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1. RESUMO

Investigou-se a possível presença de quimiota

xia entre linhagens de tipos de reaçio isexQa�pQsOpostos em 

E-0c.he�iehia eoli isogênicas e não isogênicas. através de va

rias métodos. Para atingir esse objetivo obtiveram-se mutan 

t es para motilidada e t rans conjugantes a partir das linhagem� 

básicas E. c.oil K12 712R e E. eolJ.. BH 100 portadora de plasmí 

dia R. Eventualmente usaram-se também as linhagens E.c.oU HfrC 

e W 1177/6 F-.

Pelo uso do método da placa. com meio triptona 

do semi-sólido, observou-se que as figuras constituidas pela 

interação dos halos das duas linhagens com tipos de reação s� 

xual opostos eram sempre assimétricas. fossem elas isogênicas 

ou nao isogênicas, Essa assimetria era decorrente da forma

ção de bandas quimiotácticas pelas linhagens doadoras. Veri

ficou-se que essas bandas se dirigiam para os locais de maior 

concentração das células receptoras. Quando as linhagens po� 

suiam o mesmo tipo de reação sexual as figuras formadas eram 

simétricas. com ausência de bandas quimiotácticas. 

Através do método da conjugação,observou-se con 

relação positiva entre número de transconjugantes e presença 

de motilidade das linhagens doadoras. quando as culturas mis 
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tas continham baixas densidades de células parentais. 

Os resultados decorrentes da aplicação de am

bos métodos permitem sugerir a presença de uma substância a

traente. excretada pelas células receptoras e detectada espe

cificamente pelas células doadoras. 

Finalmente, dois outros resultados merecem ci

tação: formação de bandas quimiotácticas só após o encontro dos 

halos externos das culturas doadoras e receptoras. nos experi 

mentas de interação; e ausência de resposta .iquimiO�ica quan 

do se usaram filtrados livres de células das culturas doado

ras e receptoras. Esses dados parecem indicar a presença de 

um possível mecanismo indutivo para produção dessa sabstãáoia 

atraente. 



2. INTRODUÇÃO

"Of alZ the attributes of Ziving 

things the one that most fascinates 

me is the ability of organisms 

to detect a stimuZus and respond 

to it by moving" (ADLER, 1975a). 

A comunicação por estímulo químico é de funda-

mental importância no mundo biológico e para alguns autores 

representa um dos atributos essenciais da própria vida. Na 

evolução os comunicadores químicos foram provavelmente os pr� 

cursores dos hormônios. Comunicação através de substâncias 

químicas excretadas é bem conhecida em grande variedade de ºE

ganismos. Essas substâncias detectadas em concentrações dim! 

nutas têm um efeito controlador sobre a comunidade ecológica. 

pÔdendo estimular grande numero de respostas comportamentais 

incluindo. entre outras. o sexualismo. a alimentação, o alar

me. a agregação e interações predador-presa. 

A quimiotaxia em microrganismos. isto e. o mo

vimento contra ou a favor de uma determinada substância. foi 

descoberta há quase um século atrás. O assunto foi ativamen-
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te estudado por algum tempo. passando depois por um período 

em que poucos trabalhos são encontrados na literatura. Atual 

mente. essa área da pesquisa está novamente em franca ativida 

de devido principalmente ao desenvolvimento de novas técnicas 

e adaptações daquelas já existentes; o desenvolvimento da me

todologia. usando técnica quantitativa, foi um importante pa� 

so para a reativação desse campo. 

Com o uso de metàdologia adequada muitas ques

tões poderão agora ser resolvidas. Por exemplo, a conjuga

ção bacteriana tem quase todas as suas fases bem estudadas.in 

clusive sob o aspecto molecular mas. contraditoriamente. con

tinua obscuro se o encontro entre bactérias de tipos de rea

ções sexuais opostos é ao acaso ou se algum mecanismo de atra 

ção está envolvido. A natureza. como se sabe, seleciona sis

temas essencialmente econômicos e a comunicação através de 

substâncias aumentaria sobremaneira a frequência do encontro 

entre essas células. Entretanto há grande escassez de dados 

e limitadas evidências para tais substâncias atraentes em 

bactérias. 

Levando em consideração os dados acima meneio 

nadas. e a importância e "atração" desse campo de pesquisa.d� 

cidiu-se desenvolver o presente trabalho. Para sua realiza

ção os materiais escolhidos foram a E�che�ichia coli, por ser 

um dos organismos bem caracterizados sob quase todos os as

pectos. e o plasmÍdio R pela iua manifestação fenotÍpica ime

diatamente após sua transferência para células receptoras. 

O objetivo principal desta pesquisa foi inves

tigar a presença de atração (quimiotaxia) em linhagens de 

E�che�ichia coli portadoras de plasmÍdio conjugativo R. ou 

eventualmente F, frente a linhagens com tipo de reação sexual 

oposto. Para tanto houve necessidade de obtenção de linhagens 

adequadas. desenvolvimento e adaptação da metodologia. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÃFICA

3. 1. Considerações gerais

A comunicação através de substâncias é conheci 

da em grande número de organismos. desde os mais simples até 

os mais complexos da escala evolutiva (LAW e REGNIER
_,, 

19?1; 

ADLER_,, 1975 b; CHET e MITCHELL
_,, 

1976,; SHORER -" 
1976;KOGAN_,, 

19?'?; 

BONNER
_,, 

19??). Os feromônios e alemônios são substâncias ex

cretadas que desempenham função importante no controle das co 

munidades ecológicas (CHET e MITCHELL
_,, 19?6/< SHORER

-" 
1976 ; 

PASTEELS
_,, 19??). Enquanto o papel dos feromÔnios sexuais es-

tá bem estabelecido nos cruzamentos · de� ffi�itos organismos 

(RArlITSCHER·-KUNKEL e MACHLIS
ÓI 1962; NACHLIS

:,; 
1966; LAf,J e 

REGNIER-" 19?1; HOUILLON
.:) 

19?2; SHORER, 19?6; KOGAN-"1977; CRAN

DAL e aol • .:; 19?7) eles são praticamente desconhecidos entre 

as bactérias (SAUNDERS j 19? 8). Assim, apesar do fenômeno da 

conjugação bacteriana ter sido descoberto há mais de trinta 

anos (LEDERBERG e TATUf,1_, 1946) e ser bem estudado (HAYES.:; 1968; 

CURTISS III., 1969; WATANABE
_,, 

19?1; SANDERSON3 
1974; ACHTMAN. 

19?5; BACHMANN e aol.ÓI 19?6; MITSUHASHI e aol. 19?6�: ECKERSON 

e REYNARD
_,, 

1977) não está decidido se o encontro entre célu

las de tipos de reação sexual ("mating types") opostos e ao 

acaso (NELSON_,, 1951; HAYES _,, 
1957) ou se há interferência de 

alguma substância atraente (BEZDEK e SOSKA� 1972). 
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Como o presente trabalho envolverá o conheci

mento e metodologia empregados nos estudos da quimiotaxia e 

da conjugação bacteriana esses serão os próximos temas desta 

revisão. Dar-se-á ênfase, obviamente. aos trabalhos realiza 

dos com E�ehe�lehia. eoli. 

3.2. Quimiotaxia em bacterias 

Quimiotaxia é o movimento de organismos a fa

vor ou contra uma substância (química). Este fenômeno tem si 

do observado em grande variedade de microrganismos, plantas e 

animais (ADLER
., 

196 6d). A quimiotaxia em bactérias foi desco 

berta por ENGELMANN (1881) e PFEFFER (1888). 

3.2. 1. Materiais e métodos em quimiotaxia 

Os seguintes generos bacterianos já foram est� 

dados quanto à quimiotaxia: Ae�obau:e�, Baeillu�, Beggiotoa., 

Bo�detella., Ch�oma.üum, Clo� ttidium, (CoJt.ynel:i�i ·:·G6chellÁ.clú.a, 

Kleb�iella, Lepto�pi�a., Mie�ococcu�, Pa.�teu�ella., P�eudomona4, 

P�oteu4, Rhizobium, Rhodo�pillÁ.llum, Salmonella, Se��atia, 

Shigella, Spi�illum e Vibtia (WEIBULL3 1960) . Além desses.o� 

tros gêneros devem ser acrescentados como: BdeUovibtúo (STARR e 

SEIDLER:; 19 71)
., Bdellomona.4 (CHET e MITCHELL

:J 
1976) e Sphr.ocha.e,ta 

(GREEMBERG e CANALE-Pi!ROLA., 19 7 7). 

Até 1965 os experimentos de quimiotaxia foram 

realizados em meios complexos. Portanto, foi necessário o de 

senvolvimento de condições para obtenção de motilidade e qui-

miotaxia em meio definido (ADLER
., 1966a :J ADLER e TEMPLETON

., 

196 7; ADLER:J 1973) e o estabelecimento de método quantitati

vo para o estudo da q ui mi ot axi a ( ADLER
:J 

1969; ADLER.,1973). Um 
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meio simples e quimicamente definido e as condições Ótimas p� 

ra obtenção de motilidade foram determinados por ADLER (1966a)

e ADLER e TEMPLETON (1967): um agente quelante (EOTA ácido) pa

ra proteger contra inibição por traços de cátions de metais 

pesados, um tampão para manter os valores de pH entre 6,0 e 

7,5; uma fonte de energia para estimular a motilidade; oxigê

nio ou pelo menos uma fonte que produza energia anaerobicame� 

te; uma temperatura entre 25 e 37° c. O crescimento acima de 

37° c ou na presença de glicose, como Única fonte de energia, 

previne a síntese de flagelo. As condições para o estudo de 

quimiotaxia em E. coli descritas por ADLER (1966a, 1973) sao 

na essência as mesmas já determinadas para motilidade, com a 

adição de L-metionina, se a linhagem for incapaz de sinteti

zá-la, e fixação da temperatura entre 20 e 30°C, com o uso des

sa temperatura o número de bactérias que penetra em um · tubo 

capilar com atraente� cerca de vinte vezes maior. Coriforme 

as condições do experimento nao é necessário adicionar qual

quer fonte de energia, pois o endógeno fornece energia sufi

ciente para a quimiotaxia. 

Os métodos principais para o estudo de quimio-

taxia sao: 

a) Método da placa - Para a pesquisa da quimi�

taxia positiva a bactéria e inoculada no centro de uma placa 

contendo ágar mole (0,2 a 0,3%), o atraente metabolizável e 

sais necessários ao crescimento. Quando a bactéria cresce,con 

some o suprimento local do atraente e cria um gradiente que 

ela segue, formando um halo de crescimento em torno do inócu 

lo (ADLER, 1966a). Para a pesquisa da quimiotaxia negativa. 

distribuem-se blocos de ágar contendo repelentes em Placa de 

Petri com ágar mole (0,2 a 0,3%). Esta já deve conter cones� 

traçãos bacteriana suficiente para apresentar turvação. As 

bactérias afastam-se logo da área onde se encontra o repelen-
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te. formando halos (TSO e ADLER, 1974). Os blocos de ágar p� 

dem ser substituídos por outro tipo de inoculação (ADLER2
1975a). 

A pesquisa das areas da placa percorridas pela bactéria selv�. 

gem. durante a formação de halos, permite a obtenção de mutan 

tes tanto para quimiotaxia positiva como negativa. No método 

da placa é a bactéria que cria o gradiente do atraente ou re

pelente; entretanto, o método não permite estudar a quimiot� 

xia de materiais não metabolizáveis. 

b) Método do capilar - Foi usado por PFEFFER

(1888) para observar quimiotaxia, inseria um capilar contendo 

a solução em estudo em uma suspensão bacteriana observando a 

seguir microscopicamente a acumulação bacteriana na boca e 

dentro do capilar (quimiotaxia positiva) ou movimento bacte

riano contra o capilar (quimiotaxia negativa). ·,'lDLER (1969 e 

1973) modificou esse método convertendo-o em um método quanti 

tativo para estudo da quimiotaxia positiva. Isso foi possí

vel pela semeadura de diluições convenientes da suspensa□ 

bacteriana contida no capilar e posterior contagem das colô

nias. TSO e ADLER (1974) observaram, comparando com um con

trole, que o repelente colocado dentro do capilar faz decres

cer o numero de células que entraria. Uma _,fTladifiçação foi 

realizada por TSO e ADLER (1974): eles colocaram os repelen

tes na suspensão bacteriana e mediram o número de bactérias que 

entraram no capilar para se refugiar. No método do capilar o 

experimentador é que cria o gradiente do atraente ou repelen

te. Assim. substâncias não metabolizáveis também podem ser 

estudadas. 

c) Método do gradiente definido - A análise 

quantitativa de migração bacteriana tem sido efetuada tornando 

gradiente definido de atraentes (DAHLQUIST e col., 1972) ou 

repelentes (TSANG e col., 19 '? 3). A determinação bacteriana no 

gradiente é efetuada pela medida da dispersão de um feixe de 

»laser" feita pela bactéria.
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d) Método do �coulter counter" - � um método 

rápido para estudar quimiotaxia positiva e negativa.usando um 

contador »coulter" para medir a porcentagem de bactérias. �u� 

passa através de uma membrana de policarbonato. em dado tem

po. para um tampão. sob influência quimiotáctica. O meio usa

do foi o tampão fosfato 0,01 M pH 7,0 contendo 0,1 mM de EDTA 

(ADLER
;; 

1973). O sistema formado por suspensão bacteriana de 

um lado e tampão fosfato do outro lado da membrana. foi incu

bado a 30
°

c. Retiraram-se amostras após 60 minutos para con

tagem das células (ARMITAGE e coZ.;; 1977).

3.2.2. Quimiotaxia positiva: os atraentes 

As bactérias móveis sao atraídas por uma va

riedade de substâncias químicas. a maioria das quais funcio

na também como nutriente. Entretanto. não h� correlação en

tre o metabolismo de uma substância. liberação de sua energia. 

com habilidade para atrair bactéria (WEIBULLs 1960). Algumas 

substâncias como o glicerol. gluconato, fumarato e piruvato, 

que são metabolizadas pela E. eoli não são atraentes. enquan

to outras não metabolizáveis o são. Assim. mutante que perde 

a capacidade para metabolizar um atraente. como a galactose. 

continua sendo atraido por ele. Alguns análogos não metaboli 

záveis de substâncias metabolizáveis atraem bactéria, como e 

o caso de 0-fucose um análogo da galactose (ADLER
s 1969). Pe

lo menos dois análogos de aminoácidos essencialmente não oxi

dáveis, a.-amino-isobutirato e a.-metil-aspartato atraem E. eoli

(MESIBOV e ADLER;; 19 72).

A seguir serão mencionados alguns grupos de 

substâncias que funcionam como atraentes. dando-se ênfase aos 

trabalhos realizados com E. coli: 
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a) Aminoácidos e seus derivados

Os res u 1 tados obtidos por ADLER ( 1966b) e ME

SIBOV e ADLER (1972) mostram que as células de E. coU sao a

traídas pelos L-aminoácidos alanina. asparagina. aspartato. 

cisteína. glutamato. glicina. metionina, serina. treonina e 

prolina, Não são atraentes os aminoácidos arginina. cistina. 

glutamina. histidina. leucina. isoleucina. lisina, fenilalan! 

na, triptofano. tirosina e valina. ASWAD e KOSHLAND (1974), 

SPRINGER e co"l. (1975), SPRINGER e co"l, (1977) confirmaram o 

importante papel da metionina na quimiotaxia bacteriana. O p� 

pel bioquímico principal da metionina na quimiotaxia e doar 

radicais metil. Ela é requerida para a cambalhota ("tumbling") 

e para o processamento de informações sensoriais (SPRINGER e

co"l.
:; 

1975). Segundo MESIBOV e ADLER (1972) existem pelo me

nos dois quimiorreceptores para os aminoácidos atraentes em 

E. co.t-l: quimiorreceptores de aspartato e da_ serina.

b) Açúcares

Vários açucares e seus derivados foram ensaia

dos quantitativamente para a habilidade de atrairem E. coU 

(ADLER e co"l., 1973,; ADLER e EPSTEIN
:; 

1974). Os atraentes mais 

efetivos foram: N-acetil-0-glucosamina. · 6' deb·xit-O.,.glacose, 

D-frutose, D-glicose. 1-□-glicerol. B-0-galactoside, galacti

tol, D-galactose. D-glucosamina. O-glucose, l-□-glucose-1-fo�

fato, lactose. maltose, D-manitol, D-manose. metil-8-D-galact�

sida. D-ribose. D-sorbitol e trealose, A lactose e provavel

mente a 0-glucose-1-fosfato são atraentes sómente apos a con

versão em monossacarfdeos livres, enquanto os outros açucares

não requerem quebra para a taxia. Segundo os dados de ADLER

e co"l. (1973), ADLER e EPSTEIN (19'14) e ADLER (1975b) dez di

ferentes quimiorreceptores estão envolvidos na detecção des

ses atraentes em E. coU.
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e) Sais inorgânicos. nucleotídeos e vitaminas

Respostas positivas para íons inorgânicos fo

ram obtidas por PFEFFER (1904)
:11 entre outros. Este autor obser 

vou que sais de potássio foram. na maioria das vezes. efeti

vos para estimular quimiotaxia positiva em Spi!Úllum. Entre

tanto, quando as concentrações dos sais foram aumentadas obser 

varam-se respostas negativas. Segundo ADLER (1975b) outros 

íons inorgânicos mostraram-se atraentes para E. coli. 

Ensaios com misturas não específicas tais como 

extrato de levedura e caldo nutriente evidenciaram atração bact� 

riana (STRALEY e CONTI., 19'14�. CHET e MITCHELL., 
1978): junto 

aos componentes do extrato observou-se que P. lach4yman.6 foi 

atraido não sómente pelos açúcares e aminoácidos. mas também 

pelos nucl0otfdios de adenina, guanina, timina. citosina e ur� 

cil e pelas vitaminas biatina e tiamina. Além disso. CHET e 

MITCHELL (1976) citam que suspensões de R.hodo.6pi!Úllum 4ub4um 

exibiram quimiotaxia positiva para compostos sulfidrÍlicos. 

ATP e ADP. ilustrando o grande espectro de compostos atraen

tes em bactéria. 

d) Oxigênio

A resposta bacteriana ao oxigênio é geralmente 

chamada aerotaxia (WEIBULL
:11 

1960). ENGELMANN (1881) descre

veu aglomeração de SpiJt.lllurn próximas a bolhas de ar e BEI

JERINCK (1893) demonstrou quimiotaxia para oxigênio ao obser

var que bactérias móveis colocadas no fundo de um tubo com a

gua formavam bandas visíveis em direção ao menisco. Sugeriram 

que as bactérias procuram certas concentrações ótimas de oxi

gênio. SHERRIS e aoZ. (1957)
3 

usando tubos capilares confir 

maram e estenderam esses resultados. ADLER (1966b) demons

trou que E. coU colocada no fundo de um tubo capilar conten

do uma fonte de energia e oxigênio. migrava formando uma ou 
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duas bandas. Parece que a bactéria se desloca preferencial-

mente na direção da maior concentração de oxigênio. Outros 

trabalhos evidenciaram o papel do oxigênio na quimiotaxia.LAR

SEN e col. (1974) observaram que um intermediário da fosfori

lação oxidativa é a fonte de energia para a motilidade ao in

vés do ATP diretamente. Há entretanto um requisito adicional 

para a quimiotaxia que é presumivelmente o ATP. 

3.2.3. Quimiotaxia negativa: os repelentes 

Na quimiotaxia negativa as bactérias movimen

tam-se contra a fonte da substância química. Neste caso a 

substância possui uma ação repelente (WEIBULL� 1960). Esse fe 

nomeno vem sendo estudado desde os trabalhos pioneiros de EN

GELMANN (1881) e PFEFFER (1888) que observaram movimento con

tra grandes concentrações de oxigênio e contra alcalis e áci

dos, respectivamente. Muitos autores exploraram o assunto 

usando grande variedade de bactérias e de substâncias (CHET e 

MITCHEEL� 1976). Entre eles MACNAB e KO SHLAND (1972) confir

maram a observação de LEDERBERG (1956) de que o fenol funcio

na como repelente para Sa.lmon.e.lla. :typh,lmu.Jr..iu.m. SEYMOUR e DOETSH 

(1973) trabalhando com dez tipos de bactérias e diversos com

postos inorgânicos confirmaram suas observações iniciais de 

que o comportamento quimiotáctico negativo era uniformemente 

exibido contra estímulos ácidos (pH 1.0 - 3.0) e básicos 

(pH 10,0 - 12,0). Sugeriram que o papel biológico da quimiot� 

xia negativa está relacionad� com sobrevivência, porquanto a 

resposta positiva em alguns casos para diversos agentes, pode 

ser eventual. Em E. col.i$ TSO  e ADLER (1974) detectaram mui-

tos repelentes incluindo ácidos graxos e seus análogos. al-

coois alifáticos, aminoácidos e seus análogos, indol • com 

postos aromáticos e ians inorgânicos. Esse estudo revela que 

embora a maioria dos repelentes tenha ação t6xica esta "pro

priedade" não é necessária nem suficiente para causar raspas-
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ta negativa. Os repelentes podem ser agrupados em nove elas-

ses e os autores sugerem que cada uma corresponde a um 

miorre cepto r. 

3.2.4. Mutantes não-quimiotãcticos 

qui-

A partir de bactérias que apresentam quimiot� 

xia positiva ou negativa podem-se obter mutantes não quimi� 

tácticos. Usando placas com meio de triptona semi-sólido ARMS

TRONG e aoZ. (1967) isolaram 40 mutantes nao quimiotácticos 

de E. coU. Todos eles possuíam flagelos normais como foi: vis 

to através de observação microscópica e pela sensibilidade ao 

fago chi • Um dos mutantes estudados com detalhe perdeu a 

quimiotaxia para oxigênio, glicose. serina. treonina e ácido 

aspártico. Como foi observado a ausência de quimiotaxia nao 

resultou da falha no uso das substâncias. Posteriormente. HA

ZELBAUER e aol. (1969) ampliaram os estudos sobre a obtenção 

desses mutantes com o intuito de conseguirem mutantes defecti 

vos em suas respostas para alguns atraentes mas não para to

dos. Esses mutantes "não-quimiotácticos-específicos" perdem 

a habilidade de serem atraidos ou repelidos por uma determi-

nada substância ou por um grupo de substâncias proximamente 

relacionadas enquanto retêm a capacidade de serem atraidos ou 

repelidos por todos os outros atraentes. Por outro lado. co

mo afirma ADLER (1975b), os mutantes "não-quimiotácticos-gen� 

ralizados", como os obtidos por ARMSTRONG e aoZ. (1967), fa

lham em ser atraidos ou repelidos simultaneamente por todos os 

atraentes ou repelentes. COLLINS e STOCHER ( 19 76) também obti 

veram mutantes "n ão-q ui mi ot ácti cos-gene rali zados" em Saimonelta. 

typhi..mu.lÚum. Com a descoberta dos mutantes "não-quimiotácti

c□s-específicos" criaram-se as condiç6es para a pesquisa da 

presença e funcionamento dos quimiorreceptores bacterianos. 
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3.2.5. Quimiotaxia nas interações bacterianas 

D comportamento de espécies de microrganismos 

que vivem juntos em um ecossistema constitui uma comunidade. 

A estrutura das comunidades microbianas depende de uma grande 

diversidade bioquímica e é mantida por uma complexa série de 

interações (CHET e MITCHELL
3 

1976). 

Para se ter urna idéia da complexidade dessas 

interações basta lembrar que o corpo humano adulto possui um 

total de aproximadamente 10
14 células. sendo que 90% delas cons 

tituem-se de microrganismos procariotos e eucariotos. A maio

ria desses microrganismos compõe o ecossistema gastrointesti

nal (SAVAGE
3 

1977). 

Em algumas interações, nas quais as bactérias 

estão envolvidas, a quimiotaxia exerce importante função; por 

exemplo. o relacionamento predador-presa entre microrganismos 

tem sido associado com a ação de enzimas produzidas pelo pre

dador e responsáveis pela destruição da presa OiITCHELL
.; 

1971). 

Agora foi evidenciado que, em adição à propriedade de degra

dar a presa. algumas bactérias predadoras são atraidas pela 

própria presa. No habitat natural onde as presas são escas

sas esta capacidade da bactéria predadora de se orientar em 

relação à presa poderia oferecer a ela vantagem seletiva (CHET 

e MITCHELL, 1976). Esse tipo de atuação foi verificado em 

P�eudomona� predadoras do fungo Py�hium deba�yanum (CHET e 

coZ. 3 1971), em Bdellovib�io, -parasita obrigatório ou faculta 

tiva de leveduras (STRALEY e CONTI, 1974) e em outras bacté

rias. 

Respostas quimiotácticas de bactérias fitopatE 

gêni cas foram reportadas por CHET e co i. ( 19 7 3). Segundo CHET 

e MITCHELL (1976) a interação simbiótica do Rhizobium com as 

leguminosas parece depender de quimiotaxia. isto é, da atra-
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çao da bactéria por nutrientes ou por fatores desconhecidos da 

rizosfera. O papel da quimiotaxia nas relações simbióticas en 

tre Rhizobium e leguminosas, bem como em outros sistemas sim

bióticos, deve ser importante e específico, mas infelizmente 

poucos dados são disponíveis. 

por CHET e MITCHELL (1976).

Outras interações são citadas 

3.2.6. Quimiotaxia determinada pelo sexo 

BEZDEK e SOSKA (1972) usaram diversas linha-

gens de Salmonella typhimu�ium Hfr e F para investigar a po� 

sível atração quimiotáctica entre elas. Observaram que linha 

gens Hfr e F comportaram-se diferentemente quando inoculadas 

em dois pontos sobre meio semi-sólido. Células Hfr moveram

-se rapidamente até formarem uma banda que caminhou preferen

cialmente para o local em que as células F estavam concentra 

das. Os autores sugerem que as linhagens F produzem uma subs

tância sexo-atraente que pode ser utilizada especificamente 

pelas linhagens Hfr e que nao é reconhecida por células do me� 

mo tipo de reação sexual. Segundo eles esse mecanismo de qu! 

miotaxia aumenta a possibilidade de contato entre células de 

tipos sexuais opostos. 

DUNNY e coZ. (1978) apresentaram evidência da 

presença de um feromônio sexual em Stneptococcu� áaecaU�; ce 

lulas portadoras de plasmídios conjugativos aglutinaram-se na 

presença de substância produzida pelas linhagens receptoras. 

O fenômeno relatado não deve ser considerado como quimiotaxia 

propriamente dita, uma vez que as células envolvidas eram imó 

veis. 
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Quimiorreceptor pode ser definido como a parte 

do quimiossensor que recebe a mensagem do agente químico; po� 

tanto é um componente que reconhece ou se liga a substância 

atraente ou repelente. O quimiossensor possui um componente 

adi c i o n a 1 q u e p o d e s e r c h a m a d o d e me n s age i r o • i s to é • que t ran� 

mite ao flagelo as alterações havidas no quimiorreceptor ocu

pado pelo agente químico. Até 1969 não era conhecido se a 

bactéria detectava o atraente em si ou um produto de seu met� 

bolismo, como o ATP. por exemplo. A primeira hipótese foi co_!! 

firmada e a segunda rejeitada conforme os seguintes dados (ADLER� 

1975b): algumas substâncias extremamente metabolizáveis nao 

são atraentes; algumas substâncias essencialmente não metabo

lizâveis atraem bactérias. como é o caso dos análogos nao me

tabolizáveis de atraentes metabolizáveis e dos mutantes que 

não metabolizam um atraente mas continuam sendo atraidos por 

ele; a substância �trai a bactéria mesmo na presença de uma 

substância não metabolizável não atraentei atraentes, intima

mente relacionados em estruturas, competem entre si mas nao 

com os atraentes estruturalmente não relacionados; podem ser 

isolados mutantes sem mecanismo de detecção possuindo, entre 

tanto, metabolismo normal; o transporte de uma substância quf 

mica dentro da célula não é suficiente nem necessário pafa que 

funcione como um atraente. 

Atualmente i.conhecido um grande numero de qu! 

miossensores em E. eoll. tanto para quimiotaxia positiva como 

negativa. Os seguintes critérios foram usados para dividir as 

substâncias químicas em classes de quimiossensores: 

1) para cada quimiossensor foram isolados "mu

tantas não-quimiot�cticos-especfficos". isto é. sem a taxia 

correspondente (ADLER� 1969; HAZELBAUER e aol.� 1969; TSO e 
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ADLER, 1974; ADLER e EPSTEIN, 1974). 

2) 'êm experimentos de competição, a substância 

A presente em concentração suficiente para saturar s-u,qui� 

miorreceptor. bloqueará completamente a resposta para substâ!!_ 

eia B se as duas forem detectadas pelo mesmo receptor. Não ha 

verá bloqueio se A e B forem detectadas por diferentes recepto 

res (ADLER, 1969; MESIBOV e ADLER,;, 
1972; TSAJ\IG e coZ., 1973; 

AKSAMIT e KOSHLAND, 1974; TSO e ADLER, 1974). 

3) muitos dos quimiossensores são induzíveis, 

sendo cada um induzido particularmente pela substância que ele 

detecta (ADLER, 1969; ADLER e aol., 1973). 

Com o uso dos critérios mencionados foram iden 

tificados diversos quimiossensores para quimiotaxia positiva 

e negativa em E. c.oU. Pelo menos dois sistemas de ':quimiôs

sensores estão envolvidos na quimiotaxia dos aminoácidos atrae� 

tes; quimiossensores do aspartato e da serina. O mutante pa

ra taxia do aspartato tem seu quimiossensor não funcional pa

ra a detecção do aspartato, glutamato e metionina. e apresen

ta função reduzida para alanina. asparagina, cistefna, glici- 

na e serina. O mutante para taxia da serina possui quimios- 

sensor defectivo para serina, alanina, asparagina. cisteína e 

glicina. e não apresenta nenhuma taxia para a treonina (ADLER, 

1969; MESIBOV e ADLER, 1972; ADLER, 1975b). 

Diversos quimiossensores estão envolvidos na 

detecção dos vários açúcares atraentes: N-acetil-glicosamina, 

frutose, galactose (detecta D-galactose, D-glicose e 0-fucosel� 

glucose, manose (detecta D-glucose e 0-manose), maltose, mani 

tal, ribose. sorbitol e trealose. Todos esses quimiossenso

res são induzíveis. com exceçao dos quimiossensores da gluc.!:!,_ 

se (ADLER e col., 1973; ADLER e EPSTEIN, 1974; ADLER, 1975b). 

Em adição a esses foram descritos os quimiossensores do ga-
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lactitol e glucitol (PARKINSON
3 

1977). 

Para quimiotaxia negativa sao se seguintes os 

quimiossenso�es identificados em E. eoll (TSO e ADLER, 1974; 

ADLER, 1975b): quimiossensores dos ácidos graxos, álcóois, ami 
+ -

noácidos hidrofÓbicos, indol, compostos aromáticos, 

sulfetos e cátions metálicos. 

H , OH ,

A natureza dos quimiossensores tem sido estuda 

da através da combinação de técnicas bioquímicas e genéticas. 

As sim, campo nen t es protéicos foram i den ti ficados em alguns qui

mi oss ens ores. Supõe-se que cada quimiossensor possui uma pr� 

teína que reconhece a substância atraente ou repelente. Esta 

proteína. localizada no envelope celular, constitui o '�qui

miorreceptor" (ou receptor), tamb�m chamado "componente re

conhecedor" ou "proteína de ligação" (ADLER, 1975b). Todas as 

proteínas quimiorreceptoras identificadas até agora correspo� 

dem às proteínas de ligação do sistema de transporte. Toda-

via, os sistemas de transporte e de �uimiotaxia seguem vias 

diferentes a partir desse ponto comum que é a proteína de li

gação] existem mutantes que possuindo proteína de ligação pa

ra determinada substância exibem quimiotaxia para essa subs-

tância, mas não transporte. Em tais mutantes falta.provavel-

mente, algum componente �equerido pela via dos transportes. 

Em adição foram obtidos mutantes �ue exibem transporte mas 

nao quimiotaxia para certas substâncias. Nesse caso e na 

via quimiotáctica que falta algum componente (ADLER
3 

1975a). 

A primeira proteína que evidenciou função qui

miorreceptora foi a proteína de ligação da galactose (HAZEL

BAUER e ADLBR3 19 71; KALCKAR3 19 71; ORDAL e ADLER3 1974; ADLER3 

1975b). As outras proteínas de ligação que funcionam como qu.!_ 

miorreceptoras são: as proteínas de ligação da glucose (o sím 

bolo gênico é p�.6 G), manose (pt.6 M), galactitol (gat A), fru 

tose (p�.6 F), glucitol (gut A), manitol (mt.t A). ribose (IÚ>.6 P) 
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e maltose (mat E) (PARKINSON
3 

1977). As posições relativas 

desses genes podem ser observadas no mapa 

E. coti K 1 2 (BACHMANN e col.
3 

1976).

recalibrado de 

Não há nenhuma informação genética ou bioquím! 

ca sobre receptores para aminoácidos e repelentes em E. coU 

(PARKINSON
3 

1977). 

3.2.8. Transmissão da informação dos quimiossensores 

para os flagelos: os mensageiros 

De algum modo o quimiorreceptor deve transmi

tir aos flagelos as variações detectadas nas concentrações das 

substâncias atraentes ou repelentes. Embora a forma desta co 

municação seja desconhecida essa transmissão parece ser me

diada por uma rede de elementos informadores ou mensageiros. 

Os três tipos conhecidos de mutentes mensageiros �4g, �a� e 

:t..6� possuem motilidade normal, mas carecem de respostas para 

dois em três receptores (PARKINSON
3 

1977). Entretanto ADLER 

(1975b) baseado em trabalhos anteriores (ADLER3 1969; MACNAB 

e KOSHLAND3 1972) propõe as três seguintes possibilidades: de� 

polari zação da membrana citoplasmática, difusão de um mensa

geiro químico para a base dos flagelos e interação direta pr� 

te:f na,:- proteína� .. /L2despo;J;ar,ização,,rcjacmembnana� blUpdpeol:asriiétii.,ca. o corre

ri a como nos fenômenos de transmissão ao longo dos axônios das 

células nervosas. Conforme citação de FRERE (1977) é reconh� 

cida uma fase de hiperpolarização da membrana citoplasmática 

(com duração de cerca de 15 segundos) após adição de uma subs 

tância atrativa. A presença da metionina é necessária para 

obtenção dessa fase. As substâncias repelentes provocam o apa 

recimento de uma hiperpolarização de mais longa duração. Es

sa alteração se propagaria ao longo oa membrana celular em di 

reção à base do flagelo. A causa da mudança no potencial da 

membrana seria uma variação na taxa de entrada e saída de al-
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gum fon quando há modificação na concentração dos atraentes 

ou repelentes. Pela hipótese da difusão de um mensageiro con 

sidera-se que seu nível aumentaria ou decresceria através da 

ação de substâncias atraentes ou repelentes. Cálculos indicam 

que a difusão de uma substância de baixo peso molecular e mui 

to lenta para explicar a reversão sincrônica do flagelo nas 

duas extremidades de Spl!Úllum volutan� que ocorre como res

posta ao estímulo quimiotáctico (TAYLOR e KOSKLAND, 19'14). As

sim. pelo menos para esse organismo uma mudança no potencial 

da membrana parece ser o mecanismo mais provável entre os 

dois citados. Pela hipótese da interação direta proteína-pr� 

teína. a comunicação entre quimiorreceptores e flagelos seria 

muito simplificada. Embora a s  proteínas de ligação dos qui

miossensores estejam provavelmente distribuídas uniformemente 

em torno da célula. devido à sua coparticipação no sistema de 

transporte. é possível que apenas aquelas moléculas situadas 

na base dos flagelos sirvam como quimiorreceptores. 

3.2.9. Resposta flagelar aos estimulas quimiotãcticos 

A E. eoU com motilidade desloca-se através de 

rotação dos filamentos flagelares (BERG e ANDERSON
3 

19'13; SIL

VERMAN e SIMON.,, 1974). Para uma revisão sobre flagelos con

sultar SILVERMAN e SIMON.,, (19'17.). Eles giram em dois sentidos 

(SILVERMAN e SIMON
.,, 

1974; BERG
.,, 

1974); no sentido anti-horá

rio produzem deslocamento retilíneo; no sentido horário cau

sam movimento em cambalhota (LARSEN e col . .,, 1974), que permi

te à célula mudar a direção do deslocamento. 

Na ausência de estímulos ou em concentrações 

uniformes e constantes de atraentes ou repelentes (ausência de 

gradiente). a E. eoU selvagem reverte ao acaso o sentido da 

rotação flagelar (BERG
.,, 

1975; BERG e TEDESCO
.,, 

1975). Em con 
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sequência a bactéria move-se ao acaso. em um percurso tridi

mensional. alterando fase de deslocamento retilíneo ("run") 

com fase de cambalhota ("tumble") (BERG e BROWN3 1972). Segu.!! 

do ADLER (1975a) a fase de deslocamento retilíneo dura cerca 

de um segundo e a fase de cambalhota um décimo de segundo. Por 

outro lado. as células bacterianas dão menos cambalhotas. e o 

deslocamento retilíneo torna-se maior quando elas são subme-

tidas a concentrações crescentes de atraentes (BERG e BROWN !.J 

1972; MACNAB e KOSHLAND::, 1972) e mais cambalhotas.quando subme-

tidas a concentrações decrescentes de atraente (MACNAB e

KOSHLAND3 1972). O contrário acontece com os repelentes 

(TSANG e coZ. 3 1973). São necessárias menores variações nas 

concentraç5es de atraentes e repelentes para suprimirem as 

cambalhotas do que para estimulá- las (BERG e BROWN
:, 

1972; ADLER_, 

19 7 5b). 

A E. coli é capaz de detectar tanto gradiente 

espacial (maior concentração a esquerda do que a direita. por 

exemplo) como gradiente temporal (maior concentração agora do 

que inicialmente, por exemplo). Esta interessante descoberta 

foi feita por iVJ.ACNAB e KOSHLAND (1972)3 . para· os estímulos 

atraentes e por TSANG e col. (1973)
:, para os repelentes. 

Portanto. o controle da rotação flagelar nas 

respostas aos estímulos atraentes e repelentes e a base do 

comportamento quimiotáctico em E. coti (PARKINSON:, 
1977). 

A maquinaria responsável �ela resposta flagelar 

aos estímulos quimiotácticos pode ser operacionalmente dividi 

da em três partes: rotor. interruptor e controle (PARKINSON:,

1977). 

O rotor é o responsável pela rotação fla·gelàr . 
. , 

Os componentes importantes desse rotor estão provavelmente 1� 

calizados no corpo basal do flagelo, uma complexa estrutura 

inserida na parede e membrana celular. Outros componentes do 
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corpo basal podem ser responsáveis pela determinação do senti 

do da rotação flagelar e podem funcionar como interruptor fl� 

gelar. O interruptor.por sua vez deve estar associado com ele 

mentas de controle que modulam a atividade do interruptor em 

resposta ao impulso quimiotáctico (PARKINSON, 1977).

A genética da estrutura e função flagelares foi 

revisada recentemente por SILVERMAN e SIMON (1977) e IiNO

(1977). Muitos genes estão envolvidos. a maioria dos quais 

produz mutantes, com fenótipo não flagelar (Fla-). Mutantes 

(Me-ttt] possuem flagelos aparentemente normais. mas não funcio

nais. Mutantes "não-quimiotácticos-generalizados" (Che-) são

móveis mas não apresentam quimiotaxia para qualquer estímulo 

(ARMSTRON G e ADLER, 196'1). Alguns mutantes desse tipo apre

sentam defeitos flagelares específicos que interferem com o 

comportamento rotatório normal (S,iLVBRMAN·e· SIMON, 19l3; .WARRICK e 

aoZ., 197'1). Alguns mutantes[Che-Jnão dão cambalhotas ("tumble") 

enquanto outros dão cambalhotas intensamente (PARKINSON,1976).

Nen huma linhagem �hej mostrou deslocamento normal indicando 

que todas as funções relacionadas com[Che-]devem, de alguma 

forma. estar relacionadas com a regulação do comportamento das 

cambalhotas (PARKINSON, 1977). Através de várias técnicas fo 

ram definidos oito genes ehe em E. coli: sete deles estão ma

peados na região que contém a maioria dos genes relacionados 

com motilidade. Um deles Cche D) é mapeado em região intei

ramente diferente (PARKINSON, 1977).

3.3. Conjugação em bactérias 

3.3. 1. Conceitos gerais 

A descoberta da existência de processo sexual 

de conjugação bacteriana foi feita por LEDERBERG e TATUM (1946).

Para isso eles usaram a E. coU K 12 cujas linhagens apresent� 
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vam grande variedade de marcadores genéticos para auxotrofia 

e resistência a inibidores. Num dos experimentos realizados 

eles misturaram linhagem deficiente para síntese de treonina, 

leucina e tiamina. além de resistentes a estreptomicina e fa

go. e obtiveram prototrÓficos em frequência relativamente al

ta. 

A prova conclusiva de que havia necessidade de 

contato de célula com célula nesse processo foi · ·apresentada 

por DAVIS (1950). Ele utilizou um tubo em forma de U com a 

luz separada em duas metades por um filtro que impedia a pas

sagem de bactérias de um braço para o outro. mas não dos ou-

tros componentes das duas culturas. Com isso ele eliminou a 

possibilidade de estar ocorrendo sintrofismo ou transformação, 

já conhecida na época (AVERY e coZ. 3 1944). Esse método mos

trou-se também eficiente na caracterização da conjugação.após 

a descoberta do mecanismo da transdução por ZINDER e LEDERBERG

(1952). 

Através de cruzamentos recíprocos HAYES (1952a)

evidenciou a existência de diferenciação sexual entre as bacté

rias. ao constatar que a transferência do material genético 

ocorria em apenas um sentido. Ficou então definido que pelo 

menos em E. eoll K 12 existiam dois tipos �dé reação sexual 

("mating types"): F
+ 

ou doador e F ou receptor de material 

genético. Logo após HAYES (1953a) sugeriu a existência de um 
+ 

vetor infeccioso que determinava o caráter F e que estava au 

sente nas células F-. Esta sugestão fundamentou-se na obser

vaçao de que células irradiadas com luz ultra-violeta eram 

mais férteis� fato muito semelhante aos descritos anteriormen 

te onde bactérias portadoras de bacteriófagos em estado late� 

te libertavam grande quantidade desses fagos após indução com 

a mesma fonte de energia. Foi visto ainda. após uma hora de 

incubação. que a mistura de células doadoras e receptoras pr� 

duzia em média apenas um recombinante em um milhão de células. 
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para os usuais genes cromossômicos. enquanto a maioria das 

bactérias receptoras convertia-se em doadora (LEDERBERG e cai., 

1952; HAYES3 1953a; CAVALLI-SFORZA e cai., 1953). Concluiu-se 

portanto que o estado de doador é conferido por um agente eh� 

macio F • ou fator sexual, que pode ser normalmente transmiti-

do para a célula receptora independentemente do cromossomo 

bacteriano. Após a descoberta da existência de linhagens Hfr 

que apresentavam grande frequência de recombinação(HAYES
3

196.3b) 

os experimentos com cruzamentos interrompidos elucidaram o me 

canismo da transferência do cromossomo da célula doadora para 

a receptora {WOLLMAN e JAC0B3 1955; WOLLMAN, JACOB e HAYES,

1956; WOLLMAN e JACOB, 1958). Com esses cruzamentos eviden

ciou-se que no estado Hfr a bactéria possuia o fator F inte

grado em um determinado ponto do cromossomo. Foi possível ta� 

bém estabelecer geneticamente a circularidade do cromossomo 

de E. co..U.
1 

uma vez que nas diversas linhagens Hfr os marca

dores genéticos eram transferidos de maneira linear. Além des 

ses dois tipos principais de doadores. F
+ 

e Hfr; ADELBERG e 

BURNS (1860) descobriram um novo tipo denominado doador inter 

mediário ou F'. Sua origem pode ser explicada através do mo

delo proposto por CAMPBELL (1962). 

Completando essas descobertas iniciais, rela

cionadas com o fenômeno da conjugação. BRINTON e ooi.:; (1964) 

descreveram certas estruturas existentes na superfície de cé

lulas doadoras, denominadas F-pili, ou fímbrias sexuais.extre 

mamente importantes na formação dos pares entre células doa

doras e receptoras. 

Atualmente é conhecido um grande numero de 

plasmÍdios conjugativos tanto em enterobactérias e outras 

bactérias GRAM negativas (ANDERSON, 1968; CURTISS III, 1969; 

NOVICK� .19.69 .. ; M"$YNELL, :J9.73; SANDERSON, 19.74; NOVICK e cai., 

1976) como em E�t4eptococcu� (JACOB e HOBBS, 1974; LEBLANC e 

coi., 1978). Além da transferência de material genético.por 
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conjugação, ocorrer nos cruzamentos de uma mesma espécie e 

também comum a transferência inter-específica ou mesmo inter

-genérica (CURTISS III:, 1969; SANDERSON., 1974; WATANABE
.:. 

1971; 

MITSUHASHI e coZ. 3 1976). A m aioria dos plasmÍdios conj ugati

vos tem ev iden ci ado a capacidade de tr ans ferir. em menor ou 

maior frequência. o cromossomo para uma célula receptora. mas 

apenas F, Cal B e Cal V têm sido encontrados no estado inte

grado dando linhagens estáveis com transferências cromossômi 

ca a partir de pontos iniciais fixos (SANDERSON.:, 1971). Entr� 

tanto um plasmidio R mostrou-se capaz de mobilizar o cromoss� 

mo de uma maneira estável. a partir de um ponto original fixo 

(PEARCE e MEYNELL
3 

1968). Embora existam evidências de inte 

gração os plasmÍdios R conjugativos são essencialmente autôno 

mos e autotransferíveis (WATANABE e FUKASAWA., 1961; WATANABE 3

1971; MITSUHASHI e aol • ., 1976). 

Apesar das variações individuais os plasmídios 

conjugativos comportam-se de uma maneira muito semelhante 

ao plasmÍdio F, que e o protótipo dos plasmÍdios sexuais. 

Assim, a conjugação promovida pelo plasmÍdio F em E. c.o.U.P

tanto no estado autônomo como integrado, serve de mode

lo para a conjugação promovida por outros plasmÍdios tan 

to em E. e.ali como em outras bactérias. O processo da 

conjugação promovida tanto por plasmídios autônomos como in 

tegrados pode ser arbitrariamente dividida em estágios. 

HAYES (1968) 3 considerando o cruzamento entre E. coR..i Hfr e 

F divide o processo em dois estágios principais: o primeiro 

é o estágio da formação do "z igoto", que começa com o contato 

inicial entre bactérias doadoras e receptoras e termina quan

do o doador completa a transferência de seu material genéti

co. O segundo é o estágio da formação de recombinante que 

compreende os processos de recombinação, segregação e expres

são de genes do doador, culminando com o aparecimento de uma 

bactéria recombinante independente. CURTISS II.r (1969) divi-
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diu o processo conjugativo em cinco estágios. Enquanto esse 

autor não mencionou o estágio de "colis5esn no início do pro

cesso, HAYES (1968) unificou alguns estágios considerados por 

CURTISS III (1969). A seguir serão relacionados os cinco es

tágios mencionados por CURTISS III (1969), antecedidos pelo 

nestágio de colisões" proposto por HAYES (1968):

1) colisão., entre bactérias doadoras e ' .re-

ceptoras. 

2) formação de par específico; definido pela 

formação de uniões de células doadoras e receptoras estáveis 

durante suave diluição, isto é. com o mínimo de agitação da 

cultura mista. 

3) formação de par efetivoJ caracterizado pelo

estabelecimento de uma conexao celular (tubo ou ponte) entre 

células doadoras e receptoras. 

4) mobilização do cromossomo (ou do plasm{dio

conjugativo autônomo); definido como a preparação do cromoss� 

mo circular do doador (ou do plasmídio conjugativo) para trans 

ferência linear. Pode ocorrer durante formação de pares esp� 

cíficos ou efetivos ou após a formação do par efetivo. 

5) �ransferência do cromossomo ou do plasmídio

conjugativo. 

6) :tntegração; por permutação de partes do crE_

mossomo transferido produzindo os recombinantes genéticos. 

Deve ser mencionado que esses estágios podem 

se sobrepor havendo dificuldades de separá-los experimental

mente (CURTISS III� 19 69). Levando em consideração os propó

sitos do presente trabalho. onde será usado fundamentalmente 



.27. 

um plasmídio autotransferível. o plasmídio R, so os três está 

gios iniciais serão aqui desenvolvidos. Para uma revisão ge

ral sobre conjugação consultar entre outros. HAYES (1968)
3 

CUR

TISS III (1969) e EISENSTARK (1977). 

3.3.2. Colisio entre cilulas doadoras e recéptoras 

A colisão entre células doadoras e receptoras 

é obviamente o primeiro passo do processo conjugativo. Segun

do HAYES (1968), o maior ·número de colisões acontece nos pri 

meiros minutos da mistura em caldo. NELSON (1951) e HAYES 

(1957a) chegaram à conclusão que essas colisões •gçorrem ao 

acaso. em função da densidade e, em certas condições do tempo 

de mistura de bactérias parentais. Ambos autores usaram a 

frequência de recombinantes como parâmetro para o estudo das 

colisões entre células parentais. NELSON (1951) encontrou pr� 

porcionalidade entre frequência de formação de células prot� 

tróficas e densidade ou tempo de mistura das linhagens doado 

ras e receptoras. Entretanto durante as várias repetições do 

experimento em que ele variou o tempo de mistura foram obser 

vados dois fen5menos adicionais: a) ap6s períodos longos de 

mistura. superiores a 6 horas. a concentração de células pro

totróficas deixou de aumentar em alguns experimentos. Portan 

to ocorreu saturação• b) contudo em suspensoes menores do que 

10 8 bactérias por 20 ml de meio ocorria um período inicial de 

indução. Segundo NELSON (1951) "enquanto não for obtida qual 

quer evidência direta da existência de inibidores ou estimula 

dores da singamia. tal como os gamônios da fertilização, suge 

re-se que o período de indução seja devido à preparação do 

meio ou à secreção pela bactéria de algum produto antes que a 

singamia possa ocorrer. Em suspensões mais concentradas uma 

concentração crítica dessa substância hipotética poderia ser 

atingida mais rapidamente do que em suspensões diluídas. eli 
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minando então a fase lag observada. Tais secreçoes podem-.atuar 

facilitando a aglutinação". 

HAYES (1957) também desenvolveu experimentos 

sobre a cinética da conjugação. tratando amostras removidas p� 

riodicamente da mistura parental com bacteriófago virulento. 

para o qual apenas a célula doadora era susceptfvel. Somente 

os merozigotos já formados até o momento do tratamento com o 

bacter1Ófago poderiam segregar células recombinantes. Uma fa

se lag de 8 a 10 minutos precedeu o crescimento linear do nú

mero de merozigotos quando a relação foi feita para os marca-

dores T+ L+ do doador. D número de recombinantes tomados em 

dado tempo foi uma função de duas variáveis independentes:fr� 

quência de contato ao acaso e velocidade da transferência do 

cromossomo. a qual estava relacionada com produção de energia. 

Alteração na densidade da população parental ou nos valores 

do pH do meio não afetou o tempo de entrada dos genes de Hfr 

para células F • mas modificou a taxa de foxtmçiçãcic de união efe

tiva. 

3.3.3. Formação de pares especificas e pares efetivos 

Uniões de células doadoras com receptc�es fo

ram observadas inicialmente por LEDERBERG (1956), usando mi

croscópio de contraste de fase. e ANDE.RSON (1958), com micro.:! 

cópia eletrônico. O estudo da formação de pares específicos 

tornou-se possível pelà descoberta de que uniões de células 

doadoras e receptoras resistiam à suaves diluições da suspe� 

são r:imiilt:ilfa (De (HAAN e GROSS3 1962). Assim a cinética da for

maçao da união pôde ser estudada misturando as culturas. remo 

vendo amostras em intervalos sucessivos. diluindo-as suavemen 

te em caldo conforme a conveniência. incubando por período de 

tempo suficiente para a transferência de marcas seletivas e. 
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tes. 

• 2 9.

recombinan-

D papel das diluições é apenas de separar aqu� 

las células que não estejam estavelmente reunidas e prevenir 

a ocorrência de posteriores colisões (HAYES, 1968; CURTISS III, 

1969). 

A formação de pares específicos implica na reu 

nião de bactérias doadoras e receptoras e parece depender da 

presença de pi li sexuais (BRINTON e aol., 1964 _; MEYNELL e aol., 

1968) de suprimento de energia (CURTISS III e STALLIONS,1967), 

de.diferenças de carga elétrica na superf:t'.cfe celular (HAYES, 

1968) e de outros componentes (KENNEDY e aol., 1977). 

Observou-se que a frequência de formação de p� 

res específicos correlaciona-se estreitamente com frequência 

de pili sexuais (WALMSLEY, 1973). Isto foi visto em vários 

experimentos onde o numero de pili foi modificado (FISHER, 

1957a e b; BRINTON, 1965; FISHER, 1966; MEYNELL e aol., 1968). 

Essas observações se estendem às linhagens portadoras de fat� 

res Col e R (MEYNELL e eol., 1968). Em adição, a mistura de 

células doadoras com fagos machos-específicos de RNA e DNA 

que adsorvem, respectivamente. na haste e na extremidade do 

pilus, reduz a transferência do material genético (NOVOTNY e 

aol., 1968). É conhecido também que a capacidade da célula 

doadora para conjugar com a receptora é temporariamente abol! 

da pelo tratamento com periodato de sódio (SNEATH e LEDERBERG, 

1961). Desde que esse tratamento também inibe adsorção de f� 

gos machos-específicos. pode-se presumir que o periodato atua 

sobre o pilus sexual (HAYES, 1968). Ainda mais, mutantes do 

fator sexual que perdem a capacidade de formar pilus tornam-se 

incapazes de transferir material genético ( ACHTMAN e col.,1968). 

Entretanto, esses mutantes não se transformam em receptores 

eficientes como acontece com as doadoras que perdem seu fator 
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sexual. 

A formação de par efetivo é definida �co:mo o 

processo através do qual um par especifico estabelece uma co

nexão celular entre célula doadora e receptora de tal modo que 

a transferência do material genético pode ter inicio (CURTISS

III, 1969). FISHER (1957a e b) sugeriu que esse processo de-

pende de energia. Embora haja ,c!tlncortlân.cia entre os autores 

quanto a necessidade de pilus sexual para a efetivação da co� 

jugação. seu modo de ação continua desconhecido. ANDERSON e

col. (1958), observando bactérias conjugantes ao microscópio 

eletrônico obtiveram dados que sugeriram que o "tubo de conj� 

gação" era estabelecido após a mistura das células parentais 

e requeria Íntimo contato celular. levando à ruptura parcial 

da parede e à conexão entre membrana celular das células doa

doras e receptoras. BRINTON (1965), após a descoberta dos P! 

11 sexuais propôs que essas estruturas possuiam urna dupla 

função; além de serem requeridos para a formação de pares es-

pecíficos eles seriam usados como tubos de conjugação. mesmo 

quando células doadoras e receptoras permaneciam separadas vá 

rias micra urna da outra. Essa idéia tem sido apoiada por inú 

meros autores mas. o principal argumento que suporta essa teo 

ria é o tamanho da luz dos pili que varia de 20 a 25 �. mas 

nao foi possível isolar dessa luz Qu�lquir�ioido nucléico 

(HAYES., 1968; CURTISS III., 1969). CURTISS III (1969) basean

do-se nos dados disponíveis propôs um modelo alternativo para 

o processo: "após formação de pares específicos envolven-do uma 

interação entre superfície da célula receptora e a extremida-,

de do pilus da célula doadora. o pilus é retraido pela célula

doadora com despreendimento de energia. efetivando o contato

de parede com parede das células doadoras e receptoras". En

tretanto. recentes evidências mostraram que F-pili são neces

sários apenas nos estágios iniciais da conjugação (HELMUT· e

ACHTMAN, 1978) exercendo pouca ou nenhuma função na transfe-
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rência do DNA. 

CURTISS III e col.� CT969) realizaram experime� 

tos para estabelecer as condições ideais dos eventos iniciais 

da conjugação. Eles observaram que as células doadoras cres 

cidas anaerobicamente antes do cruzamento apresentavam: à) um 

grande número de F-pili por célula; b) longos pili; c)grande 

probabilidade de formarem pares específicos com a receptora; 

d) maior taxa de iniciação de transferência do cromossomo do

que células crescidas aerobicamente. Observaram ainda que um

meio rico é superior a um meio completamente sintético. Assim.

a inanição das células doadoras em salina tamponada ou meio

sem um aminoácido requerido resulta em: a) perda de F-pili;

b) perda da capacidade de formarem pares especificas com a re

ceptora e para produzirem recombinantes; e) perda da capacid�

de de adsorver fago doador-especifico; d) em aumento na capa

cidade receptora. Ambos os processos de inanição constitui

ram-se em métodos rápidos para a produção de fenocópias F- a

partir de cultura doadora. Os autores observaram ainda, que

a presença de pilus não era suficiente para caracterizar a ca

pacidade doadora. nem sua ausência dava, célula a proprieda-

de de funcionar como receptora. Os autores sugeriram que ou-

tros componentes além do pilus F. seriam necessários para a

:conversão '.'.', ... de pares específicos em pares efetivos (ou mobil.!_

zação cromoss6mica). Segundo HAYES (1968) "os dados parecem

indicar que os fatores F são responsáveis por out�as funções

de superfície requeridas para a conjugação".

3. 3. 4. Aqregação e exclusão de superfi e i e ( ou de en

trada) 

a) agregaçao

A constituição de pares de células bacterianas 
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durante a conjugação foi observada. ent re outros. por LEDER

BERG (1956) e ANDERSON (1958), usando microscópio de fase e 

eletrônico, respectivamente. ACHTMAN e aol. (1971), O,'[J e AN

DERSON (1972) e WALMSLEY (1973) observaram que havia decrésc! 

mo do número de partículas nas misturas de células doadoras e 

receptoras quando ensaiadas em um contador Coulter. WALMSLEY 

(1973) apresentou uma fórmula matemática para esse decrésci

mo. A fórmula baseou-se na suposição de que todos os agrega

dos eram constituídos por pares de células; o contador Coulter 

registrava esses pares como se fosse uma partícula. Usando um 

contador Coulter modificado. com analisador de multicanais, 

ACHTMAN (1975) pode detectar a presença de agregados celula

res de diversos tamanhos. Esse autor mostrou que mistura de 

células doadoras e receptoras de f. coii apresentava agregados 

de duas a 20 células e não apenas pares de células conforme 

era mencionado na literatura. Na distribuição do tamanho dos 

agregados foram observados dois picos: um constituído d�H:l?1as $ 

4 células e outro de B a 13 células. Quando igual número de 

células doadoras e receptoras _foi misturado a maioria dos agr�

gados continha 7 ou mais células com igual proporção de doad� 

ras e receptoras. A eficiincia de transferincia de DNA foi 

proporcional ao tamanho dos agregados e à razão das células 

doadoras e receptoras. Os agregados foram melhor quantifica

dós pelo contador "Coulter" modificado do que pelo uso de mi

croscópio Óptico ou centrifugação em gradiente de sacarose. 

ECKERSON e REYNARD (1977) estudaram a formação de agregados 

em E. coli durante a conjugação dirigida por um fator R do ti 

po "F-line". Os agregados foram medidos pelo número de seta 
+ -

res Lac e Lac das colonias provenientes da cultura mista. 

Os autores encontraram grande correlação entre as concentra

ções de transconjugantes produzidos e a concentração dos agre 

gados observados em diferentes concentrações de células doado 

ras e receptoras. O decréscimo de agregados e de transconju

gantes na cultura mista. em presença do fago doador específ! 
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co MS-2, demonstrou que os agregados sao pilus-especÍficos. Em 

adição a esses estudos realizados com E. coli foi verificado 

por DUNNY e col. (1978) em St�eptoeoccuJ 6aecali� que uma li

nhagem receptora produzia um fator, sensível à tripsina e re

sistente ao calor e nuclease, que causava agregação entre as 

linhagens portadoras de plasmÍdios conjugativos. Esse fator re 

cebeu o nome de CIA (Clumping-Inducing-Agent). Foi visto que 

para ocorrer agregação tinha de haver síntese de proteína e 

RNA mas não de □NA. Filtrados da receptora induziam a agreg� 

ção dos doadores em alta frequência. A introdução de um pla� 

mídia conjugativo na linhagem produtora de CIA reduziu, dras

ticamente, a atividade desse fator nessa linhagem mas perm! 

tiu que ela respondesse à CIA adicionada exogenamente. Os au

tores sugeriram que esse fator representa um feromônio bacte

riano. 

b) Exclusão de superfície ou de entrad�

Ê conhecido que a presença de um plasmidio em 

uma célula receptora inibe a conjugação, quando a célula doa

dora é hospedeira de um plasmidio semelhante ou isogênico 

(LEDERBERG e col., 1952). Este fenômeno foi chamado de exclu 

são de superfície ou exclusão de entrada(NOVICK, 1961; NOVICK, 

1969; ACHTMAN., 1973). COHEN e col. (1968) mostraram que a 

presença de F-pili na célula receptora não e a causa da exclu 

são da superfície. A possível causa desse fenômeno é a fal

ta de agregaç;o entre as células "masculinas" durante a conj� 

gação (ACHTMAN, 1973). Portanto, parece possível que a ex

clusão de superfície resulte da falta de sinal, gerado pelo 

contato entre doadora e receptora, para a replicação do DNA 

de transferência ( OU 3 19 7 5) • Esse autor traba 1 hando com E.coU 

e minicélulas obteve as seguintes indicações: 1) o DNA de trans 

ferência pode não requerer replicação para ser transferido, 

confirmando a observação de SARATHY e SIDDIQI (1973); 2) o con 
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tato de célula com célula é requerido para a geração de um si 

nal que é o responsável pela replicação do ONA de transferên

cia e sua passagem para a outra célula. As seguintes observa 

ções sugerem que o pillus F pode ser o transmissor do referi

do sinal: ONA foi transferido entre par de células conectadas 

por uma "linha invisível" presumivelmente um pilus F (OU e, ./flJl

DERSON, 1970); Zn 2 + inibe a formação de contatos celulares ao 

atuar sobre a extremidade do pillus F (OU e ANDERSON, 1972).

Se o sinal for mediado por pillus F parece que existem molécu 

las na superfície da célula "feminina" requeridas para gerar 

o sinal (OU e ANDERSON, 1972). OU e REIM (1978) trabalhando 

com f.. co�i e minicélulas concluiram que o sitio receptor do 

pilus F, necessário à produção do sinal para a tránsferência 

de DNA. está provavelmente localizado na parede da célula re

ceptora. Resultados semelhantes foram encontrados por ou

tros autores como SKURRAY e aol.  (1974), HAVEKES e aol. (1976) 

e. SCH�!EIZER e HENNING ( 197 7).

Por outro lado ECKERSON e REYNARD (1977) obser 

varam que durante a exclusão de entrada efetuada pelo fator R 

isogênico em relação ao fator R superinfectante, o número de 

transconjugantes foi marcadamente reduzido enquanto o mesmo 

nao ocorreu com os agregados bacterianos. Sugeriram.baseados 

nesse dado, que a exclusão de entrada inibe a conjugação num 

estágio posterior à formação dos agregados entre células doa

doras e receptoras. 

A associação de técnicas genéticas e bioquími

cas permitiu um grande avanço no sentido de esclarecer alguns 

aspectos do processo conjugativo. Assim. foi visto que os g� 

nes plasmidiais requeridos para a síntese de pillus F, estabi 

lização de agregados. transferência de □NA e exclusão de su

perfície estão contidos em uma Única e grande unidade de trans 

crição chamada operon t�a (HELMUTH e ACHTMAN, 1975). Foram de 

finidos geneticamente 13 cistrons. Desses, nove Ct�a A. L. E, 
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K, B, C, F, M e  parte do t�a G) são necessários para a sínte

se de pilus F (ACHTMAN e coZ., 1971; WILLETTS" 1973). A ex

pressão do t�a G. inteiro, é necessária para que a doadora po� 

sa formar agregados estáveis com a receptora (KENNEDY e col., 

1977). Três outros cistrons t�a M, que está fora do operon 

tra, t�a D t�a I são requeridos para a transferência do DNA 

(ACHTMAN e eol., 1971; WILLETTS:; 1973). Os cistrons t�a S e 

t�a T convertem as células hospedeiras de F cm pobres recept� 

ras quando conjugadas com outras células doadoras. Portanto 

esses cistrons estão envolvidos no fenômeno de exclusão de en 

trada (ACHTMAN e aol., 1977). KENNEDY e coZ. (1977) usando 

plasmÍdios químicos identificaram os produtos protéicos de 12 

cistrons t�a do plasmidio F. Com exceção das proteínas Tra C 

e Tra D que variaram grandemente, as outras 10 foram estrei

tamente relacionadas com o envelope celular. MINKLEY Jr. e 

IPPEN-IHLER (1977) verificaram também a presença da proteína 

Tra S em preparaçoes da membrana de E. coll portadora de pla� 

mídias R ou F. 

Conforme observado na literatur0 grande tem s! 

do o avanço das pesquisas nesse campo e é de se esperar ainda 

maior progresso tendo em vista os novos recursos da engenharia 

genética. 
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Linhagens de E�che!Úchia coU 

A E.6c.he1t.-lchia. c.ol.,l foi escolhida para a reali

zação deste trabalho por se constituir num dos organismos mais 

estudados do mundo biológico. Uma das linhagens essenciais p2_ 

ra o desenvolvimento desta pesquisa foi a E. col,l K1 2 712R� bem 

estudada sob quase todos os aspectos e considerada uma boa 

receptora de plasmídios. A outra. a E. c.o.U, BH 100 é uma bacté 

ria selvagem e hospedeira de plasmídio R conjugativo. A par

tir dessas duas foram derivadas quase todas as linhagens aqui 

usadas. Essas linhagens. bem como duas outras de E. c.oU,. K12. 

estão relacionadas na Tabela 1 onde se discriminaram a ori

gem e o processo de obtenção. além das características essen

ciais de cada uma. A nomenclatura usada para as linhagens 

de E. c.oti assim como para resistência a drogas está de acor

do com DEMEREC (1966) e NOVICK e coZ. (1978).

4.1.2. Meios de cultivo 

Os seguintes meios, com suas respectivas fórmu 
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las por litro de agua destilada, foram usados no presente tra 

b alho: 

1/a) Ágar eosina-azul de metileno-EMB (Difco)-

Peptona . . . . . 

Lactose . . . . .

Sacarose. . . . . 

K2 HPOi.. . . . . . 

Ágar . . . . 

Eosina amarela • •  

Azul de metileno. 

pH final = 7,2

. . . 

. . . 

. 

. . . 

. . . 

bl Caldo nutriente (Difco) 

. . 

. . 

. . 

. . 

. . 

. 

. 

. 

. 

. 

10,0 g 

5,0 g

5,0 g 

2,0 g

13,5 g

0.4 g 

0,065 g 

Extrato de carne • . • • • • •  3,0 g

Peptona . . . . 

pH final = 6,8 

. s.o g

e) Ágar nutriente (caldo nutriente adicionado
de 15 g de ágar)

d) Ágar nutriente semi-sólido (caldo nutriente
adicionado de 7,5 g de ágar)

e) Caldo triptonado

Triptona • 

NaC 1 • • • 

pH final = 7,0 

• • 10.0 g

s.o g

,!/ Todos os meios foram auto e lavados a 121 °c durante 15 minutos. 



f) Meio triptonado semi-sólido 0.3%

Triptona (Difco) • • • • • • .  10.0 g 

NaCl . • . • • • • . . ••. • s.o g

Agar • • • • • • 3.0 g

pH final = 7.0 

g) Meio triptonado semi-sólido 0.2%

Triptona (Difco) • • • . . • • 10,0 g 

NaCl • • . a a ■ • • • • • • • 

Agar. . . • • . 

pH final = 7.0 

s.o g

2.0 g 

h) Meio mínimo líquido de sais e glicerol
(KAISER e HOGNES

3 
1960)

KH2PDa+ • • • • •

CNHa+ h SDa+ • • •

MgSOa+.7H20 

Fe(S01+) 3 . 

Glicerol . •

'r,H final = 7.0 

11.2 

4,8 

2.0 

0.2s 

o.so

s.o

g 

g 

g 

g 

mg 

g 

O sal de magnésio foi adicionado so

mente após os demais componentes esta 

rem completamente dissolvidos. O gl! 

cerol foi autoclavado separadamente. 
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i) Meio mínimo semi-sólido de sais e glicerol

(Meio mínimo líquido de sais e glice

rol adicionado de 3 g de ágar)

pH final = 7.0
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j) Mei o para antibi ótic os (Antibi otic Medium
No. 2 Base Agar-Oxoid)

4.1.3. Drogas antimicrobianas 

B icloreto de merc úrio  ( Hg) 1/ - E. Merk

Cloranfenic ol ( Cm) 

Hetac ilina p otá ssica (He) 

Gentamic ina (Gm) 

Rifamic ina (Rf) 

S ulfato de estreptomicina(Sm) 

S ulfato de canamic ina (Km) 

Parke-Oavis Ltda. 

Laborterápica 
Bristol S .A. 

Schering 

Laboratórios 
Lepetit S .A. 

F ontoura-Wyeth 
Indústrias Far
maceuticas S.A. 

Laborterápi ca 
Bristol S.A. 

Tetraciclina (Te} - Pfizer Inc.

4.1.4. Outros materiais 

S uporte para IJ}embràma milipórf;l :. �

Membrana milipore de 0,22 µm -

Mic r opipetas de 5 mel 

Sartorius 

Mil lipore ICL 

DADE Diagnostics, 
Inc. 

Tubos capilares em U - Esses tubos foram fei
tos na chama usando-se 
tubos capilares (Kimble 
P roducts, US A) ou mic r�. 
pipetas de 5 mel manei;· 
nadas ac ima. Alguns tu
bos em U f oram gentil
mente cedid os pel o labo 
ratóri o  d o  Dr. J. ADLER

da Universidade de Wis
c onsin. 

1/ - P a ra simplificar, as letras entre parênteses serao usadas em certas
partes deste trabalho.
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4.2. Métodos 

4.2. 1. Obtenção de mutantes para motilidade (IINO e

ENOMOT03 1971; modificado) 

4.2.1.1. Obtenção de mutantes sem motilidade 

a) As linhagens móveis de E. eoU,das quais se

desejavam obter mutantes imóveis, foram incubadas por um pe

ríodo de 18 a 24 horas a 37 °c, em caldo triptonado. 

b) A seguir inoculou-se 0,01 ml de cada uma 

das culturas no centro de placas com 12 ml de meio triptonado 

semi-sólido 0,3%. 

c) Após incubação a 33° c. por período de tempo

variável entre 8 e 16 horas, dependendo da linhagem e portan

to da dimensão dos halos circulares de movimento (swarms), r� 

picou-se com estilete material do centro de cada placa,córr�-

pondente ao local original do inóculo, para o centro de no�a 

placa com o mesmo meio de cultivo. Repetiu-se este procedi

mento 5 a 9 vezes conforme a linhagem considerada.até a obten 

ção de nítido decréscimo na velocidade de expansão dos halos 

circulares de movimento (swarms), o que era evidenciado por 

inspeção visual seguida do dimensionamento feito com regua 

milimetrada, em determinados períodos de tempo. Para s� proc� 

der à leitura, as placas foram colocadas contra uma fonte lu

minosa. Simultaneamente, uma segunda evidência era considera 

da como indício do acúmulo de mutantes imóveis ou seja.a gra� 

de concentração de células na �egião central da placa corres

pondente ao local do inóculo e região circunvizinha. 

d) A seguir, m aterial do centro de cada placa

foi inoculado através de estrias em placas com EMB com a fina 

!idade de se obterem colônias isoladas. Essas placas foram 
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incubadas a 37 ° c por 24 horas. 

e) Em seguida. 32 a 64 colônias foram repica

das, uma a uma, para igual número de tubos com caldo tripton� 

do os quais foram incubados por 24 horas a 37 ° C. 

f) Com o auxílio de uma multi-alça (peça com 

17 alças de níquel-cromo com cerca de 1,8 mm de diâmetro cada 

uma) as culturas foram inoculadas em placas com meio-tripton� 

do semi-sólido 0,3%. Em cada placa além das 16 culturas in

vestigadas acrescentou-se uma linhagem de E. coU (controle) 

cujo padrão de movimento e outras características haviam sido 

estabelecidos. As placas foram incubadas a 33° C e os tubos 
o com as culturas foram colocados em refrigerador a 4 e. Proce-

diam-se duas leituras, com 5 e 10 horas de incubação, através 

de inspeção visual: os crescimentos que não apresentassem ha-

los de movimento e que adquirissem um aspecto leitoso 

considerados como possíveis mutantes sem motilidade. 

eram 

g) Para caracterização, 0,01 ml das respecti

vas culturas em caldo, estocadas no refrigerador, foram inoc� 

ladas nos centros de placas contendo meio-triptonado semi-só

lido 0,3%. Numa das placas (controle). As leituras eram rea

lizadas após 24 horas de incubação a 33°c. Se durante �essa 

tempo algum crescimento evidenciasse halo de movimento aban

donava-se a cultura correspondente. Do contrário.as culturas 

eram submetidas a exame microscópico com o uso da técnica da 

gota pendente para confirmação da perda de movimento. 

Após confirmação da estabilidade dos mutantes 

feita através de estrias em meio triptonado semi-sólido 0,3%, 

esses eram estocados em ágar nutriente (1,5%·J;le.;1�.:g:ia);-J. Essa 

concentração de ágar não permite que possíveis revertentes mo 

veis levem vantagem seletiva no meio de estoque. 
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4.2.1.2. Obtenção de mutantes de maior motili

dade 

a) As linhagens móveis de E. c.o.f..l K 1 2,das quais 

se desejavam obter mutantes de maior motilidade, foram incuba 

das por um período de 18 a 24 horas a 37 ° c, em caldo tripton� 

do. 

b ) A segui r i n o cu 1 o u - s e O , O 1 m 1 d e cada uma das 

culturas nos centros de placas com 15 ml de meio 

semi-sólido 0,3%. 

triptonado 

- - o .. -c) Apos incubaçao a 33 C por periodo variavel

entre 8 e 16 horas, dependendo da linhagem e portanto da in

tensidade do movimento na formação de halos circulares (swarms) 

repicou-se com estilete material da periferia dos referidos 

halos para o centro de nova placa com o mesmo meio de culti

vo. Repetiu-se este procedimento 6 a 14 vezes conforme a li

nhagem considerada, até a obtenção de nítido aumento na velo

cidade de expansão dos halos de movimento o que era evidenci� 

do por inspeção visual seguida de dimensionamento feito com 

régua milimetrada, em determinados períodos de tempo. Para e� 

sa leitura colocavam-se as placas contra uma fonte luminosa. 

d) A seguir, inoculava-se material da perife

ria dos halos, através de estrias, em placas · .. coin -EMB para 

obtenção de colônias isoladas. Incubaram-se as placas a 37 ° c 

por 24 horas. Após a incubação 16 colônias foram repicadas 

uma a uma para igual numero de tubos com caldo triptonado; es 

ses foram incubados por 24 horas a 37 ° c. 

e) Com o auxílio de uma multi-alça as cultu

ras foram inoculadas em placas com 12 ml de meio > .. tri_ptonado 

semi-sólido 0,3% e em placas com EMB. Em cada placa além das 

16 culturas acrescentou-se uma linhagem de E. coU K12 (con-
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trole). As placas foram incubadas a 33° c e os tubos com as 

culturas estocados em refrigerador a 4° c. As leituras foram 

efetuadas com 5 e 10 horas de incubação. através de inspeção 

visual: os crescimentos que apresentassem maiores halos de mo 

vimento eram considerados como possíveis mutantes. 

f) Para caracterização dos mutantes, alíquotas

de 0,01 ml das respectivas culturas estocadas em caldo eram 

inoculadas no centro de placas contendo meio-triptonado semi

-sólido 0,3%. Numa das placas era inoculada a E. c.oU K12 que 

havia dado origem aos mutantes. Após incubação a 33° c proce

diam-se às leituras com as r espectivas medidas dos halos de 

movimento feitas em tempos determinados. até um máximo de 12 

horas. 

As culturas dos variantes de maior movimento 

foram submetidas à observação microscópica através da técnica 

da gota pendente. A comprovação da estabilidade do mutante foi 

feita pela comparação do halo de movimento e outras caracte

rísticas (fermentação da lactose e resistência a drogas) de 

64 col&nias isoladas do mutante. com a linhagem original. Os 
- o mutantes foram estocados em agar nutriente a 4 e.

4.2.1.3. Obtenção das linhagens E.'.,.:.c.oll/K12:L1 
e E • e.o l.l K 1 2 • 2 ,;. 1 : 

As linhagens E. c.oU K(u2;,.i-.,1' e E. c.ol..l K12..:2 .q,. 

foram obtidas por conjugação da linhagem E. c.ol..l BH-100, por

tadora de plasmídio R. com E. c.oU K12:i e E. c.ol..l K12,z re

ceptoras de plasmÍdios. conforme Tabela 2. A E. c.oU K12,f é 
um mutante de grande motilidade enquanto a E. c.ol..l K u ;t é um 

mutante sem motilidade. Esse ensaio teve como finalidade a

obtenção de duas linhagens doadoras a partir de duas linhagens 

receptoras de plasmídio R. Para isso usaram-se os procedime� 
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tos fundamentais descritos no ítem 4.2.2.5. 

4.2.2. Ensaios de quimiotaxia em Ehche�i.chi.a coli. de

tipos de reação sexual opostos 

Com a finalidade de investigar a possível exis 

tincia de atração entre "tipos de reação sexual opostos". re

presentados aqui por E. coll doadoras e receptoras de plasmí

dio R, as seguintes linhagens foram usadas: 

Re captores ( g) - motilidade Doadoras ( cf) - motilidade 

E. coU l<.12� l

E. coU K 12 �·2 

E. coU K 1 2•;,f� i

E. coli. K l 2 �: i; i

+ 

+ 

E. coU eH 100 

E. coU éH 100 .1

E. coU K12·-1 • .11
. . 

E. coLl Kü; a._11

+

+ 

Em adição usaram-se em um dos ensaios, as li

nhagens E. coli. K 12 Hfr e. portadora de plasmídio F integra

do e E. coli. K12 W 1177/6, de tipo de reação sexual F • Am

bas possuem motilidade. 

Métodos convencionais para estudo de quimiota

xia foram selecionados e modificados para atingirem os abjeti 

vos propostos. Um deles foi descrito pelo autor do presente 

trabalho. Seguem-se descrições sumárias dos métodos utiliza 

dos, incluindo as modificações. 

4.2.2.1. Método da placa: inoculação em dois 

pontos (ADLER
3 

1966; BEZDEK e SOSKA, 

19 72) 

As linhagens de E. coli. BH-·1 00, E. coU K12. i•
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o (WM-1177/6) foram crescidas em caldo triptonado a 37 C duran-

te 16 horas, aproximadamente. Inocularam-se com pipeta cerca 

de 10 7 células móveis de linhagem com tipos de reação sexual 

opostos em dois pontos distantes 4,5 cm um do outro numa mes

ma placa com 12 ml de meio triptonado semi-sólido 0,3%. Linh� 

gens do mesmo tipo de reação sexual foram também ',i,noê1,.1il:adas 
o-,

duas a duas. A seguir as placas foram incubadas a30-_C e,_obser.· 

vadas periodicamente com o propósito de acompanhar o desenvol 

vimento dos halos de movimento (quimiotaxia) de cada linhagem, 

e para detectar possíveis modificações que pudessem ocorrer 

antes, durante e após o encontro dos dois halos. O tempo de 

incubação variou entre 6 e 10 horas, conforme as l�nhagens usa 

das, e os resultados foram anotados. Efetuaram-se três repe

tições desse experimento. 

4.2.2.2. Método da placa; diluição de filtra

dos (ADLER
3 

1966à) 

A diluição de substâncias, incluindo filtrados, 

em meio semi-sólido permite detectar exclusivamente atraentes 

metabolizáveis, pois as células ao consumirem determinada 'S:�b',s

tância criam o gradiente necessário à quimiotaxia. Este méto

do possui a mesma sequência do anterior com as seguintes alta 

raçoes: 

a) culturas em caldo triptonado das linhagens

E. c.oU BH-100 1' E. c.ol,l K12.i E. c.oU K12i i.:1,incubadas 16

horas a 37° c, foram centrifugadas a 5.000 rpm durante 10 min�

tos e fi 1 t radas em membrana mi li por e de O, 22 µm. Misturaram-se 

os filtrados livres de células com meio triptonado semi -sóli

do 0,3%, na proporção de 1 para 5, a uma temperatura de 40° c

aproximadamente.



.47. 

b) Preparam-se, com controle, placas exclusiva

mente com meio triptonado semi-sólido. 

c) Inocularam-se as linhagens

E. coU K12.l nos centros dessas 4 placas.

E. coU 100 e

d) Após incubação por 5 horas a 30
°

C os halos

foram medidos e anotados. D mesmo experimento foi realizado 

acrescentando um período de aquecimento dos filtrados a ao º c 

em banho maria, durante 15 minutos. O ensaio foi realizado 

com três repetições. 

4.2.2.3. Mitodo da placa: diluição do filtrado 

em meio semi-sõlido de sais e glice

rol ( ADLER
., 

1966 à) 

Usou-se o meio de sais adicionado de glicerol 

(KAISER e HOGNES
., 

1960)
., por estar bem definido que o glice

rol i metaboliz;vel mas não se ponstitui num atraente para 

E. coU, não interferindo assim na formação de halos (swarms)

de quimiotaxia.

a) Culturas em caldo triptonado das linhagens

E. coU 100. E. col,l K 12 •• :1 e E. coU K 1 2 .11 •• \, incubadas 16 hE_

ras a 37
°

c foram centrifugadas a 5000 rpm durante 10 minutos

e filtradas em membrana milipore de 0,22 µm. A seguir mist�

rou-se cada filtrado livre de cilula com meio semi-sólido de

sais e glicerol na proporção de um para cinco a uma temperat�

ra de 40
°

c, aproximadamente. 

b) Prepararam-se, como controle, placas exclu

sivamente com meio semi-sólido de sais e glicerol. 

c) A E. col,l BH-100 foi crescida em caldo de
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sais a glicerol a 37 ° C durante 16 horas, com agitação, para 

manter a motilidade. A seguir foi inoculada no centro das 

placas mencionadas. 

d) As leituras foram realizadas apos incubação

por 8 horas a 3□
0
c, com medida dos halos de quimiotaxia. A 

mesma sequência de procedimento foi efetuada adicionando-se 

uma fase de aquecimento do filtrado a ao º c em banho maria, d� 

ran te 15 minutos. Esses ensaias foram rea 1 i zados com 

repetições. 

4.2.2.4. Método Quantitativo de PFEFFER 

(ADLER
3 

1969 e 1973)

três 

O método consiste essencialmente na presença 

de uma substância atraente no interior de tubos capilares com 

uma das extremidades imersa numa suspensão bacteriana duran

te determinado tempo, seguida da contagem do número de bacté

rias que penetra nos referidos tubos. 

Para o desenvolvimento do presente ensaio modi 

ficou-se o método como se segue: 

a) Culturas em caldo triptonado de linhagem

E. e.o.ti BH 100, E. e.o.ti K12.1 e E. e.o.ti K12.1.1 incubadas du

rante 18 horas a 37 ° c, foram centrifugadas a 5000 rpm duran

te 10 minutos e filtradas em membrana milipore de 0,22 micro

mêtros. Os filtrados livres de células foram usados imediata-
o -

mente ou estocados em refrigerador a 4 C por 24 horas, no ma-

ximo.

b) Alíquotas de 0,2 ml das culturas menciona

das, nao submetidas à centrifugação nem à filtração, foram d� 

positadas em pequenas camaras. As suspensões continham cerca 
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de 8 x 10 7 células por mililitro. 

Essas câmaras foram feitas com tubos capi 1 a-

res (com 5 cm de comprimento e com capacidade de 3.5 microli 

tro em forma de U colocados sobre -lâminas de microscópio e 

cobertos com lamínula, conforme figura reproduzida de 

(1973): 

Suspensão bacteriana 

7 

Micropipeta 

Tubo em U 

Lamínula 

»Aparelho» usado nos ensaios de quimiotaxia

( ADLER., 19 7 3).

ADLER 

c:J: I�troc;túzi tam-se nas camaras. contendo as 

suspensoes bacterianas, pipetas capilares preenchidas com 2 

microlitros dos filtrados. Usaram-se pipetas capilares des

cartáveis de 5 microlitros com diâmetro interno de 0,4mm. Suas 

extremidades foram fechadas na chama. Para o preenchimento 

das micropipetas essas foram passadas rapidamente na chama por 

duas ou três vezes e imediatamente introduzidas em recipien

tes contendo os respectivos filtrados. Após cinco minutos. a

proximadamente, introduziram-se suas extremidades abertas.sem 

lavar, nas câmaras contendo suspensões bacterianas. Montaram 

-se todas as combinações entre as suspensões (nas câmaras) e 
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os filtrados (nas micropipetas). Depois de incubar todo o 

sistema .:durantt.a3umat-h:ora a 30°c. removeram-se as micropipetas. 

Essas foram lavadas com água destilada esterilizada. Após qu� 

brar as extremidades fechadas das micropipetas transferiu-se. 

sob pressão. o conteúdo de cada uma para frasco com 10 ml de 

solução salina. Semearam-se alíquotas de 0.1 ml de diluições 

adequadas em EMB. Contaram-se as colônias depois de 24 ho-
- o ras de incubaçao a 37 e.

4.2.2.5. Método da conjugação para estudo de

quimiotaxia 

Este método baseou-se fundamentalmente na fre

quência de transferência do plasmídio R nos diversos cruza

mentos entre linhagens de E. c.oli com e sem motilidade. Para 

esses cruzamentos foram essenciais os mutantes para motilida 

de e as linhagens isogênicas obtidas por conjugação. Além des 

ses mutantes foi importante ao desenvolvimento e eficiência 

do método o uso de diferentes diluições e de diferentes tem

pos de incubação das culturas mistas. Eventualmente. a prese� 

ça de meios com variação de viscosidade também auxiliou na 

' ap 11 cação do método. Nesse caso foi usado o meio tri ptona

do semi-sólido 0.2%. Para o desenvolvimento do método os se

guintes cruzamentos foram organizados: 

19 grupo DOADORAS (motilidade) RECEPTORAS (motilidade) 

E. e.ou BH 100 + X E. e.ou K12. l + 

E. e.ou BH 100 + X E. e.ou K12 .2

E. e.ou BH 100. 1 -

X E. e.ou K12.l + 

E. e.ou BH 100 .1 -

X E. e.ou K12•2
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29 grupo DOADORAS (motilidade) RECEPTORAS (motilidade) 

E. e.ou K12J.,d1 + X E. e.ou K12�s.í + 

E. e.ou K12-L,l11 + X E. ('.ol-l K12,.s.2

E. c.ol,l K1222:l 1 X E. e.ou K12 .. á ... :i + 

E. e.ou K12;z2�1 E. c.ol-l K12 . '
i

. � 

Conforme a T abe 1 a 1 as linhagens · doadqras s ao 

portadoras de um plasmíd.io R conjugativo cGO.dJificando resistên

cia para cinco diferentes drogas antimicrobianas. As linha

gens receptoras são dotadas de resistência cromossômica para 

estreptomicina unicamente ou para estreptomicina e rifamicina. 

Os quatro cruzamentos de um mesmo grupo foram montados simul 

tansamente. Para isso as linhagens envolvidas foram cultiva 
o das em 10 ml de caldo triptonado por 24 horas, a 37 e.em fra� 

cos de Erlenmeyer de 50 ml. Através do estudo das culturas 

feitos anteriormente conheciam-se os números aproximados de 

células/ml que cada linhagem atingia ao final de 24 horas de 

incubação nas condições deste ensaio (esse número atingia cer 

ca de 10 8 células/ml). Quando havia necessidade de maior núme 

ro de células as culturas eram centrifugadas a 7000 rpm,dura� 

te 10 minutos, e ressuspendidas em caldo triptonado. Simul

taneamente com a realização de cruzamentos procedia-se a com

provação dos padrões de motilidade e de resist�ncia a drogas, 

das culturas envolvidas. Para isso inoculavam-se as culturas 

doadoras e receptoras em meio triptonado semi-sólido 0,3% e 

em placas contendo EMB adicion�do de drogas antimicrobianas. 

As drogas usadas e as concentrações finais em µg/ml foram: e� 

treptomicina (200). rifamicina (150). canamicina (20), biclo

reto de mercúrio (10). tetraciclina (20), cloranfenicol (20) 

e hêtacilina (20). Além disso prepararam-se outras placas com 

as combinações de estreptomicina (19 grupo de cruzamentos) 

e rifamicina (29 grupo) com cada uma das drogas, nas mesmas 

concentrações indicadas acima. Para realização dos cruzamen-
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tos transferiam-se alíquotas adequadas de cada cultura para 

frascos de Erlenmeyer contendo caldo triptonado. de modo que 

doadora e receptora atingissem concentrações aproximadas de 

células. Após a mistura completava-se o volume do caldo de 

cada frasco para s.o ml. Na maioria da� vezes preparam-se os 

cruzamentos acima em duas séries simultâneas; numa série as 

culturas mistas não sofreram qualquer diluição.conforme des

crição acima, na outra série as culturas mistas foram diluidas 

100 vezes. imediatamente após a mistura das duas linhagens. Além 

disso, em algumas oportunidades prepararam-se simultaneamente 

cruzamentos. sem diluir e diluido 100 vezes. em meio tripton� 

do semi-sólido com 0,2% de ágar. O meio semi-sólido era fun

dido e mantido a 37° c até o momento de ser usado. 

Logo após a realização dos cruzamentos transfe 

ria-se 1 ml de cada cultura m ista para 9 ml de solução salina. 

Depois das devidas diluições. semeavam�se alíquotas de O.l ml 

em EMB para contagem das colônias. As culturas eram incuba

das imediatamente a 37 ° c por tempo variável, conforme o en

saio: uma e 3 horas •. uma, ·3 •l:! 6 h -□rasLe ,ainda· uma,1 :s ·e 18 horas. Em 

cada um desses períodos, conforme o experimento eram retira

das alíquotas da cultura mista para a contagem dos transcon

jugantes e verificação da concentração das células parentais . 

Para isso, to�ava-se cuidado para não agitar a cultura mista . 

Nos ensaios em que duas s é ries dos mesmos cruzamentos eram 

montados, uma em caldo triptonado e outra em meio triptonado 

semi-sólido 0,2%, todo o sistema era colocado em refrigerador 

durante 5 minutos para a semi-solidificação do meio semi-sÓli 

do . Só apos essa fase e que o sistema era incubado a 37 ° c. 

Após cada período de incubação das culturas mis 

tas semeavam-se alíquotas de 0,1 ml de diluições adequadas em 

dois tipos de meios: um constando só de EMB, para • .. obtenç:ão:dos 

títulos das linh agens envolvidas e outro de EMB adicionado de 

estreptomicina (200 µg/ml) e canamicina (20 µg/ml). para sele 
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ç·ã.o • dos trans conj tJg·ante·s. Como se ob.setva a cana mi ci né1 .foi 

escolhida para compor o meio seletivo dos transconjugantes em 

bora pudessem ser usadas quaisquer das outras drogas, para as 

quais o plasmfdio R codifica resistência. 

Para os cruzamentos do 2 9 grupo, onde estavam 

envolvidas apenas linhagens de E. coli K12 usou-se a mesma 

sequência metodológica já descrita com as seguintes modifica 

çoes: 

a) nao se usou meio triptonado semi-sólido.

b) para obtenção dos títulos usaram-se placas

com EMB e com EMB adicionado de rifamicina (150 µg/ml); isso 

porque todas as linhagens envolvidas eram lac-.

c) para a seleção dos transconjugantes usaram

-se placas com EMB adicionado de canamicina (20 µg/ml) e rifa 

micina (150 µg/ml). 

Para comprovaçao da motilidade e dos modelos 

de resistência transferidos para a receptora,repicpvam-se 16 

colônias das placas seletoras correspondentes a cada cruzame� 

to para tubos contendo caldo triptonado. Após incubação por 

18 a 24 horas inoculavam-se essas culturas, com o auxílio de 

uma multi-alça, em placas com meio triptonado semi-s6lido o.��

para comprovação dos padrões de movimento e em placas com EMB,

adicionado de cada droga antimicrobiana envolvida,para compr� 

vaçao dos modelos de resistência transferidos para a recept� 

ra. 
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5. RESULTADOS

5.1. Mutantes para motilidade e transconjugantes

Os mutantes sem motilidade assim como aqueles 

de maior motilidade foram obtidos a partir de linhagens de 

E. eoU usadas anteriormente (CHARTONE-SOUZA, 1975). A Figu

ra la. b e c mostra a sequência final de obtenção desses mu

tantes. 

Como se observa na Tabela 2, o diâmetro do ha-

lo circular de movimento (quimiotaxia) da linhagem BH 100 

"cresce" cerca de 13 mm por hora. nas condiç5es do experimen

to. A partir dela obteve-se a linhagem BH 100.1, sem motili

dade, que se apresentou estável quando estriada em meio se

mi-sólido. 

A partir da· E. c.o.lll K12 712 R cujo diâmetro 

do halo de movimento "crescia" 8 mm/hora, obtiveram-se os mu-

tantes K12.l que crescia 11 mm/hora e K12.2 sem motilidade, 

conforme Tabela 2. Os mutantes K12.3,l cujo diâmetro do halo 

crescia 11 mm/hora e K12.3,2, sem motilidade, foram obtidos a 

partir da linhagem K12,3 de 8 mm/hora. 

Houve necessidade de maior numero de repiques 

sucessivos ({tem 4.2.1.1.) para a obtenção dos mutantes sem 
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motilidade da E. eoU K12 do que para a E. eoli 100. 

Todos os mutantes tiveram sua motilidade confir 

mada ao microscópio através do uso da técnica da gota penden

te. 

O plasmídio R da E. coU BH 100 foi transferi

do. por conjugação. para as linhagens receptoras K12. l e K12. 2 • 

. Portanto essas linhagens tiveram seus tipos de reação sexual 

alterados. passando de receptoras para doadoras de plasmÍdio. 

Esses transconjugantes foram designados E. eoli K 12 .1.1. e

K12.2.1. 

Tabela 2 - Diâmetro dos halos de movimento das linhagens de 

E. coli antes e após a obtenção de mutantes 

motilidade. 

Aumento dos diâmetros dos halos (mm/hora) 

Linhagens originais Mutantes 

BH 100 13.0 BH 100.l º · º

K12 . 1 11.0 
s.o

K12 � 2 º · º 

K12 .s. 1 11.0 
K12 . a s.o

K12 .a.2 º · º

Hfr C 10.0 -.!/ -

W 1177/6 s.o 

l/ • .  d d d - Ausenc1a e a os.

para 
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e 

Figura 1 - Fases finais da obtenção de mutantes para motilidade em E. caU. 
a) 17 amostras móveis. incluindo o controle; b) 16 amostras mó�
veis.incluindo o controle, e um mutante sem motilidade; e) mutan
te sem motilidade (à direita) e mutante de maior motilidade (a
esquerda).
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5.2. Interação entre linhagens de E. eoti doado�as e re

ceptoras em meio semi-sõlido 

Quando se inocularam culturas m óveis de uma 

mesma linhagem.isto é. doadora ou receptora.em dois pontos de 

uma mesma placa. as figuras formadas após o encontro dos halos de 

movimento. apresentaram-se simétricas. As seguintes Figuras ilus 

tram esse fato: 2a ( interação dos halos da<linhagem· K 12 . 1 � 1); 

3a (Hfr C); 3b (W 1177/6), 4a (BH 100) i 4b (K12•1 h 4d (Hfr C)z 

4e (W 1177/6); Sa (BH 100).:: Sb CK12•3•1 h Sd CK12•1•1h Se CK12.1l.

Quando as cu lturas inoculadas eram de tipos de 

reaçao sexual opostos, isto é. doadoras e receptoras. as fig� 

ras formadas após o encontro dos halos foram sistematicamente assi 

métricas. As figuras abaixo mencionadas mostram algumas das 

interações encontradas: 2b, 2c. 3c, 4c. 4f. Se, Sf e 6. 

A formação de figura ou interação assimétrica 

foi observada tanto entre linhagens isoginicas como não isog� 

nicas. A Figura 6 (a,b,c.d.e,f) mostra fases sucessivas de formação 

de banda q uimiotáctica. Observa-se que após o encontro dos halos ex 

ternos (19 halo) das linhagens K12.1.1 e K12.s.1 esboça-se a 

formação de uma banda na região central da linha de contato entre 

os dois. Enquanto isso está ocorrendo, o halo interno ( segundo ha-

lo) também emite uma banda. Es t a  se so lda com a primeira cons 

tituindo a partir daí.uma grande banda que se dirige ao local de 

maior concentração das cé lu las receptoras. A Figura 2(b.c) tam

bém i lustra as fases mais adiantadas desse acontecimento. No

ta-se que os halos externos se tocam. mas permanecem bem delimitados. 

A Figura 3c evidencia a interação assimétrica en 

tre as linhagens Hfr C e W 1177/6. O bserva-se.neste caso. que 

o ha lo ex terno da linhagem doadora parece penetrar na regi ão
de crescimento da linhagem receptora. Nas F iguras 3 ( a,b) percebe-se 
o aspecto simétrico já mencionado anteriormente. As diversas
combinações ou interações simétricas e assimétricas encontram-se
na Tabela 3.
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a 

b e 

Figura 2 - Interações quimiotácticas entre linhagens de E. eoli do mesmo ti 
po de reação sexual e de tipos de reação sexual opostos. a) inte 
ração entre K12.1.1 e K12,1.1; b, e) fases sucessivas da forma� 
ção de banda quimiotáctica pela linhagem K 12,1.1 na interação en 
tre K 1 2. 1 • 1 e K 12 • 3 ,1 ,



a 

c 
Hfr x F 
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Figura 3 - Interações quimiotácticas entre linhagem de E. eoü do mesmo ti 
pode reação sexual e de tipos de reação sexual opostos. a) Hfr( 
com HfrC; b) Wll77/6 F- com Wll77/6 F-; c) HfrC com Wll77/6 F-. 
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a d 

BH roo x BH 100 Hfr C X Hfr C 

b e 

K12-1 X K12.1 W 1177/6 X W 1177/6 

e f 

BH 100 x K12.1 Hfr e x  w 1177/6 

Figura -4 - Interações simétricas entre linhagens do mesmo tipo de reação se 
xual (a, b, d, e) e interações assimétricas entre linhagens de ti 
pos de reação sexual opostos (e, f). 



a 

BH 100 x BH 100 

b 

K12o3ol X K12o3o1 

c 

BH 100 x K12.3 .1
,. 

d 

K12.i.i X K12.io1 

f 

K12.•1.1 X K12.1 

• 6 1 •

Figura 5 - Interações simétricas entre linhagens de E. eoli do mesmo tipo de 
reação sexual (a. b. d, e) e interações assimétricas entre linha 
gens de tipos de reação sexual opostos (c. f). 
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0 
a d 

K12.i.i X K12-3-1 

b e 

e 

K12.�.1 X K12.3. 1 

Interação assimétrica entre E. QOU K12-1•1 (doadora) e K12.3.1(re 

ceptora). a) encontro dos halos externos das duas linhagens (b, e, 
d, e, f) estágios sucessivos da formação de banda quimiotáctica 
pela linhagem doadora. 
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Tabela 3 - Interações das linhagens de  E. coli doadoras e receE 

toras em placa c om m e i o  semi-sóli do. 

Linhagens BH 100 
::, 

K12.1177/6 

BH 100 1/ o 2/
(doadora) 

+ + o 

K12.io1 
+ + o o ( doadora) 

K12. l 
+ + o o (receptora) 

K12.3.1 
+ + o o (receptora) 

K12.1177/6 o o (receptora) o o � + 

K1zHfr e
o o o o + 

(doadora) 

li Os sinais - e + si gnificam. respectivamente. interação simétrica e inte 

ração assimétrica. 

2/ o �  ausência de dados. 
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5.3. Diâmetro dos halos quimiotãcticos formados em placas 

com filtrados diluídos em meio semi-sõlido 

Filtrados, aquecidos e nao aquecidos. das li

nhagens de E. eoli BH 100. K12.1 e K 12.i.1 foram diluidos em

meio triptonado semi-sólido. Os diâmetros dos halos quimi� 

tácticos das linhagens BM--!lQQ;,_9 K estão discriminados na Ta 
1 2 • 1 

bela 4.

Na Tabela 5 encontram-se os valores dos diâme 

tros dos halos de quimiotaxia da linhagem BH 100 frente aos 

filtrados das linhagens BH 100, K12.1 e K12.i.1• diluidos em 

meio mínimo semi-sólido de sais e glicerol. 

5.4. Resultados decorrentes da aplicação do método quanti

tativo de PFEFFER 

D numero médio de células de E. eoU doadoras 

e receptoras de plasmÍdios R encontrado no interior de micro

pipetas. após o uso do método quantitativo de PFEFFER. encon

tra-se na Tabela 6. 

Dados anteriores. obtidos nas mesmas condições 

do presente experimento. mostraram que o número médio de célu 

las das linhagens BH 100, K12 .1 e K12.1•1 no interior das mi

cropipetas preenchidas com solução s•l�na-: v�riava de 

1 a 1, 5 X 10 3• 
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Tabela 4 - Diâmetro dos halos de quimiotaxia das linhagens de 

E. eoli BH 100 e K12.1 frente aos filtrados, aque

cidos e não aquecidos, daé. b�ltut�s a� BH 100,

K12.1 e K12.1•1 diluídos em meio triptonado semi

-sólido.

Linhagens 
inoculadas 

BH 100 

Filtrados 
das linhagens 

1/ 

BH 100 
K 1 2. 1 
K12.1.1 

BH 100 
K l 2 • l

K12.1.1 

Diâmetro dos halos (mm) 

Sem aquecimento 

37 
44 
41 
46 

26 

30 
28 
33 

com aquecimento 

49 

44 

52 

35 
35 
38 

!
1

Meio triptonado semi-sólido sem adição de filtrado.

Tabela 5 - Diâmetro dos halos de quimiotaxia da E. eoli BH 100 

Linhagem 
inoculada 

BH 100 

frente aos filtrados. aquecidos e nao aquecidos. 

das culturas de BH 100, K12.1 e K12.1.1 diluídos 

em meio semi-sólido de sais e glicerol. 

Filtrados 
das linhagens 

li 
--

BH 100 
K 12. 1 
K12.1.1 

Diâmetro dos halos (mm) 

Sem aquecimento 

8 

17 
23 
27 

Com aquecimento 

22 

21 
22 

!
1Meio semi-sólido de sais e glicerol sem adição de filtra

do.
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Tabela 6 - Número de células de E. coU doadoras e receptoras 

de plasmidio R encontradas no interior de micropi

petas após o uso do método quantitativo de PFEFFER 

(ADLER
J 

1969 e 1973). 

Culturas em 
1/suspensa□-

BH 100 

K12. 1 

Filtrados 
culturas 

K 1 2. 1 

BH 100 

K12. 1.1 

BH 100 

K12.1 

K12.1.1 

BH 100 

das N9 de células nas 

i . t 21m cropipe as-

8,0 X 10
4 

4.1 X 10
4 

3.8 X 10
4 

8,0 X 10
4 

8.2 x 10
4 

5.0 X 10
4 

3,1 X 10
4 

3.1 X 10 4 

4.0 X 10
4 

�1As concentrações de células nas suspensões variaram de

7 a 9 x 10
7 células/ml. 

2/ - Os valores representam a média de tris repetições. 
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5.5. Estudo de quimiotaxia pelo mitodo da conjugação 

Nas Tabelas 7. 8, 9, 10 e Figuras 7 e 8 estão 

os resultados obtidos através dos cruzamentos 

de E. coti doadoras. BH 100 e 100.1, com as 

K12.1 e K12. 3.l• Esses cruzamentos constituem 

grupo estabelecido no item 4.2.2.5. 

das linhagens 

receptoras, 

o primeiro 

Tabela 7 e Figura 7: os cruzamentos cujos re

sultados estão na Tabela 7 e Figura 7 foram realizados simul

taneamente em caldo triptonado e em meio triptonado semi-só

lido 0,2%. Além disso. em cada um desses meios as culturas 

mistas foram usadas sem diluir e diluidas 100 vezes. Essas di 

luições foram efetuadas no "tempo zero de incubaçãoª . Nos p� 

rfodos de uma, 6 e 18 horas de incubação retiraram-se amos-

tras das culturas mistas para contagem de células. Na · Figu 
·. -

r� i encontra-se o número de transconjugantes obtidos nos pe

ríodos de uma e 6 horas de incubação. Considerou-se o numero 

de transconjugantes por 0,1 ml. e não por 1 ml, para evitar 

d i s t o r ç ão n os r e s u 1 t a d os • O s d a d os d a Ta b e 1 a 7 e F i g u r a 7 são 

de um só experimento embora duas outras repetições tenham mos 

trado resultados proporcionais. 

Tabela 8: Os resultados observados na Tabelé 2· 

correspondem aos mes�o� :cru�amentos cujos resultados constam 

da Tabela 7. Entretanto. as amostras das culturas mistas fo

ram retiradas nos períodos de uma, 3 e 6 horas de incubação. 

Observa-se que as concentrações de células par·entais são infe 

riores aos dados da Tabela 7. 

Tabela 9 e Figura 8: A centrifugação das célu

las doadoras e receptoras. isoladamente, antes da realiza

çao dos cruzamentos, permitiu o uso de grandes concentrações 

de células parentais nas culturas mistas. Considerou-se o nú 

mero de transconjugantes por 0,1 ml afim de facilitar a comp� 
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raçao com os dados anteriores. Na Figura 8 consta o numero 

de transconjugantes nos períodos de uma e 3 horas de incuba

ção das culturas mistas. 

Tabela 10: Os resultados mostram maior concen 

tração de células parentais nas culturas mistas. do que no ex 

perimento precedente. Aqui também houve necessidade da cén

trifugação das culturas. antes de se procederem os cruzamen

tos. Duas séries de culturas mistas foram preparadas no iní

cio do experimento: uma sem ser diluída e outra diluída 100 

vezes. Observa-se uma queda nas concentraç6es das culturas 

mistas. não submetidas à diluição, quando se comparam os pe

ríodos de zero a uma hora de incubações. Essas concentrações 

voltam a crescer no final de 3 horas de incubação. 

Tabela 11: Os dados são decorrentes dos cruza

mentos de linhagens derivadas da E. c.oU K 12 doadoras e re

ceptoras de plasmÍdio R. Retiraram-se amostras das culturas 

mistas nos períodos de uma e 3 horas de incubação, para con

tagem dos transconjugantes. As concentrações parentais foram 

medidas nos períodos de zero e 3 horas·de incubação. 

me tabela. 

confor-
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Tabela 7 - N Úme ro de trans con jugant es obtido através do s cru-

zamento s  entre linha g ens de E. e.ou BH 100 e K1 2 

( +) ( - ) mo tili dade  (19 1/co m e se m expe riment o l-

Cultunas3/ N9 de transconjugantes/0,1 ml-�1 Concentração

Incuba- rnistas parental/ml 

çao ( BH 100 X K 12 ) Caldo triptonado meio semi-sólido (SD) 
(horas) 

so ió
- 2 

so 10-2

o X - 6,0 X 10
7 

X + 6,5 X 10
7 

+ X + 8,0 X 10
7 

+ X 
- 7,0 X 10

7 

1 X 
- o o o o 

X + 1 o o o 

+ X + 51 1 10 o 

+ X 
- 87 o 12 o 

6 X 
- 274 112 67 o 

X + 496 215 129 6 
+ X + 2080 594 360 24 
+ X 

- 2130 654 780 12 

18 X 
- 605 780 1850 2180 3,5 X 10

8 

X + 3100 3180 850 4210 4,0 X 10
8 

+ X + 3210 4100 880 4380 2,3 X 10
ª 

+ X 
- 3140 3910 1960 3510 3,6 X 10

ª 

1/ - Dados do 19 grupo de cruzamentos. conforme item 3.2.2.5. 

2/ - As culturas mistas fo ram preparadas em caldo triptonado e meio semi-
-sólido. Em ambos os meios foram usadas com diluição a 10-2 .no tem-
po zero, e sem diluição (SO).

3/ - Considerou-se o numero de transconjugantes/0,1 ml p�ra torcer os  re-
sultados. 
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1 2 3 4 

a - Uma hora de incubação da cultura mista 

1 2 

� cruzamento em caldo 

� cruzamento em meio semi-sólido 

□ 

D 

culturas mistas sem diluição 

culturas mistas diluidas 100 
vezes 

3 4 

b - 6 horas de incubação da cultura mista 

Figura 7 - Número de transconjugantes originado dos cruzamentos entre linha 
gens de E. coli BH 100 e E. coli K 12 com(+) e sem (-) motilidade 
(l=BHlOO+x K12-; 2=BH100+x K12+; 3=BH100-x K12T; 4=8Hl00-x K12-), 
realizados em caldo e meio semi-s6lido, sem diluição das culturas 
mistas e diluidas 100 vezes, com uma e 6 horas de incubação •. (Da 
dos parciais da Tabela 7). 
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Tabêla 8 ,.. N Úmero de transconjugantes obtido através dos cru-

zamentos entre linhagens de E. c.oti BH 100 e K12

com ( +) e sem ( - ) motilidade (29 experimento).!/.

Incubação Cruzamentos N9 de, .. trans:cor:i:j.u.,.: ·· Concentração 
(horas) (BH 100 x K12) gantes/0,1 ml parental/ml 

o X 1.2 X 107

X + LO X 107

+ X + 1.2 X 107

+ X 1.0 X 107

1 X 1 1. 9 X 107

X + o 1.8 X 10 7 

+ X + 11 1.7 X 107

+ X 24 1. 5 X 107

3 X 110 
X + 210 

+ X + 2100 
·+ X 1600 

6 X 318 1,9 X 10 8 

X + 803 1.3 X 10 8 

+ X + 3800 4,0 X 10 8 

+ X 1950 1.2 X 10 8 

_!/□adas do 19 grupo de cruzamentos(realizados em caldo) 
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Tabela 9 - Número de transconjugantes obtido através de cru

zamentos entre linhagens de E. coU BH 100 e K 12 

com(+) e sem (-) motilidade (39 experimento).l/ 

Incubação 
(horas) 

o 

1 

3 

Cruzamentos: 
(BH 100 x K 1 2) 

X 

X + 

+ X + 

+ X 

X 

X + 

+ X + 

+ X 

X 

X + 
+ X + 
+ X 

N9 de transcon
jugantes/0, l ml 

62 
67 
72 
66 

261 

360 

700 
326 

Concentração.�./ 
parental/ml 

2,5 X 10
8 

2,1 X 10 8 

2,3 X 10 8 

2,6 X 10 8 

2.8 X 10 8 

2,7 X 10 8 

3.4 X 10 8 

3,7 X 10 8 

!
1
□ados do 1 9 grupo de cruzamento (realizados em cald6).

2/ - As culturas parentais foram isoladamente centrifugadas
a 8000 rpm. durante 10 minutos. para .. QUÉF'ât:l,ngissem 
maiores concentrações celulares nos cruzamentos, 
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b) 3 horas de incubação da cultura mista·

Figura 8 - Número de transconjugante originado dos cruzamentos de linhagens 
de E. eoU BH 100 e E. eoU K12 com(+) e sem(-) motilidade 

( l=BH lOO+x K12-; 2=BH lOO+x K12+; 3=BH 100-x K12+; 4=BH 100 - x 
K12-)# com uma e 3 horas de incubação.(Dados parciais da Tabela 
9). 
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T abela 10  - Número d e  transconjugantes obtido através dos cru 

zamentos entre linh agens de E. e.ou BH 100 e K12

com ( + ) e s em ( - ) motilidade  ( 49 . t ) 1/exp erimen o .-

Culturas li Sem diluição Diluídas 100 vezes Incuba- mistas 
çao Transcon- Concentra- Transcon- Concentra-(horas) (BH 100 x K12l jugantes/ çao paren- jugantes/ ção paren-

O, 1 ml tal/ml 0,1 ml tal/ml 

o -

X - 1,7 X 109,,

-

X + 1.0 X 109

+ X + 3,0 X 109

+ X - 2.2 X 10
9 

1 -

X
- 71 8,0 X 10ª 190 3,6 X 107 

X + 125 9,0 X 10ª 250 4,0 X 107 

+ X + 254 a.o X 10ª 295 5,0 X 10'
+ X - 140 s.o X 10ª 110 4,4 X 107

3 X 
- 340 1,5 X 109 750 5,0 X 10' 

X + 910 2,�. X 109 730 6.7 X 107 
+ X + 211 2,3 X 10 9 720 6,0 X 10

7 

+ X 
- 750 1,7 X 109 550 7,3 x· 10

7 

.!!'□adas do 19 grupo de cruzamentos(realizados em caldo). 

:?:/As culturas parentais foram isoladamente centrifugadas a 8000 rpm, 
durante 10 minutos, antes de se procederem os cruzamentos em cal
do. 



.75. 

Tabe la 11 - Número de transconjugantes obtido através de cru

zamentos entre linhagens com(+) e sem(-) moti li 

d ade. de E. c.ol.l K 12 doadoras e recaptaras de plâ�. 

mi dia R. 

In cubação 
(horas) 

o 

1 

3 

Cruzamentos.¼/ 
.K].2 x·K1i ... 

(doa- · (recep-
dora) tora) 

X 

X + 

+ X + 

+ X 

X 

X + 

+ X + 

+ X 

X 

X + 

+ X + 

+ X 

N�- de trans
c onj ugantes/ 

0,1 ml 

1 

o 

8 

6 

o 

o 

2 
4 

Con centração 
parenta l /ml 

3,5 X 107

7,0 X 107 

6,0 X 107

4,5 X 107

LO X 10 8

2,0 X 108

1,5 X 108

1, 0 X 10 8

1/ Dados do 29 grupo de cruzamentos. conforme ítem 4.2.2.5.
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6. DISCUSS�O C .

6.1. Obtenção de mutantes para motilidade e de transcon

jugantes 

Os mutantes para motilidade foram essenciais 

ao desenvolvimento deste trabalho. IINO e ENOMOTO (1971) con-

sideraram o método da placa adequado tanto para a obtenção 

dos mutantes como para a comparação entre motilidade de dife

rentes linhagens. através da medida dos halos de ., mOvimanto

( swarms). 

Obtiveram-se mutantes sem motilidade a partir 

das linhagens móveis de E. c.oli BH 100. K12 712R e

Além disso. houve necessidade da obtenção de mutantes de maior 

motilidade a partir das linhagens móveis de E. c.oli K12 cita

das acima, de tal modo que se aproximassem mais do padrão da 

E. c.oU.BH 100. que apresenta deslocamento.de 13 mm/hora. Es

se valor corresponde ao aumento do diâmetro do halo de movi

mento, por hora. em meio triptonado semi-sólido 0,3% (Tabela 

2). Os mutantes obtidos K12.1 e K12.3.1 atingiram a velocida 

de de 11 mm/hora. A partir daí nenhum incremento adicional 

foi observado. Talvez o método tenha sido inadequado pois sa 

be-se que em E. c.oll existem muitos genes envolvidos com a mo 

tilidade (SILVERMAN e SIMON3 1973 e 1977; IIN03 1977). 
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Não foi possível estabelecer comparaçao dos da 

dos aqui obtidos com outros da literatura, devido as varia

çoes nas condições de estudo. Por exemplo, FRERE (1977) men

cionou que uma célula de E. coU pode atingir na água a velo-

cidade de 20 µm por segundo. A motilidade considerada por e� 

se autor é celular e o meio e constituído pela água. No pre

sente trabalho a motilidade ;é clonal e o meio usado era se-

mi-sólido adicionado de triptona. Deve ser lembrado ainda 

que os mutantes móveis obtidos pelo método da placa possuem 

obrigatoriamente quimiotaxia positiva para substâncias metabo 

lizáveis (ADLER, 1966b). Em outras palavras. culturas bacte 

rianas constituidas por células comprovadamente móveis em meio 

liquido, só formam halos de movimento no meio semi-sólido se 

for adicionada a ele uma substância atraente metabolizável. 

Após a adição desse atraente forma-se o gradiente indispensá-

vel ao deslocamento celular. Assim sendo, bactérias que nao 

formam halos de movimento no meio semi-sólido adicionado de 

nutrientes não são obrigatoriamente �mutantes sem motilidade�. 

podendo tratar-se de mutantes q uimi otácti cos ·,genêtali\zados

(.4RMSTRONG e coZ • ., 1967), ou mesmo específicos (HAZELBAUER e

coZ., 1969). Outro inconveniente que pode surgir do emprego 

do método da placa é a obtenção de mutantes com maior ou me

nor taxa de divisão celular, ao invés de mutante de maior ou 

menor motilidade. Co nsi de ran do as razões apresentadas. mut ª.!!. 

tes obtidos pelo método da placa devem ser caracterizados por 

outros processos. como por exemplo, pela observação microscó

pica através da .gota pendente. como aconteceu no presente tr� 

balho. Por essa técnica �bse�V�Fse que as culturas constitui 

das por células imóveis apresentam apenas movimento Browniano. 

enquanto as células móveis mostram agitação característica e 

deslocamentos rápidos. Esse método permite distinguir, gros

seiramente. linhagens de diferentes motilidades. 

Apesar do uso do método da placa não permitir 
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a distinção imediata entre mutantes para motilidade e quimio

t�cticos. todos os mutantes obtidos no presente trabalho eata 

vam relacionados com motilidade, como foi observado. ao mi

croscópio. Outros métodos indicados por IINO e ENOMOT0(1971) 

também se prestam à obtenção desses mutantes. Um deles requer 

"fago flagelo-m6vel-específico". para obtenção . 1 de mutantes 

imóveis. Num outro método faz-se uso de anti�aoro H. Esse mé 

todo permite a obtenção de mutantes móveis a partir de linha

gem que possui movimento mas. que não apresenta antígenos fla 

�elares homólogos. 

Existem dezenas de trabalhos descrevendo méto

dos para se medir com segurança a motilidade bacteriana.cita� 

do-se entrs outros SHOESMITH (1960)3 ADLER e DHAL (1967) 3 SE

GEL e aoZ. (1977) e ARMITAGE e aol. (1977). Entretanto, o m� 

todo da gota pendente atendeu às necessidades do presente tra 

balho que dependia apenas de dados comparativos. Cuidados es

peciais tiveram de ser tomados ao se usarem os mutantes men

cionados devido à presença de possíveis revertentes, ou se

jam: comprovaç;o dos padrões de m�tilidade desses mutantes an 

tes. durante e após alguns ensaios; estocagem dos mutantes sem 

motilidade em meio que continha 1,5% ou mais de ágar,para nao 

permitir que possíveis revertentes fossem selecionados. Ou

tras precauções foram tomadas ao se considerar que a motilid� 

de é extremamente afetada por fatores do meio ambiente, tais 

como viscosidade, temperatura, pH e nutrientes (ADLER e TEM

PLETON3 1967; IINO e ENOMOT0
3 

1971; SCHNEIDER e DOETSH3
1977). 

Além desses fatores. outros são citados na literatura. Assim. 

observou-se que um.plasmÍdio R foi capaz de inibir a motilid� 

de de uma linhagem de E. coU (BOHLIN e BURMAN3 1977) enquan

to outro aumentou a motilidade de P�o�eu� (HESSLEWOOD e SMITH3

1974). Observou-se ainda, a influência de algumas drogas an

timicrobianas, como canamicina e hetacilina, que diminuiram a 

motilidade (ou quimiotaxia) da E. eoli BH 100, em meio tript� 
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nado semi-sólido (CHART0NE-SOUZA
.., 

nao pubZioado). 

Finalmente. deve ser relatado que durante a 

obtenção dos mutantes com e sem motilidade encontraram-se no 

estoque da cultura da E. c.ol� K12 712R duas populações de ce

lulas; uma apresentando motilidade maior (8 mm/hora) e outra 

menor (3 mm/hora). quando incubadas em meio triptonado semi

-sólida. As duas populações mantiveram-se durante o cresci

mento em meio líquido. 

Após a obtenção de linhagens K12.1 e K12.2,re� 

pectivamente com e sem motilidade, essas foram cruzadas com a 

E. c.oli BH 100 doadora de plasmídio R. Com isso obtiveram-se

quatro linhagens,todas derivadas da E. c.oU K12 712R; duas doa

doras CK12.1.1 e K12.2.1 ) e duas receptoras CK12.3.l e K12.3.2)

com e sem motilidade. respectivamente. Essas linhagens foram 

essenciais para a investigação da quimiotaxia pelo método da 

conjugação. 

Após essa discussão conclui-se que o método da 

placa. com meio triptonado semi-sólido, prestou-se para a 

obtenção dos mutantes sem motilidade e com maior motilidade. 

Na obtenção de linhagens K12. 1 e K12.3.1 o aumento da motili

dade foi limitado não ultrapassando certa velocidade. As li

nhagens receptoras de plasmídio R foram convertidas em doado 

ras, através da conjugação com a E. c.oli BH 100. 

6.2. Interações quimiotãcticas entre linhagens de E. c.oU 

com tipos de reação sexual opostos, em meio triptona

do serni-sÕlido 

Os resultados das pesquisas sobre interações en 

tre linhagens de E. c.oli de.tipos de reação sexual opostos, em 
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meio triptonado semi-sólido, serao aqui discutidos de uma ma

neira global, tendo em vista a presença de uniformidade entre 

dois grupos de dados obtidos. conforme pode ser observado nas 

Figuras e Tabelas apresentadas. Os resultados permitem deli 

near dois modelos de interações: um simétrico, próprio das i� 

terações entre linhagens do mesmo tipo de reação sexual e ou

tro assimétrico característica das interações entre linhagens 

de tipos de reação sexual opostos. 

Apenas um trabalho, o de BEZDEK e SOSKA(1972) 3

trata dessas interações quimiotácticas. Os resultados obti

dos por esses autores serão discutidos adiante. 

ADLER (1966a) observou que células de linha

gens móveis de E. coli p depositadas sobre meio triptonado se

mi-sólido, formavam três ou mais halos de movimento. Cada ha

lo continha células de diferentes regimes metabólicos. Obser

vou-se que cada um deles se originava de células do depósito. 

Em algumas linhagens foi observado, através do uso de aminoá

cidos marcados com carbono 14, que o primeiro halo formado 

consumia mais de 99% da serina e, de 90 a 95% do oxigênio di� 

ponível. Esse halo caminhava por toda a espessura do meio. 

O segundo halo encontrava condições já alteradas e caminhava 

na superfície do meio, onde existia oxigênio disponível. Esse 

halo consumia 90% do ácido aspártico, um aminoácido que so 

pode ser usado aerobicamente. O terceiro halo caminhava sob 

o meio e consumia anaerobicamente mais de 99% de treonina. Ou

tros cinco aminoácidos oxidáveis, praticamente. não foram us�

dos. Quando duas suspensões da mesma linhagem foram deposi

tadas em dois locais de uma mesma placa os halos corresponde�

tas de cada depósito paravam de crescer ao se encontrarem,pr�

vavelmente devido à ausência de algum aminoácido na área já

ocupada pelos outros.

No presente trabalho. os mesmos resultados fo-
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ram obtidos quando se inocularam suspensoes de células móveis 

de E. coU, de mesmo tipo de reação sexual, em dois pontos de 

uma mesma placa com meio triptonado semi-sólido. As figuras 

formadas pelas duas suspensões, após o encontro dos respect! 

vos halos, apresentaram-se �imétricas em todos �csG��iatãgios 

observados, conforme atestam as Figuras 2 (a,b,c,d,e), 5(a,b) 

e 6(a.b). Entretanto, quando as culturas inoculadas eram de 

tipos de reação sexual opostos. isto é, doadoras e receptoras 

de plasmidio R, as figuras formadas após o encontro dos halos 

das duas linhagens apresentavam acentuada assimetria. Essa as 

simetria se manifestava através da formação de bandas quimi� 

tãcticas pelas linhagens doadoras. Essas bandas eram formadas 

pelas linhagens doadoras e se dirigiam para os locais de maio 

res concentrações celulares das linhagens receptoras. Outro 

fato interessante e que elas se formavam, principalmente, a 

partir da periferia do segundo halo da linhagem doadora mas 

só iniciavam sua formação após o encontro dos halos externos 

das duas linhagens. O halo externo apenas esboçava o início 

da formação da banda. A necessidade do encontro dos primei

ros halos (externos) para dar início à formação de bandas qui

miotãcticas leva a se pensar no envolvimento de um possível 

mecanismo indutivo em sua formação. A Figura 6 (a,b,c,d. e f) 

mostra a sequência de formação de uma banda quimiotáctica na 

interação das linhagens K12.1•1(doadora) e K12.3.1 (recepto

ra). As fotografias correspondentes à Figura 2 (b,c) também 

ilustram esse fato. O mesmo tipo de interação foi observado 

entre as linhagens E. c.oli K 1 2• 1. 1 e K 12• 1 conforme figura 5f. 

Deve ser lembrado que as linhagens K 1 2. 1 . 1 e Kii.i são iso

gênicas, o que valoriza os dados encontrados. Em adição deve 

ser mencionado que essas bandas quimiotácticas estavam também 

presentes nas interações entre a linhagem doadora E.e.o.li.. BH 100 

e as receptoras K 1 2. 1 e K12.3• 1 • Embora a forma apresentada 

pela banda da E. c.ol,i, BH  10 0 não fosse a mesma da banda cons

tituida pela linhagem K 1 2.1•1• ela também originava-se prin-
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ciralmente do segundo halo da linhagem doadora e caminhava em 

direção da maior concentração de células da receptora. fundin 

do-se com o segundo halo formado por essa última linhagem. A 

Figura Se mostra. além disso. que o terceiro halo da linhagem 

BH 100 também emite uma banda. Essa também caminhava em dire 

ção à receptora. 

Os mesmos ensaios realizados com linhagens do� 

doras e receptoras de plasmidio R, cujos resultados jâ foram 

discutidos parcialmente, foram também realizados com as linha 

gens E. eoU Hfr C e \tJ 1177/6 (receptora). Os resultados fo

ram semelhantes aos descritos anteriormente quanto à simetria 

e assimetria encontradas, mas durante a formação da banda qui 

miotáctica era o halo externo (1 9 halo) da doadora que se de

formava e parecia invadir os domínios da linhagem receptora. 

As Figuras 3c e 4f ilustram esse fato. 

Os resultados obtidos com as linhagens nao iso 

gênicas E. eoii Hfr C e W 1177/6 são semelhantes aos relata

dos por BEZDEK e SOSKA (1972) que trabalharam apenas com li

nhagens não isogênicas de Saimoneila �yphimWl.ium. Entretanto. 

esses pesquisadores observaram que mesmo antes do encontro dos 

halos formados pelas duas linhagens, as células Hfr moviam ra 

pidamente formando uma banda que se dirigia, preferencialmen

te, para o ponto em que as células receptoras estavam mais co� 

centradas. Observaram ainda que -�se fen6meno não ocorria em 

meio pobre de aminoácidos. Para explicar a presença de atra 

ção os autores sugeriram duas possibilidades: 1) linhagens Hfr 

poderiam usar certos produtos atraentes da linhagem F-,sem n� 

nhuma implicação com o tipo de reação sexual; 2) as linhagens 

F produziriamuum.::atraente: que seria reconhecido especificame� 

te pelas linhagens Hfr. Pela primeira hipótese, o efeito po

deria depender das diferentes linhagens de Hfr e F usadas. 

Para explicar a presença de bandas quimiotáct! 

cas observadas no presente trabalho as mesmas possibilidades 
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sugeridas por BEZDEK e SOSKA (1972) poderiam ser aventadas. 

Entretanto, considerando-se que em parte deste trabalho foram 

usadas linhagens isogênicas de E. eoU K 12 , maior ênfase pod� 

ria ser dada à segunda hipótese. uma vez que a diferença en

tre elas era dada apenas pela presença do plasmídio R. Assim, 

parece que a linhagem receptora excretaria uma substância a

traente que se difundiria no meio. A linhagem doadora reco

nheceria essa sub s t ân ci a através da presença de quimiorrecepto

res específicos e se locomoveria na direção do gradiente de 

maior concentração dessa-- substância, que deve corresponder ao 

local do inóculo ou depósito da linhagem receptora. 

Foi mencionado, ao se fazer uso das linhagens 

de E. eol� portadoras de plasmídio R durante os ensaios de in 

teração entre linhagens doadoras e receptoras, que as bandas 

quimiotácticas se originavam principalmente do segundo halo 

da cultura doadora e só se esboçavam no halo mais externo (1 9 

halo). Nas linhagens de E. coli estudadas por ADLER (1966a)3

o segundo halo descrito era constituído por células que meta 

balizavam cerca de 90% do ácido aspártico. Estaria esse ami

noácido implicado na formação da banda quimiotáctica mencio

nada?

Para justificar a formação dessas bandas qui

miotácticas, preferencialmente, a partir do segundo halo da 

linhagem doadora de plasmídio R,poderia ser sugerida a segui� 

te hipótese: o segundo halo (e aqueles mais internos) deve ser 

constituído por maior número de células com pili do que o ha-

lo externo. Essa possibilidade é justificável porque sabe-se 

que os plasmídios R são encontrados normalmente no estado re-

primido e assim só parte da população celular possui pilus 

(SANDERSON
3 

19'14). Isso poderia acontecer porque a maior PªE. 

te do oxigênio foi consumido durante a formação do halo exter 

no (ADLER3 1966a) e em ambientes pobres de oxigênio há maior 
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formação de pili (CURTIS III, 1969). Células com pili devem 

encontrar maior dificuldade para se locomoverem em meio se

mi-sólido e assim se concentrariam no 2 9 halo e naqueles mais 

internos. Como se sabe. essas estruturas sao inertes e va

rias vezes maiores do que o corpo celular (BRINTON� 1965). Fi

nalmente. se o plasmÍdio R no estado desreprimido é capaz de 

sintetizar pilus (SANDERSON, 1974), é razoável supor que ele 

possa também sintetizar um quimiorreceptor hipotético que re

conheceria uma substância excretada pela linhagem receptora. 

Por outro lado. a formação de bandas quimiotácticas apenas se 

esboça no halo externo porque ele seria constituido. em maior 

parte. por células desprovidas de pili. portanto com o plas

midio R reprimido. Como se sabe, o pilus é essencial para a 

conjugação. não se formando pares específicos na ausência de

le!:l (BRINTON, 196 5 ). 

O maior acúmulo de células com pilus no halo 

interno, quando comparadas com o halo externo. poderia também 

ser justificado apenas pela maior velocidade de locomoção das 

células sem pilus, sem a necessidade do envolvimento do am

biente anaeróbico acima mencionado. Por outro lado, sabe-se 

que o plasmídio F é  encontrado normalmente desreprimido. As

sim. toda ou quase toda a população de células de uma linha 

gem portadora desse plasmídio possui pilus (SANDERSON, 1974; 

MITSUHASHI e coZ.,1976). Diante desses dados. a hipótese su

gerida anteriormente poderia também explicar a formação de ban 

das quimiotácticas a partir do halo externo (primeiro halo) 

nas interações entre linhagens de E. eoU Hfr e F-.obtidas no

presente trabalho. e aquelas observadas por BEZDEK e SOSKA 

(1972) nas linhagens Hfr e F de Sa.lmonella .typh.imu.Jl..ium. A fo_!: 

mação das bandas. a partir do halo externo. torna-se-ia possí 

vel porque as células constituintes estariam aptas a perceber 

a presença da substância excretada pela linhagem F 

DUNNY e coZ. (1978) obtiveram dado interessan 
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te trabalhando com St�eptococcu� óaecali�. Eles descobriram 

um agente excretado pela célula receptora. que possuia a cap� 

cidade de aglutinar células portadoras de plasmÍdio conjugati 

vo. Denominaram de CIA essa substincia ("Clumping Inducing 

Agent"). Embora essa substância não seja um exemplo de um 

atraente representa de qualquer forma. uma descoberta impor

tante para o esclarecimento do processo conjugativo entre bacté 

rias. Na literatura existem diversos trabalhos realizados com 

E. coU, onde têm sido observados agregados celulares duran

te o fenômeno conjugativo. Entre esses citam-se (ACHTMAN,19?5;

ECKERSON e'REYNARD, 197?; ACHTMAN e COL., 1978). Substincia

semelhante à CIA poderá estar envolvida com a formação desses

agregados.

Para finalizar. deve ser mencionado que a pos

sível descoberta de quimiotaxia entre linhagens bacteriana� 

de tipos de reação sexual opostos nao evidencia uma exceção e 

sim uma regra. pois a presença de feromõnios sexuais está bem 

estabelecida em grande nGmero de espécies pertencentes tanto 

aos grupos inferiores quanto aos grupos superiores da escala 

evolutiva. como atestam. entre outros, RAWITSCHER-KUNKEL e 

MACHLIS (1962); MACHLIS (1966); LAW e REGNIER (19?1); HOUILLON 

(1972); SHORER (1976); K OGAN (1977)
0

: CRANDAL e col. (1977). 

Os resultados aqui discutidos. isto é. prese� 

ça de interações simétricas entre linhagens de mesmo tipo de 

reaçao sexual. e de interações assimétricas, com formação de 

bandas entre linhagens com tipos de reação sexual opostos. 

permitem sugerir que: 1) há indícios de que as células das li 

nhagens receptoras excretam uma substância atraente que é de

tectada especificamente pelas células das linhagens doadoras; 

2) as células da linhagem doadora ao reconhecerem essa subs

tância se locomovem através de seu gradiente, em direção ao 

local de maior concentração da célula receptora. 
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6.3. Uso de filtradós pelo método da diluição em placa e 

método quantitativo de PFEFFER 

Os diâmetros dos halos de quimiotaxia das li

nhagens BH 100 e K12.1 frente aos filtrados das culturas das 

linhagens BH 100, K12.1 e K12.1•1, diluidos em meio triptona

do semi-sólido, não mostraram diferenças no comportamento qui 

miotáctico (Tabela 4). Nos experimentos onde os filtrados nao 

foram submetidos ao aquecimento observou-se que a 1 linhagem 

BH 100 apresentou comportamento semelhante tanto frente ao seu 

próprio filtrado como frente aos filtrados das linhagens K12.1 

e K12.1.1- O mesmo fato aconteceu com a linhagem K12.1- Po

rém, quando se compara a ação dos diversos filtrados, perce

be-se que o filtrado da linhagem K 1 2.1. 1 possui um poder de 

atração ligeiramente superior aos dos outros filtrados. tanto 

para a linhagem BH 100 como para a E. eoU K12• 1 • Resultados 

semelhantes foram obtidos quando os filtrados foram submeti

dos ao aquecimento. Entretanto, quando se compara a ação dos 

filtrados aquecidos e não aquecidos nota-se que aqueles subm� 

tidos ao aquecimento possuem maior poder de atração para am

bas linhagens BH 100 e K12.1. Quando a linhagem BH 100 foi 

inoculada em meio semi-sólido de sais e glicerol adicionado3 

dos filtrados acima mencionados. nenhuma atração especial foi 

também evidenciada (Tabela 5). Nesse caso porém, filtrados 

submetidos ao aquecimento não aumentaram seu poder de atração 

para a linhagem BH 100. 

Através da análise dos dois ensaios (Tabelas 4 

e 5), observa-se que os filtrados adicionados tanto no meio 

triptonado semi-sólido, corno no meio semi-sólido de sais e gl!_ 

cerol, aumentam a velocidade de expressão dos halos quimio

tácticos, quando se compara com os controles constituidos pe

los meios de cultivo desprovidos de qualquer filtrado. Essa 

diferença é maior no ensaio onde se usou meio semi-sólido de 
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sais e glicerol, pois na placa controle praticamente nao hou

ve formação de halo quimiotáctico, uma vez que o glicerol não 

funciona como atraente embora seja metabolizado pela E. coU 

(ADLER e TEMPLETON3 1967); o valor mencionado de 8 mm corres 

ponde ao diâmetro do inóculo da linhagem BH 100. 

Através dos resultados obtidos e relacionados 

nas Tabelas 4 e 5, podem ser sugeridas quatro hipóteses: 1) o 

método não apresenta sensibilidade para a detecção de um pos

sível atraente sexual em E. coU, em virtude da interferência 

de outras substâncias metabolizávais contidas nos filtrados e 

possuidoras de maior poder di atração quimiotácticai 2) essa 

possível substância atraente pode estar presente e não ser d� 

tectada, por nao ser metabolizada pela E. coii, não levando 

então à formação do gradiente necessário à quimiotaxia (ADLER
3

1966b);3l a possível substância atraente pode ser induzível e 

assim não estaria presente, uma vez que os filtrados foram 

preparados a partir de culturas sem qualquer contato anterior 

com culturas do sexo oposto; 4) nao existe tal substância se

xo atraente nas linhagens de E. coU estudadas. 

Assim como foi observado nos dois ensaios pre

cedentes, onde foram usados filtrados, o método quantitativo 

de PFEFFER (ADLER, 1969 e 1973) também não evidenciou dife

renças quimiotácticas entre as linhagens de E. coU BH 100, 

K12.1 e K12.1.1 frente aos filtrados de cada uma delas (Tabe 

la 6). Quatro explicações poderiam ser propostas para os re

sultados obtidos, sendo que três delas já foram :;:menc:i:oriadas 

durante a discussão dos resultados anteriores, isto é, as que 

receberam os numeras 1, 3 e 4. A outra explicação par.a os re 

sul ta dos en centrados estaria relacionada com o erro té:cmico:, j é 

que o método é bastante exigente quanto ao controle de um nú

mero grande de variáveis. Por exemplo, foi usada micropipeta 

de 5 µl ao invés de l µl o que pode ter diminuído muito a 

eficiência do método (ADLER
3 1973). 
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6.4. Estudo de quimiotaxia através do numero de transconju 

gantes formado nos cruzamentos de E. c.ot.l com e sem 

motilidade 

A obtenção dos mutantes com e sem motilidade.a� 

sim como dos transconjugantes. no início deste trabalho, foi 

essencial ao desenvolvimento do ensaio cujos resultados serão 

agora discutidos. O "mjtodo da conjugação" foi usado como uma 

tentativa de evidenciar algum comportamento quimiotáctico, e� 

tre linhagens com tipos de reação opostos, em culturas mistas. 

O método fundamentou-se na frequência de transferência do plas

midio R. nos diversos cruzamentos realizados entre linhagens 

com e sem motilidade. Esse plasmidio foi escolhido para a 

realização deste experimento devido a rápida manifestação fe

notípica de alguns de seus marcadores genéticos (CURTISS III

e ao Z. 
3 

19 6 8) . 

A frequência de formação de transconjugantes foi 

aqui considerada como uma indicação da formação de pares esp� 

cíficos. Esse tipo de abordagem foi usado, entre outros por 

NELSON (1951)
3 

HAYES (1957)
3 

FISHER (1957)
3

BRINTON (1965)
3

CURTISS III e aoZ. (1968)
3 

NOVOTNY e aoZ. (1968)
., que consi

deraram a formação de recombinantes como uma indicação da for 

mação de pares específicos, formação de pares efetivos e trans

ferência do cromossomo. Entretanto, CURTISS III e aoZ. (1968)

sugeriram que era preferível usar. sempre que possível, indi

cadores que não requeressem integração no cr-0mossomo da célu

la receptora. Portanto. o uso da frequência de transferência 

do plasmidio R parece estar adequado aos propósitos deste tra 

balho. Entretanto. WALMSLEY (1973) relatou que o uso dos re

combinantes, como uma indicação da formação de pares celula

res durante a conjugaçio. apresenta grande sensibilidade, mas 

nao fornece medidas absolutas e sim relativas ou p�oporcio

nais. Esse pesquisador, usando processo físico para estudar 
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a formação de pares celulares durante a conjugação. observou 

que apenas uma fração pequena das células "femininas" era com 

patente num determinado tempo. Vale a pena mencionar que a 

partir dos trabalhos pioneiros de NELSON (1951)
., 

HAYES (1957)

e FISHEB (1957)
., 

concluiu-se que o número de recombinantes for-

macios dependia de contatos ao acaso entre as células doado-

ras e receptoras e esses �e).tlGTl1:11.âm da densidade das células p� 

rentais e do tempo de incubação da cultura mista. Entretanto, 

nesses estudos da cinética da conjugação e em outros realiza 

dos posteriormente. não foi encontrada qualquer menção à pre

sença ou ausência de motilidade nas linhagens conjugantes. 

Para a discussão dos resultados do presente en 

saio esses serão divididos em dois grupos. D primeiro grupo 

englobando as resultados obtidos pelos cruzamentos das linha 

gens doadoras E. cal.i Bhi;z 100 ( com motilidade) e E. c.al.l lQO:-l, 

(imóvel) com as linhagens E. c.afl.l K12•1 (com motilidade) e 

E. coil K1 2.2 (imóvel). o segundo grupo e constituído pelos

cruzamentos das linhagens doadoras E. c.ol-l K12• 1 (com motili

dade) e E. c.oU K12 2 1 (imóvel) com as linhagens receptoras
. . 

E. col.i K12.s (com motilidade) e K12.s.1 (imóvel). As linha-

gens constituintes do segundo grupo derivaram. em Última anã
.,

lise, da E. co.f.i.. K12 712R.

A Tabela 7 e Figura 7 mostram os resultados do 

primeiro experimento. do primeiro grupo de cruzamentos. Dbser 

va-se que nos dois primeiros períodos de incubação (1 � 6 ho

ras) o meior número de transconjugantes concentrou-se nos cru 

zamentos das linhagens de E. e.ali.. K12 com(+) e sem(-) moti

lidade com a linhagem E. c.oll BH 100 com motilidade (+). Para 

simplificar, os sinais + e - serão usados nesta discussão sign!_ 

ficando "com motilidade" e "sem molitidade". respectivamente. 

Nos cruzamentos de BH 100 - com K12 + e K12 - o bser�ou-se um 

numero muito menor de transconjugantes. Resultados coerentes 
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foram observados tanto nas culturas em caldo como em meio se

mi-sólido. A mesma coerência foi encontrada, quando as cultu 

ras mistas foram diluidas 100 vezes. D uso de diluições das 

culturas mistas é essencial nos estudos da cinética da conju

gação (NELSON
3 

1951; HAYES
3 

1957; HAAN e GROSS
3 

1962), Por ou 

tro lado os meios semi-sólidos ou viscosos são mais usados nos 

estudos da motilidade bacteriana de um modo geral fGREEMBERG 

e CANALE-PAROLA� 1977b). Os resultados deste experimento in

dicam que nos períodos de 1 e 6 horas de incubação.tanto nas 

culturas diluidas como naquelas não diluídas, a frequência de 

formação de transconjugantes está positivamente correlaciona

da com a motilidada das células doadoras. Indicam ainda que 

a motilidade das células receptoras parece ter menor influên

cia de formação dos transconjugantes. Vale a pena lebrar, en 

tratante, que a linhagem receptora aqui usada era dotada de 

motilidade um pouco menor quando comparada com a motilida

da da célula doadora (Tabela 2). apesar do 'lal\\l!ttmh·o, em se ten 

tar obter um mutante de mesma motilidade, conforme discutido 

anteriormente no ítem 6. l. Quando se incubaram as culturas mis 

tas durante 18 horas houve uma tendência no sentido da equip� 

ração do número de transconjugantes nos diversos cruzamentos, 

com exceção daquele realizado em caldo entre aas' �-- ·ià:if;ahagens 

BH 100 e K12, ambas sem motilidade, que continuou apresenta� 

do menor número de transconjugantes. Não existe uma explic� 

çao simples para justificar esse Último resultado.uma vez que 

nos períodos longos de incubação de culturas mistas variáveis 

incontroláveis podem estar presentes. A primeira vista pode

ria ser sugerido que as linhagens doadoras e receptoras imó

veis possuem respectivamente. menor capacidade de transferir 

ou de receber o plasmÍdio R. Mas essa idéia pode ser abando, 

nada tendo em vista que se observou formação normal de trans

conjugantes nos cruzamentos das linhagens BH 100 - com K12+ e 

BH 100 + com K12 - Outro dado importante nessa discussão é 

que as linhagens BH 100 + e BH 100 - assim como K12 + e K12-
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sao isogênicas entre si. Para evitar interferência de variá

veis incontroláveis, outros autores usaram menores períodos de 

incubação (NELSON� 1951; HAYES� 1957� CURTISS III� 1968), nos 

estudos da cinética da conjugação, principalmente quando se 

tratava de transferência de cromossomos bacterianos. 

Resultados proporcionais ao do primeiro expe

rimento foram encontrados quando se usaram menores concentra 

ções de células parentais nas culturas mistas. como pode ser 

observado na Tabela B. Todavia. no cruzamento de BH 100 + com 

K 12 + encontrava-se maior número de transconjugantes que no 

cruzamento de BH 100 + com K 1 2 - .  nos períodos de 3 e 6 horas 

de incubação, Neste experimento e nos subsequentes os cruza

mentos foram realizados apenas em caldo já que esse meio mos

trou-se tão sensível como o meio semi-sólido na detecção de 

diferenças durante os cruzamentos de lin�agens com e sem moti 

lidada. Também foi abolido o período de incubação de 18 ho

ras, tendo em vista justificativa apresentada anteriormente. 

Quando se usaram maiores concentrações de ce

lulas parentais nas culturas mistas, quando comparadas com as 

concentrações anteriores. os resultados foram diferentes (Ta

bela 9 e Figura 8). Neste caso houve grande equivalência en-

tre o número de transconjugantes formado nos diversos cruza-

mentas. No período de uma hora de incubação o número de trans 

conjugantes foi praticamente o mesmo nos quatro cruzamentos. 

Isso aconteceu provavelmente devido aos choques ao acaso, en

tre as células doadoras e receptoras. provocados pela agita

çao durante a fase inicial de preparação das culturas mistas. 

Portanto os resultados foram indiferentes à presença ou ausê� 

eia de motilidade das linhagens doadoras e receptoras. Os da

dos parecem indicar que à medida que se aumenta a concentra

çao das células parentais nas culturas mistas maior é a atua

ção do acaso nos encontros entre as células doadoras e recept� 
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ras. Nesses casos parece que a motilidade das células pare� 

tais não teria nenhuma influência no número de transconjugan-

tes observados. Entretanto, no período de incubação de 3 ho-

ras o número de transconjugantes observado foi maior no cruza 

mente das linhagens de E. eoli BH 100 + com K 12 + do que nos 

outros cruzamentos. Deve ser acrescentado que apos a agita

ção inicial, durante a preparação das culturas mistas.tomou-se 

o máximo cuidado para não se agitarem os frascos que iCOniilinlillamn

essas culturas.

Resultados semelhantes foram encontrados quan

do se usaram maiores concentrações de células parentais que 

no experimento precedente (Tabela 10). Mais uma vez o cruza

mento entre linhagens de E. eoli BH 100 + com K 1 2 + produziu 

maior número de transconjugantes. Resultados in±ate�aas�ates 

foram observados quando se examinou o número de transconjuga� 

tes das culturas mistas diluidas 100 vezes: no período de in

cubação de uma hora o numero de transconjugantes formado foi 

tão grande como nas culturas mistas que não sofreram quaisquer 

diluições. Esse dado pode ser explicado pela formação de gra.!2 

des agregados celulares entre doadoras e receptoras nas cult� 
ras mistas que nao sofreram diluição (ACHTMAN:i 1975; ECKERSOfl 

e REYNARD3 1977). Nesse 1µ 1a,so� o tttiineflo !)!e transconjugantea 

produzidos pelas culturas que não sofreram diluição pode ter 

sido subestimado, uma vez que muitos deles poderiam estar jun
.,... 

tos em apenas um agregado e este ter sido transferido para a 

placa seletora sem ser desorganizado inteiramente. Essa ex

plicação é razoável uma vez que a transferência de alíquotas 

das culturas mistas era feita, após agitação manual do� fras

cos, para as placas seletoras diretamente ou depois de uma 

ou çuas diluições no máximo em solução salina. Para esses ca 

sos, onde estão presentes grandes concentrações de células na 

cultura mista. as técnicas mais áio:d:ilcadas para desfazer agre

gados e interromper a conjugação seriam as de LOW e WOOD (1965) 
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e de ZIPKAS e RILEY (19?6). Os resultados desta experimento 

outra vez mostraram que em grandes densidades de células pa

rentais o papel da motilidade é pequeno quando comparado com 

os experimentos onde se usaram menores densidades de doadoras 

e receptoras na cultura mista. Entretanto. deve ser observa 

do que no cruzamento das linhagens ê.,coUÜ3H 1.0fil+ com E. coU K12+ 

mais uma vez apareceu maior número de transconjugantes que nos 

outros cruzamentos. 

Os cruzamentos entre as linhagens de li.. c.aMJ�,12.

isto é, K12 + e K12 - (doadoras) com K12 + e K1 2 - (recepto

ras). produziram pequeno numero de transconjugantes, como po

de ser observado na Tabela 11. Apesar disso, esse pequeno nú 

mero mostrou proporcionalidade quando comparado com os dados 

observados nos cruzamentos das linhagens de E. coll BH 100 

(doadoras) com E. eoU K12 (receptoras). presentes nas Tabe

las 7 e 8. Mais uma vez o maior número de transconjugantes 

foi encontrado nos cruzamentos onde o doador possuia motilid� 

de. Resultados semelhantes, também apresentando pequeno nume 

ro de transconjugantes, foram obtidos em duas repetições des

se experimento. Várias explicações podem ser dadas para esse 

fato: o meio seletivo para os transconjugantes continha 150 

µg/ml de rifamicina e essa droga. além de funcionar como ini

bidora da transferência de plasmídio, poderia neste caso es

tar funcionando como agente inibidor ou agente de cura.ias, plés 

1n:f di os Rwá n cdn ti'!'amR se ;·,ém',e s t ado' 'mEli to d z:-ep Iii i:nll.l dt>· e, d�!s tã manêi 
:_; : 

Os resultados dos diversos experimentos de con 

jugaç�o indicam que, nas menores concentraç5es das culturas 

mistas, o maior n�mero de transconjugantes esti correlaciona 

do diretamente com a presença de doadores dotados de motilida 

de. Isso pode ser o inaício da presença de uma substância 

atraente excretada pela receptora e detectada especificamente 

pelas células doadoras. Contudo, em alguns cruzamentos. onde 
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as células receptoras também possuiam motilidade o numero de 

transconjugantes foi maior ainda. É razoável supor que a pr� 

sença de motilidade na receptora deve aumentar a c hance de cho 

ques ao acaso. Mas_será que as célulBs receptoras também te

riam um papel ativo procurando as células doadoras? 

Após a discussão de todos os resultados 

dos no presente trabalho algumas consideraç5es finais 

ser feitas. 

obti

podem 

Investigours9 em E. eoll a possível presença 

de quimiotaxia entre linhagens de tipos de reação sexual opo� 

tos, através de vários métodos. Pelo uso do método da placa, 

eom meio triptonado semi-sólido, observou-se que as figuras 

formadas pelo encontro dos halos de duas linhagens com o mes

mo tipo de reação sexual eram sempre simétricas, sem forma

ção de bandas quimiotácticas. Todavia. as figuras formadaB 

pelo encontro dos halos de duas lin�agens com tipos de reaçio 

sexual opostos apresentaram-se sempre assimétricas, com forma 

ção de bandas quimiotácticas pelas linhagens doadoras. Obser 

vou-se ainda, que essas bandas se dirigiam para os locais da 

maior concentração das células receptoras. Esses resultados 

permitem sugerir que as células receptoras excretam uma subs

t;ncia atraente que e detectada especificamente pelas cjlulaa 

doadoras. Para isso, as células doadoras devem possuir qui

miorreceptores específicos para essa possível substância. Su

gere-se além disso que a aquisiç�o ou perda de um plasmídio 

faz com que a cilula deixe de produzir ou passe a produzir a 

referida substincia, respectivamente. 

Nos experimentos de conjugaç;o,observou-se cDr 

relação positiva entre número de transoonjugantes e motilida 

de das células doadoras nas culturas mistas de menor densida

des de células parentais. Esses resultados levam praticame� 

te às mesmas sugestões anteriores: deve existir uma substân-
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eia atraente produzida pelas células receptoras e detectadas 

pelas células doadoras. 

Dois outros resultados devem ser mencionados:

formação de bandas quimiotácticas só apos o encontro dos ha

los externos das culturas doadoras e receptoras, nos experi

mentos de interação, e ausência de resposta quimiotáctica nos 

experimentos onde se usaram filtrados das culturas doadoras 

e receptoras. Esses dois resultados parecem indicar que, ca

so exista uma substância atraente. ela provavelmente estaria 

submetida a um mecanismo indutivo de regulação. 

Finalmente, deve ser considerado que a presen

ça de uma substância sexo-atraente aumentaria a probabilidade 

do contato entre células de tipos de reação sexual opostos. E� 

sa atração específica poderia desempenhar importante papel no 

habitat natural da E. eoli, onde ela convive com centenas de 

outras espécies de microrganismos. 

O presente trabalho deve ser considerado como 

uma abertura para futuras pesquisas. Investigações estão em 

andamento tanto em E. coli como em outras enterobactérias,uma 

vez que sao comuns nesse grupo os cruzamentos interespecíficos 

ou mesmo intergenéticos. Outra abordagem para futuras pesqui 

sas poderia ser a procura de um agente que neutralizasse o 

efeito dessa substância atraente. Após isso, poder-se-ia ten

tar diminuir »in vivo » a frequência de transferência do mate

rial genético das células doadoras para as receptoras, o que 

teria implicação com a terapêutica através de drogas antimi

crobianas. uma vez que o plasmÍdio Ré o veículo da resistên

cia múltipla transferível. 
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7. SUMMARY

The chemotaxis role among strains of opposite 

sexual types was investigated in the bacterium t.6c.heJLlc.hi.a e.ali. 

Two strains were mainly used to reach this 

objective: A danar carrying an R plasmid (BH 100) and a 

recipient CK12 712R), as well as motility mutants and 

transcanjugants derived from thern. 

A first method, using Petri dishes with 

semisolid medium, permitted the study of the interactions 

among strains by the figures formed by their growth halos. 

These figures were always assimetric between strains with 

different sexual types regardless if they were isogenig ar 

not. On the ather hand, strains with the sarne sexuality 

farmed simetric figures. The assimetry was due to the 

pFesence of chematactic bands fram the danar strains growing 

in direction to the highest cell concentration af the 

recipient strains. 

Through a second process. the conjugation 

method, a positive carrelation between the number af 

transconjugants and higher matility of danar strains was 

obtained an low density af parental cells. 
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The obtained results suggested the presence 

of an atractive substance produced by recipient cells and 

specifically dettected by donor cells. Since cell�free 

filtrates from donnor or recipient cultures do not promete 

chemotactic response and since the chemotactic bands are 

only formed after contact of the externa! growth halos of 

donor and recipient strains. a possible inducible mechanism 

for the atractive substance production is also proposed. 
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