam enddésporos sio
Bacillus e Clostridium.

Cada endésporo contém uma cépia completa do cromossomo bacteriano,
concentra¢cdes minimas restritas de proteinas, alta concentracio de célcio e é cir-
cundado por uma parede de peptidoglicano, cértex (pseudopeptidoglicano), capa
(queratina) e membrana lipoproteica. Este revestimento é responsavel pela resis-
téncia a muitas substéncias agressivas (TORTORA et al., 2013).

O endésporo é uma estrutura que nio apresenta metabolismo, poden-
do ser reativada quando as condi¢ées ambientais voltam a ser favoraveis. Por
exemplo, esporos com 7.500 anos de Thermoactinomyces vulgaris, isolados do lodo
congelado, germinaram quando reaquecidos e colocados em um meio nutriente
(TORTORA et al., 2013).

A germinacido do esporo bacteriano pode ser comparada a germinacio de
uma semente. Entretanto, nas bactérias o esporo esté relacionado 4 sobrevivéncia e
nao a reprodugdo. O endésporo nio se divide e a célula-mae origina, normalmente,
apenas um esporo (TORTORA et al., 2013).



Apés a coloragio da célula e a observagido em microscépio, o enddsporo
podera ser classificado como terminal (em uma das extremidades), subterminal
(proximo de uma das extremidades) ou central. Além da posicdo, a possibilidade
de causar intumescimento na célula sio caracteristicas utilizadas para identificar a
bactéria (BURTON; ENGELKIRK, 2005).

As bactérias esporuladas sio bem conhecidas quando associadas a doen-
¢as, como é o caso do Bacillus antracis, que causa “Antraz ou Antrax”, uma doenca
do gado, ovelhas e cavalos que pode ser transmitida ao ser humano. Outra bactéria
de destaque é o Bacillus thurigiensis, patdgeno microbiano de insetos, que quando
esporula internamente forma cristais intracelulares de glicoproteinas téxicas (to-
xinas), causando a paralisia do intestino do inseto e fazendo com que este pare de
se alimentar (TORTORA et al., 2013). Porém, as espécies de Clostridium, que sio
anaerdbias, estdo associadas as seguintes doencas: tétano, botulismo e gangrena
gasosa, respectivamente, causadas por: C. tetani; C. botulinum e C. perfringens.

Ao avaliar a popula¢io microbiana do solo em diversos sistemas de cultura
e em duas profundidades, Catellan e Vidor (1990) observaram maior propor¢io de
enddsporos em solos descobertos e justificaram esse fato como reflexo das condi¢des
adversas desse sistema para o desenvolvimento microbiano. J4 no solo com a legu-
minosa siratro (Macroptilium atropurpureum), apesar do maior nimero de bactérias,
ocorreu a menor propor¢io de enddsporos entre os tratamentos analisados. A esta-
bilidade desse sistema, associada & boa conservacio da umidade, é responsével pela
baixa porcentagem de end6sporos. Os mesmos autores constataram que as condi¢bes
se tornam mais adversas aos micro-organismos conforme aumenta a profundidade,
aumentando o nimero de enddsporos, consequentemente.

Dionisio (1996), trabalhando com a populacio microbiana em 4reas de Eu-
calyptus grandis, encontrou uma variacio de 14,1 a 39,9 % na propor¢io de esporos
nas densidades populacionais bacterianas, sendo que os tratamentos com adubagio
mineral apresentaram maiores propor¢des do que aqueles que receberam composto
organico e calagem. Além disso, a quantidade de enddsporos atingiu valores maxi-
mos em periodos de estiagem, demonstrando que em condi¢6es adversas as bacté-
rias esporuladas entram em repouso no solo, permanecendo inativas.

Devido a sua resisténcia a condi¢ées ambientais adversas, as bactérias
esporuladas do solo apresentam grande potencial, juntamente com os demais pa-
rametros microbiolégicos, para avaliar os impactos resultantes de a¢c6es antrdpicas
das mais diversas naturezas, desde uma simples aduba¢io ou perda do horizonte do

solo até o derramamento de produtos quimicos.



PROTOCOLO II

CONTAGEM DE BACTERIAS ESPORULADAS
PELO METODO DE SEMEADURA EM SUPERFICIE
(CLARK, 1965)

1. Material

a)

b)

9

d)

e)

£)

Solo tmido coletado da camada superficial, obtido conforme o Capitulo IT
(p-14);

Vidrarias: Erlenmeyer de 250 mL, tubos de ensaio (16 x 1,5 cm) com rosca,
placas de Petri (@ 90 mm), alca de Drigalsky, esferas de vidro (& 2,00 mm);
Equipamentos: agitador de frasco, estufa de esterilizacdo, estufa de in-
cubacio, capela de fluxo laminar, autoclave, banho-maria, peagametro,
esterilizador infravermelho ou bico de Bunsen ou lamparina, agitador de
tubos e microscépio estereoscépio (lupa);

Solugoes: salina esterilizada (NaCl 0,85 %) e meio de cultura de Thorton
(Tabela 3);

Outros: funil de plastico (& 10,0 cm), micropipeta de volume varidvel
(10 a 100 pL), ponteiras autoclavaveis, peneira nimero 10 (abertura de
2,00 mm), lixeira para residuos biolégicos, luvas de prote¢io (nitrilica
descartével), parafilm e gis butano; e,

Alternativos: pipetas de 1,0 mL, algodio hidrofébico e pera insufladora.

2. Metodologia

a)

b)
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d)

Pesar 10,00 g de solo imido, previamente tamizado, em peneira niimero
10, em duplicata, sendo uma parte destinada a contagem de bactérias
esporuladas e a outra para a determinacio da massa de solo seco (item 3);

Transferir o solo, com um funil, para um Erlenmeyer de 250 mL contendo
cinco esferas de vidro e 90,0 mL de solucio salina esterilizada (Anexo 1)
(dilui¢io 1:10);

Dispersar as unidades formadoras de colénias (UFC) em agitador de
frasco (usar = 3,4 G) durante 15 minutos e aguardar a precipitacdo das
particulas maiores;

Aquecer o Erlenmeyer, em banho-maria a 80 °C, por, no minimo, 15

minutos, para que as formas vegetativas das bactérias sejam eliminadas;



e)

h)
i)

)

k)

)

Com uma micropipeta, contendo ponteira esterilizada, transferir 1,0 mL
da suspensio para um tubo de ensaio contendo 9,0 mL de solu¢io salina

esterilizada e agitar cinco vezes (diluicdo 1:100);

Descartar as ponteiras utilizadas em um béquer contendo solu¢io de de-

tergente (Anexo 1) apds cada transferéncia;

Transferir, com outra ponteira esterilizada, 1,0 mL da solucio anterior
para outro tubo de ensaio contendo 9,0 mL de solugio salina esterilizada

e agitar 5 vezes (diluigdo 1:1.000);
Repetir o item “g” novamente para atingir a dilui¢do 1:10.000;

Com outra ponteira esterilizada, pipetar 0,1 mL das etapas “e”, “g” e “h”,
e transferir para a superficie das placas de Petri contendo meio de cultura
Thorton (Tabela 3). Para cada dilui¢io utilizar trés repeti¢ées. Logo, serdo

feitas nove placas de Petri para anélise posterior;

Espalhar o inéculo na superficie do meio com o auxilio da al¢a de Drigal-
sky, tomando o cuidado de esteriliza-la por flambagem, inserindo-a em
alcool etilico (95 ou 96° GL) e passando-a imediatamente na chama da

lamparina. Repetir o processo, apds o uso em cada placa de Petri;

Identificar corretamente as placas de Petri, selar com parafilm e incubi-

las em estufa a 25 °C, invertidas, durante 7 dias;

Selecionar as placas de Petri com as dilui¢des que contenham entre 20 e
200 (UEC) isoladas; e,

m) Contar as UFC com contador de colénias ou a olho nu.

3. Calculo
Realizar o calculo conforme Capitulo III (p. 22).

4. Resultados
Preencher os dados conforme Tabela 4 (p. 22).



