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RESUMO
JULIANA GUIMARAES FERREIRA

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E FILOGENETICA DE BACTERIA
MAGNETOTATICA DE FONTE TERMAL DO DESERTO DE MOJAVE

Orientadora: Fernanda de Avila Abreu

Bactérias magnetotaticas (BMs) sdo um grupo de microrganismos aquaticos e flagelados, que
possuem morfologia e metabolismo diverso, além de distribuidas em diferentes filos do
dominio Bacteria. BMs possuem a capacidade de produzir magnetossomos, nanocristais
ferromagnéticos envoltos por membrana bioldgica. Estes cristais conferem a bactéria a
capacidade de se alinhar passivamente ao campo geomagnético, isto associado a0 movimento
flagelar compde o fendmeno da magnetotaxia. Os magnetossomos sdo formados a partir de
um processo de biomineralizacdo e os principais genes relacionados sdo os genes mam. O
objetivo deste trabalho ¢ caracterizar morfologicamente e filogeneticamente uma nova espécie
de bactéria magnetotatica, encontrada em fontes termais no Deserto de Mojave, Nevada,
EUA, pertencente ao filo Nitrospirae. Apds o enriquecimento magnético, que permite a
obtencdo de amostra de bactérias magnetotaticas concentrada, foi possivel observar a
presenga apenas de células ovoides que respondiam ao campo magnético aplicado por um
ima. A morfologia ovoide foi confirmada posteriormente através da analise de imagens. A
observacdo das amostras por microscopia eletronica de transmissdo mostrou a presenca de
magnetossomos com formato ponta de langa de aproximadamente 102,5 nm organizados em
multiplas cadeias na célula. Através do enriquecimento magnético das amostras foi possivel
realizar a amplificagdo do genoma utilizando o kit REPLI-g e o sequenciamento do mesmo
através da plataforma Illumina. A partir da anotagcdo automatica obtida através do servidor
RAST do genoma montado utilizando o software CLC Genomics Workbench, foi possivel
identificar o gene que codifica o rRNA 16S, os genes relacionados a biomineralizagdo e
outros de relevancia na caracterizacdo do potencial metabdlico da bactéria magnetotatica em
estudo. O genoma parcial montado possui 2.804.646 pb em 188 contigs, sendo que o maior
contig possui 145 kb. A andlise por BLASTn do gene que codifica o rRNA 16S mostrarou
que essas células pertencem ao filo Nitrospirae, sendo proxima a Candidatus Magnetoovum
chiemensis cepa CS-4 (91% de similaridade entre as sequéncias). Foi feita uma analise de
homologia utilizando as sequéncias codificadas pelos genes mam conhecidas, com a
finalidade de identificar esse grupo de genes na célula ovoide estudada, sendo estes: mam4,
mamB, mamC, mamE, maml, mamK, mamM, mamP, mamQ-I ¢ mamQ-II. Também foram
feitas arvores filogenéticas (com base no gene que codifica o rRNA 16S e com base nas
proteinas Mam), utilizando o programa MEGA, e analise por homologia de enzimas chave de
vias metabolicas da bactéria. Foram encontrados genes que codificam enzimas chave de vias
metabolicas que sugerem que célula magnetotatica ovoide ¢ capaz de fixar nitrogénio (genes
nif) e carbono (gene para a enzima RubisCO), bem como crescimento anaerobico através da
respiracdo de sulfato, o que ¢ interessante para a elaboracdo de um meio de cultivo e para
entender o seu comportamento e sua fungdo no ambiente e nos ciclos biogeoquimicos. Em
vista dos dados morfoldgicos e genéticos obtidos propde-se o nome Candidatus
Magnetovoide thermalis cepa GS-1 para essa espécie.

Palavras-chave: bactérias magnetotaticas, magnetossomos, magnetotaxia, filogenia,
bioinformatica
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ABSTRACT

JULIANA GUIMARAES FERREIRA

MORPHOLOGIC AND PHYLOGENETIC CARACTHERIZATION OF
MAGNETOTACTIC BACTERIA FROM MOJAVE DESERT’S HOT SPRINGS

Advisor: Fernanda de Avila Abreu

Magnetotactic bacteria (MTB) comprise a group of aquatic and flagellated microorganisms
that are morphologically and metabolically diverse besides being dispersed in different phyla
in Bacteria domain. MTB are able to produce magnetosomes, that are ferromagnetic
nanocrystals surrounded by biological membrane. These crystals give the bacteria the ability
of aligning themselves along the Earth’s magnetic field. This ability associated to flagella
movement is called magnetotaxis. Magnetosomes are produced by a process called
biomineralization and the principal genes involved are the mam genes. The objective of this
work is characterizing morphologically and phylogenetically a new MTB species from the
Nitrospirae phylum found in Mojave Desert's hot springs, Nevada, EUA. After magnetic
enrichment, method that allows us to obtain MTB samples concentrated, we could see ovoid
cells responding to a magnetic field applied by a magnet. Cells’ morphology was confirmed
after image analysis. The observation of the samples by transmission electron microscopy
showed the presence of bullet-shaped magnetosomes of approximately 102.5 nm arranged in
multiple chains inside the cell. Through magnetic enrichment, it was possible to amplify the
genome using the REPLI-g kit and the its sequencing using Illumina platform. From the
automatic annotation obtained through the RAST server of the genome assembled using the
CLC Genomics Workbench software, it was possible to identify the gene encoding the 16S
rRNA, the genes related to biomineralization and others of relevance in the characterization of
the metabolic potential of the MTB under study. Partial genome has 2,804,646 bp in 188
contigs, the largest contig has 145 kb. BLASTn analysis of 16S rRNA gene has shown that
these cells belong to the phylum Nitrospirae, being close to Candidatus Magnetoovum
chiemensis strain CS-4 (91% similarity between the sequences). A homology analysis was
performed using the sequences encoded by known mam genes, with the purpose of identifying
this group of genes in the ovoid cell studied: mamA, mamB, mamC, mamE, maml, mamKk,
mamM, mamP, mamQ- I and mamQ-II. Phylogenetic trees (based on the gene 16S rRNA
gene and based on the Mam proteins) were done using MEGA program, and also homology
analysis of key metabolic pathway enzymes from the bacterium. We have found genes
encoding key metabolic pathway enzymes that suggest that this species is able to fixate
nitrogen (nif) and carbon (RubisCO encoding gene), as well as anaerobic growth through
sulfate respiration, which is interesting for the elaboration of a culture medium and to
understand its behavior and its function in the environment and in biogeochemical cycles. In
view of the morphological and genetic data obtained we propose the name Candidatus
Magnetovoide thermalis strain GS-1 for this species.

Keywords: Magnetotactic bacteria, magnetosomes, magnetotaxis, phylogeny, bioinformatics.
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1. INTRODUCAO

1.1. Bactérias magnetotaticas

Em 1951, Salvatore Bellini observou que algumas bactérias se acumulavam na borda
da gota de uma amostra de sedimento, tendo seu nado alterado possivelmente pelo campo
magnético ao colocar um ima proximo ao microscéopio (Bellini, 1963). No entanto, foi apenas
em 1975 que Richard Blakemore oficialmente descreveu as bactérias magnetotaticas como
células contendo inclusdes ricas em ferro, sendo estas denominadas magnetossomos
(Blakemore, 1975).

As bactérias magnetotaticas sdo procariotos Gram-negativos, aquaticos, flagelados,
metabolicamente e morfologicamente variados (Figura 1), e dispersos em filos do dominio
Bacteria. Este grupo possui a capacidade de produzir nanocristais ferromagnéticos compostos
por magnetita (Fe;O4) ou greigita (Fe3S4), envoltos por membrana biologica. Estas estruturas

sdo chamadas de magnetossomos.

Figura 1. Microscopia eletronica de transmissdo (MET) de diferentes morfologias de
bactérias magnetotaticas. A. Espirilo. B. Coco. C. Bastonete. D. Forma multicelular. Os
magnetossomos sdo as estruturas elétron-densas no interior das células. A barra de escala
indica 200 nm em todas as imagens. Figura retirada de Lefévre et al. (2011e).

A biomineralizacdo ¢ um processo pelo qual tanto procariotos quanto eucariotos
produzem minerais, com diferentes formas, organizagdes, tamanhos e composicdes (Wang e
Nielsen-Hamilton, 2013). Os seres eucariontes, como corais € musgos, sao conhecidos por
produzirem estruturas mineralizadas complexas, enquanto os procariotos sdo conhecidos por
sua variedade e complexidade de reagdes metabdlicas que resultam em uma grande
diversidade de minerais produzidos, sendo de importincia inegavel para os ciclos
biogeoquimicos (Gilbert, Abrecht e Frazer, 2005; Gadd, 2010).

A caracteristica que define as bactérias magnetotiticas ¢ a producdo de

magnetossomos (Balkwill et al., 1980), como mencionado anteriormente. Estes nanocristais



ferromagnéticos estdo, geralmente, organizados em cadeia, proporcionando & bactéria a
capacidade de se alinhar passivamente ao campo geomagnético (Figura 2). Esta propriedade
somada ao movimento flagelar ¢ o fendmeno denominado de magnetotaxia (Blakemore,
1982). Quase todas as bactérias magnetotaticas organizam seus magnetossomos em uma ou
mais cadeias dentro da célula, maximizando o momento de dipolo magnético da célula
(Bazylinski e Frankel, 2004). Isso confere as bactérias magnetotdticas uma vantagem
evolutiva, visto que elas fazem uma busca unidimensional pelo melhor habitat para
sobrevivéncia/crescimento, ja que sdo orientadas pela linha do campo magnético da Terra, ao
contrario das bactérias ndo-magnetotaticas que precisam fazer uma busca tridimensional pelo
ambiente 6timo para sobreviver. As bactérias magnetotaticas podem ser classificadas em duas
polaridades magnéticas diferentes, podendo ser do tipo Sul ou do tipo Norte (Blakemore,
Frankel e Kalmijn, 1980; Kirschvink, 1980). As polaridades se diferenciam pela orientagdao do
dipolo magnético gerado pela(s) cadeia(s) de magnetossomos em relagdo ao flagelo da
bactéria (Frankel e Blakemore, 1980). As células de tipo Sul tém a polaridade Sul da cadeia
de magnetossomos mais proxima da parte oposta ao flagelo da bactéria, ao contrario das
bactérias magnetotaticas de tipo Norte, que t€ém o Norte do dipolo magnético na porgado
contraria ao flagelo da bactéria (Torres De Araujo et al., 1990). Assim, bactérias
magnetotaticas encontradas no Hemisfério Sul nadam antiparalelamente ao campo magnético,
enquanto as encontradas no Hemisfério Norte nadam paralelamente ao campo magnético

(Figura 2).

Polo Sul l‘dagnéﬂco

Polo Norte Magnético

Figura 2. Ilustragdo representativa da magnetotaxia. O esquema indica o comportamento das
bactérias magnetotaticas (representadas pela célula com os pontos brancos no interior



(representando os magnetossomos) ao longo do campo magnético da Terra, em que a célula
nada alinhada ao campo geomagnético. Assim, a bactéria nada em direcdo ao Norte ou Sul
magnético, ao contrario de bactérias ndo-magnetotaticas (representadas pela célula preta
lista). Figura retirada de Ledo (2018).

As bactérias magnetotaticas sdo procariotos aquaticos, existentes em ambientes de
agua doce ou salgada. Sdo comuns em sedimentos e colunas d’agua estratificadas
quimicamente de ambientes de dgua doce, salobros, marinhos e hipersalinos com pH proximo
de neutro (Moench e Konetzka, 1978; Blakemore, 1982; Bazylinski et al., 1995), tendo sido
descritas, também, bactérias magnetotaticas em ambientes profundos (Petermann e Bleil,
1993). As bactérias magnetotaticas sdo um grupo em maioria microaerdfilo, vivendo na
interface o0xica-anoxica (IOA) da coluna d’agua, porém as bactérias produtoras de greigita ja
descritas sdo anaerdbias estritas e sdo encontradas geralmente abaixo da IOA (Bazylinski et
al., 1995). A maioria das bactérias magnetotaticas vive em pH proéximo ao neutro e
temperaturas amenas (22°-28°C), porém j& foram descritas bactérias magnetotaticas
extremofilas, como diversas cepas alcalifilicas isoladas de diversos pontos da Califérnia com
crescimento 6timo em pH > 9,0 (Lefévre et al., 2011a) e Candidatus Magnetoglobus
multicellularis, um microrganismo magnetotatico de forma multicelular que vive em ambiente
hipersalino (Abreu et al., 2007).

Em relagdo a temperatura j4 foi relatada uma bactéria magnetotatica moderadamente
termofila, com temperatura de crescimento em até 63 °C (Lefevre et al., 2010), e também
cocos magnetotaticos que vivem abaixo dos 4 °C na Antartica (Abreu et al., 2016). Além
disso, a salinidade também ¢é um fator descrito como fundamental na localizagdo de
populagdes especificas de bactérias magnetotaticas (Spring et al., 1998; Lin et al., 2012).

Apesar da grande diversidade metabdlica, que ¢ um desafio no cultivo de novas
espécies de bactérias magnetotaticas, algumas espécies de bactérias magnetotaticas que foram
isoladas tiveram seu genoma sequenciado, descrevendo detalhes da biomineralizagdo em
nivel molecular. Devido a possibilidade de recuperar bactérias magnetotaticas nao cultivadas
de amostras ambientais utilizando campo magnético externo (imd), o genoma dessas espécies
foi estudado e permitiu analise das caracteristicas genéticas associadas a biomineralizagao
(Lefévre & Wu, 2013). Espécies de bactérias magnetotaticas foram descritas como afiliadas a
diferentes filos do dominio Bacteria. Atualmente, ¢ descrita a presenca de bactérias

magnetotaticas nas classes Alpha-, Beta- (Abreu ef al., 2018), Gamma-, Delta- e Ca. Eta-,do



filo Proteobacteria, no filo Nitrospirae, no filo Omnitrophica, também ja sendo descritos
genomas de bactérias magnetotaticas nas classes Ca. Lambda- e Zeta- do filo Proteobacteria
e nos filos Planctomycetes e Latescibacteria (Lin et al., 2018).

Independentemente da posicao filogenética das bactérias magnetotaticas, a producdo
de magnetossomos ¢ intimamente ligada a expressdo dos genes mam, que sdo exclusivos de
bactérias magnetotaticas. Estes genes estdo organizados em clusters no genoma, na maioria
dos casos descritos, sendo essa regido conhecida como ilha do magnetossomo (MAI —
Magnetosome Island, do inglés; Schiibe et al., 2003). O cluster mais importante é o mamAB,
conservado entre diferentes espécies de bactérias magnetotaticas, que codifica para proteinas
diretamente envolvidas na formacdo do magnetossomo (Griinberg et al., 2001). Além disso,
o cluster mamAB possui também genes adicionais que ndo sao homdlogos a qualquer outro
gene de bactérias ndo-magnetotaticas, sugerindo um papel especial na biomineralizagao
(Griinberg et al., 2001). Estes genes podem ser divididos em 6 diferentes classes de
homologia: além de duas classes desconhecidas, (i) proteinas TPR, (ii) transportadores CDF,
(ii1) proteases serina HTrA-like, e (iv) proteinas LemA-like (Murat et al., 2010). Atualmente,
os genomas de bactérias magnetotaticas estdo sendo estudados com o propdsito de descrever e
caracterizar a biomineralizacdo e seus principais processos € componentes, além de fornecer
informagdes para a compreensao dos eventos evolutivos que indiquem como estes genes estao

distribuidos no grupo dos procariotos.

1.2. Caracteristicas gerais dos magnetossomos

A primeira descri¢do dos magnetossomos aconteceu em 1975 por Richard Blakemore,
na qual o pesquisador relatou a observagdo de “cadeias de particulas ricas em ferro”
(Blakemore, 1975). O magnetossomo ¢ uma organela produzida especificamente por
organismos magnetotaticos, formados por nanocristais ferromagnéticos envoltos por
bicamada lipidica (Gorby et al., 1988), podendo ser de magnetita (Fe3Os) (Frankel,
Blakemore e Wolfe, 1979) ou greigita (Fe3Ss) (Mann et al., 1990). As bactérias
magnetotaticas, em sua maioria, possuem em média de 10 a 20 magnetossomos e os tamanhos
dos cristais variam de 35 a 120 nm em média (Lower e Bazylinski, 2013).

A morfologia do magnetossomo se enquadra em trés grupos: (i) cubo-octaédrico, (ii)

prismatico ou pseudo-hexagonal alongado e anisotrdpico ou ponta de lanca (Figura 3). O



nimero de cristais e cadeias, assim como a sua composi¢do ¢ morfologia, varia de espécie
para espécie, porém sdo espécie-especificas, ou seja, bactérias da mesma espécie produzem

magnetossomos com a mesma composi¢do e morfologia (Bazylinski e Frankel, 2004).

Figura 3. Microscopia eletronica de transmissdo mostrando as diferentes morfologias do
magnetossomo. A. Cubo-octaédrico. B. Prismatico. C. Ponta-de-lanca. A barra de escala
indica 100 nm em todas as figuras. Imagem retirada de Vargas et al. (2018).

As etapas de producdo dos magnetossomos sdo orquestradas por uma série de genes
que geram uma maquinaria extremamente complexa. A biomineralizacdo de magnetossomos
envolve mais de 40 genes que codificam enzimas associadas a producdo destes cristais. Os
genes mam, citados anteriormente como genes de biomineralizagdo, codificam proteinas de
membrana, como transportadores, que vao ser importantes para a importagdo de ferro e outras
moléculas para dentro do espaco circundado pela bicamada lipidica onde sera produzido o
magnetossomo. Além disso, muitos destes genes sdo conservados entre espécies (Griinberg,
2001), o que funciona como marcadores filogenéticos.

A formagdo dos magnetossomos de greigita ¢ pouco conhecida, ao contrario da de
magnetita, que ¢ mais bem descrita. Os magnetossomos de magnetita sdo formados a partir do
transporte de ferro extracelular (férrico ou ferroso) para o interior da célula e sua formagdo ¢
dividida em quatro etapas. No periplasma, comeca a etapa de nucleacdo do cristal de
magnetita a partir da invaginacdo da membrana citoplasmatica, sendo MamB uma proteina
indispensavel para esta fase (Uebe e Schiiler, 2016). Além disso, sabe-se que o operon
mamLQBIEMO possui um papel importante na formag¢do da membrana do magnetossomo, ja
com a dele¢do deste operon, gerou diversas anomalias na invagina¢do da membrana (Murat et
al., 2010; Raschdorf et al., 2016). MamA (Yamamoto et al., 2010; Zeytuni et al., 2011)
exerce o papel de recrutamento de proteinas, facilitando a interagdo entre estas, como por
exemplo Mms6, para ativar a producdo de magnetita. A etapa seguinte de producdo dos
magnetossomos ¢ o transporte de ferro, um processo no qual uma grande quantidade de ferro
¢ acumulada na area interna da membrana do magnetossomo. Além do ferro extracelular,

pode ser usado o ferro intracelular como forma alternativa de formagao dos cristais (Komeili,



2012). Nesta etapa do processo existem trés diferentes rotas possiveis para a formacdo do
cristal. A primeira considera que o ferro adentra o limen da vesicula do magnetossomo
enquanto a membrana intracelular ainda estd em contato com a membrana citoplasmatica da
célula através de transporte ou difusdo vinda do periplasma (Rahn-Lee e Komeili, 2013). A
segunda rota possivel ¢ o uso de sistemas de transporte de ferro comuns, em seguida,
transportadores especificos presentes na membrana do magnetossomo fariam o transporte
para o lumen da vesicula (Frankel et al., 1983; Uebe et al., 2011; Rarschdorf et al., 2013). Na
ultima rota proposta, o ferro seria transportado diretamente da membrana citoplasmatica para
a membrana do magnetossomo através de ligagdes com substratos organicos ainda
desconhecidos, que seriam liberados pela membrana citoplasmatica na interface membrana
citoplasmatica-membrana do magnetossomo, permitindo que a biomineraliza¢do ocorra sem o
transporte de ferro do citoplasma (Faivre e Schiiler, 2008). A etapa seguinte ¢ o controle
redox da biomineralizagdo de magnetita, seguida da nucleagdo. O processo de nucleagdo
envolve pH > 7 e baixo potencial redox. E a etapa em que o ferro comega a adquirir forma.
(Uebe e Schiiler, 2016). Apds a nucleagdo, proteinas especificas de biomineralizagdo, como
por exemplo, Mms48 e MamN, atuam na regulagdo da forma e tamanho do magnetossomo.
Em seguida, os magnetossomos sdo alinhados em uma ou mais cadeias seguindo um
filamento de proteina homologa a actina, formado pela proteina MamK, que sdo ligados a
membrana do magnetossomo pela proteina MamJ, finalizando a biomineralizacdo (Bazylinski
e Frankel, 2004).

Os magnetossomos tém diversas aplicagdes biotecnoldgicas em areas como Medicina,
Biomedicina e na industria (Vargas et al., 2018) (Figura 4). Magnetossomos sdao envoltos por
membrana bioldgica tornando-os estruturas biocompativeis. Além disso, a membrana
bioldgica tem a capacidade de ancorar diversas moléculas, como proteinas, polimeros,
medicamentos e entre outros. Algumas abordagens biotecnoldgicas vém sendo desenvolvidas
com magnetossomos, como imobiliza¢do de enzimas para aplicacdo em biorremediagao
(Shimoshige et al., 2017), hipertermia magnética (Chen et al., 2016), drug delivery (Martel,
2017), entre outros (Figura 4).
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Figura 4. Tlustracdo resumindo as aplicagdes conhecidas do magnetossomo (separagcdo de
células, hipertermia, contraste de imagem, imobilizagdo de enzimas e biorremediacdo, analise
DNA/Antigeno, andlise de alimentos e drug delivery). Separagdo de células: por exemplo,
para separar linfocitos B (CD19+) do sangue periférico. Hipertermia magnética:
magnetossomos associados a Poli-L-Lisina (PLL) para hipertermia no tratamento de doengas,
como glioblastoma. Contraste de imagem: magnetossomos com proteinas especificas ligadas
a superficie com alta afinidade as células alvo. Imobilizagdo de enzimas e biorremediagao:
MamC sendo exposta na membrana e fundida com organofosfohidrolase (OPD) para a
degradagdo de paraoxon. Andlise DNA/Antigeno: diagndstico de Hepatite B por M-IPCR, em
que o magnetossomo funcionalizado com anticorpo ¢ utilizado para imobilizar HBsAg.
Andlise de alimentos: as proteinas do magnetossomo podem ser utilizadas em um sistema de
detec¢dao de espécies de Salmonella e Vibrio. Drug delivery: Associacdo de proteinas da
superficie do magnetossomo com drogas para fins médicos, como, por exemplo, dexorubicina
para tratamento de cancer de mama. Imagem adaptada de Vargas ef al. (2018).

1.3. Diversidade e genomas de bactérias magnetotaticas

Como mencionado anteriormente, até o momento foram descritas bactérias
magnetotaticas dos filos Proteobacteria, Nitrospirae, Omnitrophica, Planctomycetes e
Latescibacteria (Figura 5). Em alguns casos ndo existe informacdo morfologica sobre a
bactéria magnetotatica ou o tipo de magnetossomo produzido, como sdo os casos dos
representantes descrito nos filos Latescibacteria (Lin e Pan, 2015), Planctomycetes (Lin, Pan
e Bazylisnki, 2017) e nas classes Ca. Eta, Ca. Lambda- e Zetaproteobacteria do filo
Proteobacteria (Lin et al., 2018).
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Figura 5. Arvore filogenética baseada no alinhamento concatenado de mais de 400 proteinas

conservadas, mostrando a distribui¢do filogenética de bactérias magnetotaticas. Imagem
retirada de Lin et al. (2018).

As bactérias magnetotaticas do filo Proteobacteria (Bazylinski e Frankel, 2004)
formam o grupo com o maior nimero de representantes formalmente descritos. A morfologia
de bactéria magnetotatica mais encontrada no ambiente é coco, que antes se enquadrava na
classe Alphaproteobacteria, mas Lin e colaboradores (2018) propuseram agrupar esta
morfologia na classe Etaproteobacteria (Figura 5). A maioria dos cocos magnetotaticos
cultivados pertencem a ordem Magnetoccocales, tendo como membros Magnetofaba australis
cepa IT-1 (Morillo et al., 2014) (Figura 6), Ca. Magnetococcus massalia cepa MO-1 (Lefevre
et al., 2009) e Magnetococcus marinus cepa MC-1 (Bazylinski et al., 2013).



Figura 6. Microscopia eletronica de transmissdo (MET) da bactéria magnetotatica
Magnetofaba australis cepa IT-1, pertencente a classe Alphaproteobacteria. A. MET, onde
setas indicam a cadeia de magnetossomos. Barra de escala indica 500 nm. (P) indica os
granulos ricos em foésforo e (S) indicam os granulos ricos em enxofre. B. Corte ultrafino de
Magnetofaba australis cepa IT-1. Setas pretas indicam magnetossomos, cabeca de setas
pretas indicam a presenca de uma membrana fibrilar na superficie da célula, setas brancas
indicam arranjo de quimiorreceptores, S indica granulos ricos em enxofre, (G) indica granulos
arredondados nao-caracterizados. Asteriscos indicam material elétron-lucente. Barra de escala
de 500 nm. Imagem retirada de Aratjo et al. (2016).

Ainda na classe Alphaproteobacteria, existe a ordem Rhodospirillales, que abrange os
espirilos magnetotaticos encontrados em agua doce. Os representantes desta ordem pertencem
ao género Magnetospirillum (Greene e Komeili, 2012) (Figura 7), sendo estes Ms.
gryphiswaldense cepa MSR-1, Ms. magneticum cepa AMB-1, Ms. magnetotaticum cepa MS-
1 (Williams et al., 2012), Ms. aberrantes (Gorlenko et al., 2011), Ms. marisnigri, Ms.

moscoviense ¢ Ms. caucaseum (Grouzdev et al., 2014; Dziuba et al., 2016).

Figura 7. Microscopia eletronica de transmissdo (MET) de diferentes cepas de
Magnetospirillum spp. de amostra ambiental. A. Cepa CB-1. O inset mostra a cadeia de
magnetossomos em maior magnificagdo. B. Cepa SS-4. C. Cepa LM-4. D. Cepa LM-5.
Contrastada com Acetato de Uranila (1%). E. Cepa KR-1. F. Cepa NML-1. A barra de escala
indica 0.5 pm nas imagens e 50 nm no inset em (A). Imagem retirada de Lefévre et al. (2012).
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Também sdo membros da classe Alphaproteobacteria Magnetospira thiophila cepa
MMS-1 (Williams et al., 2012), Magnetospira sp. cepa QH-2 (Zhu et al., 2010). Até hoje,
todas as bactérias magnetotaticas conhecidas que pertencem a classe Alphaproteobacteria
produzem magnetossomos de magnetita.

S6 ¢ conhecida uma bactéria magnetotatica pertencente a classe Betaproteobacteria
(Abreu et al., 2018) (Figura 8). A bactéria foi encontrada na Lagoa Comprida, uma lagoa
acida do Rio de Janeiro Brasil (pH ~ 4,4) e produz magnetossomos prismaticos alongados de
magnetita. A bactéria pertence ao género Hebaspirillum e ¢ referida em Abreu et al. (2018)

como cepa CLV-1.

Figura 8. Microscopia eletronica de transmissdo (MET) de bactéria magnetotatica
pertencente a classe Betaproteobacteria. A. Imagem obtida por MET. (g) indica a presenga de
granulos no interior da célula. Cabega de seta branca indica a cadeia de magnetossomos. B.
Alta magnificagdo de uma imagem de MET mostrando os magnetossomos. Setas pretas
indicam a membrana biologica que envolve o cristal. A barra de escala ¢ 500 nm em (A) e
100 nm em (B). Imagem retirada de Abreu et al. (2018).

Em relacdo a classe Deltaproteobacteria, existem poucas espécies cultivadas, sendo
elas anaerobias e redutoras de sulfato (Lefévre ef al., 2011a). Na ordem Desulfovibrionales ha
o representante Desulfovibrio magneticus cepa RS-1 (Sakagushi et al., 2002). Desulfamplus
magnetovallimortis cepa BW-1 e a cepa SS-1 sdo bactérias magnetotaticas cultivadas
pertencentes a ordem Desulfobacterales, sendo a cepa BW-1 a tnica cepa cultivada que
produz magnetossomos de greigita (Descamps et al., 2017). Os procariotos muticelulares
magnetotaticos (MMPs) também pertencem a ordem Desulfobacterales e formam um
agregado multicelular de bactérias geneticamente idénticas, que se movimentam como uma
unica célula (Lins e Farina, 1999; Keim et al., 2004; Abreu et al., 2007) (Figura 9). Estes
microrganismos ainda ndo foram isolados em cultura pura e os dados disponiveis destas
espécies sdo moleculares e ultraestruturais. Sao representantes de MMPs, Ca. Magnetomorum

litorale (Wenter et al., 2009), Ca. Magnetoglobus multicellularis (Abreu et al., 2007), Ca.
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Magnetananas rongchenensis (Chen et al., 2015), Ca. Magnetananas tsingtaoensis (Zhou et

al., 2012), Ca. Magnetananas drummondensis (Chen ef al., 2016).

Figura 9. Imagens de um agregado multicelular pertencente a espécie Ca. Magnetoglobus
multicellularis obtidas por diferentes técnicas de microscopia. A. Microscopia eletronica de
varredura (MEV) mostrando o exterior da célula. B. Microscopia eletronica de transmissao
(MET) e microscopia de luz. Setas indicam flagelos. A barra de escala indica 2 pym em (A),
I um em (B), 10 um no inset da direita e 100 nm no inset da esquerda. Imagem retirada de
Abreu et al. (2007).

Existem poucos representantes descritos na classe Gammaproteobacteria, sendo as
cepas BW-2 e SS-5 isoladas em cultura pura (Lefévre ef al., 2013a) outras 3 cepas descritas

por metodologias independentes de cultivo na China (Wang et al., 2013).

Ainda ndo foi descrita a morfologia, nem a ultraestrutura da bactéria magnetotatica
pertencente aos filos Planctomycetes, Latescibacteria e as classes Eta- e Zetaproteobacteria.
Apenas foram encontrados os genes de magnetotaxia nas analises de metagenomica (Rinke et
al.,2013; Lin et al., 2018).

O estudo do genoma de diferentes espécies de bactérias magnetotaticas mostrou que
sdo geralmente compostos por um Unico cromossomo circular, com presenca de plasmideo
detectada até o momento apenas nas espécies Magnetospirillum gryphiswaldense cepa MSR-1
(Wang et al., 2014), Magnetospirillum magneticum cepas AMB-1 e MGT-1 e Desulfovibrio
magneticus cepa RS-1 (Sakagushi, Arakaki e Matsunaga, 2002) (Tabela 1).



12

Tabela 1. Dados sobre os genomas de bactérias magnetotaticas que estdo disponiveis, sejam
parciais ou ndo, de cepas cultivadas ou ndo.

Magnetospirillum Wang et al.
gryphiswaldense HG794546 Completo 4,365,796 - 63.28 2% 7E
cepa MSR-1*
Magnetospirillum
magneticum AP007255 Completo | 4,967,148 ; 65.09 Mztf“;gg;‘ ot
cepa AMB-1* ;
Magnetospirillum .
magnetotacticum | JXSL00000000 | L PAHl |4 553035 - 636 | Smeleeral
36 contigs 2015
cepa MS-1
Magnetospirillum Parcial Grouzdev et
caucaseum cepa | AONQ01000000 261 4,874,064 - 65.98 al., 2014
SO-1 contigs N
. 65.6 (chr)
Magnetospirillum PRIEB11958 Completo 4.825.187 1(167,290 66.5 Niio publicado
sp. cepa XM-1 bp)
(plsm)
Magnetococcus ..
marinus cepa CP000471 Completo 4,719,581 - 54.17 SChu;ggge vat
MC-1*
Parcial
Magnetofaba .
australis cepa IT- KF933436 mam 72,493 ) 576 Morillo et al.,
. genes 2014
contig
Parcial
Magnetovibrio
blakemorei cepa FP102531 mam 107,223 ) 55.8 Jogler et al.,
more! genes 2009
contig
. 59.5 (chr)
Magnetospira sp. PRIEB1386 Completo 4,020,900 131,063 54.8 Jietal., 2014
cepa QH-2 bp)
(plsm)
. cta. 1(40,543 Nio
agnetococcus LO017727.1 Completo | 5,043,095 bp) . Nio publicado
massalia cepa divulgado

MO-1*
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o 158,704 | 628D | gt aguchi,
Desulfovibrio 58.0 .
i a Genome NCBI Complet 5948049 bp) (plsm1) Arakaki e
magnencus cep ID 1358 ompieto ><395 2 (8,867 p’s Matsunaga,
RS-1* bp) 37.2 2002
P (plsm2)
Ca. Parcial Abreu ef al
Magnetoglobus PRINAS2963 3,706 12,453,800 - 37.3 2307 ”
multicellularis contigs
3
§ Ca. Parcial
‘é Magnetomorum PRINA252699 3,036 14,290,400 - 34.7 Linetal., 2018
=1 cepa HK-1 contigs
©
A
Ca. Desulfamplus Parcial Lefovre ef al
magnetomortis PRJEB589 Genes 254,780 - 41.0 ?
2011b
cepa BW-1* mam
Partial \
Deltaproteobacte- JX869936 ( 13,272 61.7 Lefévre et al.,
rium cepa ML-1 1X869937 mam 21,411 - 62.3 2013a
genes)
Ca. Parcial .
Magnetobacteri- | LACI00000000 2,752 6,310,440 - 473 K"hglg‘i 66‘ al,
um bavaricum contigs
S
X Ca. Parcial
% Magnetoovum JZJ100000000 1,019 3,816,930 - 40.4 Lin et al., 2014
5 chiemensis contigs
=
Ca. Parcial
Magnetobacteri- JMFO00000000 ; 3,415,680 - 48.9 Lin et al., 2014
. 70 contigs
um casensis
" Ca.. 3,593,273 454
AEEIOMINUSCU- | 1 N(OR0000000 | Completo - Lin et al., 2017
lus xianensis cepa
HCH-1
é s | Ca. Omnitrophus Parcial .
S 2| magneticus cepa | JYNY00000000 656 3,145,900 - 358 K"hglg‘i 66‘ al,
§ S SKK-01 contigs
=
~ . .
§ La;e;;zf:zizt;rm Parcial Rinke et al.,
| SCGC AAA252- ASWY00000000 l3$ 1,759,980 - 40.9 _ 2013
g BI3 contigs Lin et al., 2018
3
N

*cultivada
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Como pode ser observado na tabela 1, a maior parte dos genomas de bactéria
magnetotatica  disponivel  pertence ao  filo  Proteobacteria,  principalmente
Alphaproteobacteria, pois sdo cultivadas mais facilmente. Ms. magneticum cepa MS-1,
espécie pertencente a esta classe, foi a primeira bactéria magnetotatica a ser usada em estudos
moleculares, mostrando que alguns genes desta bactéria poderiam ser expressos em
Escherichia coli (Schiiler e Frankel, 1999).

A evolugdo da magnetotaxia ainda ¢ um ponto de intensa discussdo na comunidade
cientifica devido a sua grande dispersdo de espécies magnetotaticas no dominio Bacteria e a
organizagdo diversificada dos genes de biomineraliza¢do. Com isso, foram desenvolvidas trés
hipoteses sobre a evolugdo destes microrganismos.

A primeira hipdtese levantada ¢ a de que as bactérias magnetotaticas produtoras de
magnetossomos de magnetita evoluiram independentemente das bactérias que sintetizam
magnetossomos de greigita (DeLong, Frankel e Bazylinski, 1993). Esta hipotese foi
fundamentada no conhecimento de que todas as bactérias magnetotaticas descritas da classe
Alphaproteobacteria sdo produtoras de magnetita, enquanto as produtoras de greigita sdo parte
de Deltaproteobacteria. Além disso, os requisitos bioquimicos e nutricionais de cada mineral
sdo diferentes entre si, o que indicaria que as bactérias necessitam de diferentes aparatos
metabolicos e genéticos para biomineralizar cada um dos materiais.

A segunda hipotese conhecida ¢ baseada em uma origem monofilética das bactérias
magnetotaticas (Abreu et al., 2011; Lefévre et al., 2013b), ou seja, estes microrganismos
possuem um ancestral comum e os genes de biomineralizacdo foram se perdendo ao longo da
evolucdo dos procariotos, o que explicaria a alta diversidade de bactérias magnetotaticas na
filogenia e a existéncia de espécies ndo magnetotaticas.

A terceira, e ultima, hipotese explica a diversidade de bactérias magnetotaticas na
filogenia através de transferéncia horizontal de genes de biomineralizagdo (Schiibbe et al.,
2003; Ritcher et al., 2007; Jogler et al., 2009a, Jogler e Schiiler, 2009). A partir destes
fendmenos, as bactérias de diferentes grupos taxondémicos foram adquirindo e perdendo os
genes responsaveis pela produ¢do dos magnetossomos. Multiplos e sucessivos eventos de
transferéncia horizontal de genes podem ter sido responsaveis pelo espalhamento da
magnetotaxia em filos distantes evolutivamente. Um exemplo que pode explicar esta hipotese
¢ a transdugdo. Esta hipotese ¢ apoiada pela descoberta de profagos em bactérias

magnetotaticas (Schiibbe et al., 2009; Rioux et al., 2010; Lefevre e Bazylinski, 2013) em
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regides proximas aos operons que contém os genes de magnetotaxia (Rioux et al., 2010)
indicando que estes genes podem ser transferidos por transduc¢ao para outras bactérias.

Porém, recentemente, foi sugerido que as hipdteses de origem monofilética e a
transferéncia horizontal de genes poderiam coexistir (Lin ef al., 2017). Em Lin et al. (2017), ¢
sugerido que os genes de biomineralizagdo e a organizacdo dos magnetossomos na célula
tiveram origem na divergéncia entre os filos Proteobacteria e Nitrospirae no periodo
Arqueano, época em que havia altas concentragdes de ferro nos oceanos além da Terra ainda
ndo ter passado por eventos de oxigenacdo. Devido a esta descoberta, foi indicado que a
evolucdo da magnetotaxia se deu por pressao ecologica, visto que ¢ um comportamento que
dd uma vantagem evolutiva as bactérias deste grupo, logo n3o necessariamente ¢ uma
hipotese ou outra que estd correta, ja que pode ter existido um ancestral comum e ainda

ocorrer transferéncia horizontal de genes.

1.4. O filo Nitrospirae

Outro filo no qual s3o encontradas bactérias magnetotaticas ¢ o filo Nitrospirae. Até
hoje ainda ndo foram isolados representantes magnetotaticos deste grupo em cultura pura.
Logo, todas as informacdes existentes sobre este grupo foram obtidas através de técnicas
independentes de cultivo, que incluem microscopias, filogenia molecular e metagenomica. A
primeira bactéria magnetotitica do filo Nitrospirae a ser -caracterizada foi Ca.
Magnetobacterium bavaricum (Jogler et al., 2010), utilizando técnicas independentes de
cultivo através da analise do rRNA 16S (Jogler et al., 2010). Além disso, seu genoma foi o
primeiro descrito do filo, através de metagenomica (Jogler et al., 2009b).

Outros representantes sdo: Ca. Magnetoovum mohavensis cepa LO-1, um ovoide
considerado grande quando descrito (Lefevre et al., 201lc), e cepa MWB-1, Ca.
Magnetoovum chiemensis cepa CS-4 (Kolinko et al., 2016), Ca. Magnetobacterium casensis
cepa Mcas (Lin et al., 2014a), Ca. Magnetominusculus xianensis cepa HCH-1 (Lin et al.,
2017) e Ca. Thermomagnetovibrio paiutensis cepa HSMV-1 (Lefévre et al., 2010), sendo esta
ultima uma das primeiras bactérias magnetotaticas caracterizada como moderadamente
termofila recuperada a partir de fontes hidrotermais (temperatura variando de 32°C a 63°C)
(Lefévre et al., 2011c). A maioria dos membros do filo Nitrospirae sdo bastonetes que
produzem multiplas cadeias de magnetossomos de magnetita de morfologia anisotropica

(Lefévre et al., 2011d) (Figura 10). Porém, ja foram descritos representantes do filo de
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morfologia ovoide, cocoide e vibrido. A maioria dos representantes magnetotaticos do filo
Nitrospirae foram encontrados em ambientes considerados extremos, como a propria espécie
e Ca. Thermomagnetovibrio paiutensis cepa HSMV-1, citada anteriormente, ¢ a bactéria
estudada neste trabalho, por exemplo.

J& foram descritas a participa¢do de representantes magnetotaticos do filo Nitrospirae
no ciclo do Ferro, por possuirem, muitas vezes, incontaveis cristais dentro da célula. Além do
ciclo do Ferro, ja foi visto o papel de Ca. Magnetobacterium casensis na fixacdo de carbono

(Lin et al., 2014).

Figura 10. Microscopias de representantes do filo Nitrospirae. B. Microscopia eletronica de
transmissdo de célula pertencente a espécie Ca. Magnetoovum mohavensis. C. Microscopia
eletronica de transmissdo por varredura colorida artificialmente de célula pertencente a
espécie Ca. Magnetobacterium bavaricum. D. Microscopia eletronica de transmissdo de
célula pertencente a espécie nao-cultivada Ca. Thermomagnetovibrio paiutensis. (A) foi
retirada por ndo se adequar ao proposito deste trabalho. Figura retirada e adaptada de Lefevre
e Bazylinski (2013).

2. JUSTIFICATIVA

A sintese de magnetossomos € o comportamento magnetotitico sdo fendtipos
amplamente distribuidos no dominio Bacteria, sendo o filo Nitrospirae o mais antigo com
representantes magnetotaticos considerando a evolu¢do do dominio e, por isso, de grande
importancia para o entendimento da evolugdo desse grupo de microrganismos (Lin et al.,
2017). Descrever uma nova espécie de bactéria magnetotatica, mesmo que ndo cultivada, e
analisar seu genoma ¢ importante para fundamentar o conhecimento e embasar pesquisas
posteriores sobre a evolucdo da magnetotaxia e potencial metabdlico da espécie, o que pode

auxiliar na definicdo da composi¢do de cultivo para seu isolamento. O estudo da bactéria
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magnetotatica encontrada em fontes termais do deserto de Mojave, em Goldstrike, EUA, tem
potencial para enriquecer o conhecimento sobre a diversidade e evolucdo da biomineralizacao
no dominio Bacteria. J4 que ambientes termais foram raramente explorados no estudo de
bactérias magnetotaticas, principalmente no que diz respeito aos genes de biomineralizagao,
uma vez que esses nao foram descritos para esse grupo de bactéria magnetotatica

moderadamente termofilo.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais
Descrever uma nova espécie de bactéria magnetotatica encontrada em fontes termais

do deserto de Mojave, em Goldstrike, Nevada, EUA, sob os aspectos morfolégicos e
filogenéticos.
3.2. Objetivos especificos

e Aspectos morfologicos:

1. Avaliar a morfologia da célula através de técnicas de microscopia e medigdo da célula e
dos magnetossomos.

ii. Identificar a morfologia dos magnetossomos através de microscopia eletronica de
transmissdo e medi¢do dos cristais.

e Aspectos filogenéticos:

iii. Anotacdo automatica do genoma.

iv. Predi¢do de genes de biomineralizagdo (mam).

v. Predicdo de genes relacionados a vias metabolicas.

vi. Identificar a que filo, género e espécie a bactéria em estudo pertence.

vii. Produgao de arvores filogenéticas (baseadas no gene que codifica o rRNA 16s e nas
proteinas Mam).

viii. Nomear espécie

4. METODOLOGIA

4.1. Coleta das amostras
As anadlises deste estudo foram feitas a partir de amostras de dgua e sedimento

coletadas em jarras de vidro de 1 L pela professora Fernanda de Avila Abreu, professora
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adjunta do Instituto de Microbiologia Paulo de Goées, durante seu periodo de pds-doutorado
nos Estados Unidos em 2016. As fontes termais de Goldstrike sdo um complexo de fontes de
agua doce represadas artificialmente em pequenos pogos utilizados para banho recreativo. A

temperatura da dgua e sedimento do local de coleta foi de 38° C.

4.2. Microscopia optica

As amostras foram acondicionadas no laboratorio na Universidade de Nevada, Las
Vegas, EUA, e o enriquecimento das bactérias magnetotaticas foi feito colocando-se um ima
na parte externa do recipiente de coleta. Apds 30 minutos as bactérias magnetotaticas foram
coletadas desse ponto no qual o ima foi colocado com auxilio de pipeta Pasteur e transferidas
para tubo de polipropileno de 1,5 mL. Aliquotas dessa amostra enriquecida foram observadas
pela técnica da gota pendente no microscopio Axio Imager (Zeiss, Alemanha) equipado com
sistema de aquisicdo digital de imagens e acessorios para contraste de fase e contraste
interferencial diferencial de Nomarski. Através de imagens de microscopia Optica,
previamente obtidas pela professora Fernanda de Avila Abreu nos EUA, foram feitas as
medicdes do didmetro celular médio e fator de forma, que ¢ a razdo entre diametro minimo e

0 maximo, com o intuito de classificar a morfologia da bactéria.

4.3. Microscopia eletronica de transmissao

Apds o enriquecimento magnético descrito acima, aliquotas de 10 pl foram
transferidas para grades de cobre revestidas com filme suporte de formvar e carbono. Apds 10
minutos, o excesso de amostra foi retirado com papel de filtro e a grade foi armazenada até
observacdo. Essas grades foram observadas no microscopio eletronico de transmissao
Morgagni (FEI Company, EUA) operando a 80 kV equipado com camera digital MegaView
G2 Camera (Olympus, Japao). A partir dessas imagens, o comprimento, largura e fator de
forma (definido como largura/comprimento) dos magnetossomos foram medidos através do
programa iTEM software (Olympus, Japao).

Para identificagdo do mineral do magnetossomos na célula, amostras enriquecidas
magneticamente foram fixadas com glutaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato de sddio
(0,IM), e enviadas para o Brasil, onde foram feitas as analises seguintes. Em seguida, a
amostra foi lavada no mesmo tampdo trés vezes, com intervalos de 15 minutos entre as

lavagens. A amostra foi submetida a pds-fixacdo com tetroxido de 6smio (1%) em cacodilato
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de sédio (0,1M) por uma hora. Em seguida, nova etapa de lavagem foi realizada como
descrito anteriormente. Entdo, a amostra foi submetida ao processo de desidratacdo gradativa
em acetona 30%, 50%, 70%, 90% e 100% com intervalos de 15 minutos entre cada etapa. Foi
adicionada uma mistura de 1:2 de resina PolyBed 812 e acetona (100%), respectivamente. No
dia seguinte, essa mistura foi substituida por uma nova mistura de concentracdo 1:1 de
acetona (100%) e resina. Apds 8 horas, a mistura foi substituida por resina pura. Essa etapa
foi repetida uma vez. A resina contendo o espécime foi polimerizada em estufa a 60°C por 72
horas. Cortes ultrafinos foram obtidos com ultramicrétomo Leica EM U6, que foram

depositados em grades de cobre para microscopia eletronica de 300 mesh.

4.4. Amplificacio, sequenciamento e montagem do genoma

Apobs o enriquecimento magnético, a técnica de race-track (Wolfe, Thauer e Pfennig,
1987) foi feita para diminuir a possibilidade de contaminacdo por outras bactérias nao
magnetotaticas. ApoOs essa purificacdo, o DNA gendmico total foi amplificado utilizando o
kit comercial REPLI-g Single Cell (QIAGEN). A amostra foi enviada para sequenciamento na
plataforma Illumina MiSeq (Illumina, EUA) pelo método de paired-end com de 150 bp. O
genoma foi montado utilizando o software CLC Genomics Workbench (CLC Bio, QIAGEN,

Aarhus, Dinamarca).

4.5. Anotacio do genoma

A anotagdo do genoma foi feita automaticamente pelo servidor RAST (Aziz et al.,
2008). Porém os genes relacionados a enzimas chaves de vias metabodlicas e a proteinas
relacionadas a caracteristicas importantes como a de fixacdo de carbono e nitrogénio,
metabolismo do enxofre, profagos e motilidade, foram anotados por andlise de melhor hit
bidirecional (Wolf e Koonin, 1999) baseada na homologia de sequéncias de proteinas
codificadas por eles, de acordo com a tabela abaixo (Tabela 2)

Tabela 2. Vias metabolicas a serem analisadas e suas respectivas enzimas chaves.

Ciclo do Acetil-CoA Ace(t%lﬁ:iii? ﬁ );1)lase Ca. Magnetoovum chiemensis
Formato desidrogenase
(KJR41728.1)
Acetato quinase (KJU85871.1) Ca. Magnetobacterium bavaricum
Ciclo do Acido Citrico Formil-THF sintetase
(AFA47717.1)
Metileno-THF desidrogenase
(AAW60566.1)

Ca. Magnetoovum chiemensis

Acetobacterium woodii

Gluconobacter oxydans
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Metiltransferase CheR
(KJR43151.1)

Ca. Magnetoovum chiemensis

Acetato quinase (KJU85871.1)

Ca. Magnetobacterium bavaricum

Fixacdo de Nitrogénio

Nitrogenase (KJR40989.1)

Ca. Magnetoovum chiemensis

Assimilagdo de Nitrato e Nitrito

Desaminase-like (KJR42769.1)

Desaminase (KJR41340.1)

Ca. Magnetoovum chiemensis

Ciclo de Calvin-Benson-Bassham

Ribulose-1,5-Bifosfato
carboxilase/oxigenase (subunidade
grande) (KJR41047.1)

Ca. Magnetoovum chiemensis

RubisCO (WP_052567263.1)

Ca. Magnetobacterium casensis

Ribulose-Bifostato carboxilase,
parcial (KJU84282.1)

Ca. Magnetobacterium bavaricum

Ciclo de Krebs reverso

Fumarato redutase/succinato
desidrogenase, partial
(KJU85719.1)

Ca. Magnetobacterium bavaricum

ATRP citrato liase
(WP_062482080.1)

Ca. Nitrospira inopinata

2-Oxoglutarato sintase,
subunidade KorB (BAH75369.1)

2-Oxoglutarato sintase,
subunidade KorA (BAH75368.1)

2-Oxoglutarato sintase,
subunidade KorC (BAH75370.1)

Desulfovibrio magneticus cepa
RS-1

Metabolismo central de Carbono

Acetil-CoA sintetase
(KJR41521.1)

Fosfenolpiruvato carboxicinase
(KJR41191.1)

Acetil-CoA biotina carboxil
carreador (KJR40452.1)

Ca. Magnetoovum chiemensis

Desnitrificagdo

Nitrito redutase
(WP_040333821.1)

Ca. Magnetobacterium casensis

Oxido nitroso redutase
(KJU81867.1)

Ca. Magnetobacterium bavaricum

Oxido nitrico redutase
(0OYT23964.1)

Oxido nitrico redutase
(OYT23964.1)

Metabolismo de Enxofre

Sulfato adenililtransferase
(KJR44061.1)

Cisteina sintetase (KJR41482.1)

Ca. Magnetoovum chiemensis

Dominio da proteina
fosfoadenosina fosfosulfato
redutase (KJU86684.1)

Cisteinil-tRNA sintetase
(KJU82391.1)

Ca. Magnetobacterium bavaricum

Sulfito redutase (0YT20244.1)

Nitrospira sp. UW-LDO-01

Serina O-acetiltransferase
(WP_062487074.1)

Ca. Nitrospira inopinata

Proteina da familia citocromo ¢
(ALAS59432.1)

Nitrospira moscoviensis

Citocromo tipo-c de oxidagdo de
Enxofre SoxX (WP _011713561.1)

Tiosulfohidrolase SoxB
(WP_011713557.1)

Magnetococcus marinus cepa MC-
1

Sulfito oxidase-like oxidoredutase
(WP_005010227.1)

Nitrospina gracilis

Via glicolitica

Fosfogliceromutase (KJR42382.1)

UDP-fosfato galactose

Ca. Magnetoovum chiemensis
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fosfotransferase (KJR40330.1)

. S L Lo 2-Metilcitrato sintase/citrato . .
Ciclo oxidativo do acido citrico sintase 11 (KJR40308.1) Ca. Magnetoovum chiemensis

Foram feitas andlises de homologia também para sequéncias de proteinas
codificadas pelos genes mam conservados e outros genes relacionados a biomineralizacao
no servidor RAST (Aziz et al., 2008) e foi montada uma tabela com os organismos mais
similares a sequéncia da bactéria estudada. Além disso, a organizagdo destes genes foi
avaliada, comparando-se com os resultados de outras bactérias magnetotaticas cujo
genomas estdo disponiveis (numeros de acesso das sequéncias: Ca. Magnetominusculus
xianensis cepa HCH-1: LNQRO00000000, Ca. Magnetobacterium bavaricum:
LACI01001272.1 e Ca. Magnetoovum chiemensis cepa CS-04: JZJI01000011.1).

4.7. Analise filogenética

Para preparar a arvore filogenética referente ao gene que codifica o rRNA 168, as
sequéncias da bactéria magnetotatica em estudo e de outras bactérias magnetotaticas, retiradas
do NCBI (Ostell e Kans, 1998), foram alinhadas com o programa BioEdit e a arvore foi feita
com o programa MEGA v. 7.0 (Kumar, Stecher e Tamura, 2016), utilizando o modelo de
maxima verossimilhanca e com base no melhor método indicado pelo software. A analise
filogenética das proteinas codificadas pelos genes de biomineralizagao foi realizada da mesma
forma utilizando sequéncias de referéncias disponiveis no banco de dados do NCBI (Ostell e
Kans, 1998). Para cada uma das proteinas analisadas, foi realizada uma avaliacdo no
programa MEGA v. 7.0 (Kumar, Stecher e Tamura, 2016) utilizando a ferramenta Model

Selection para escolha do melhor método a ser utilizado.

5. RESULTADOS

5.1. Morfologia

Através observacdo das amostras ambientais concentradas magneticamente foi
possivel observar apenas células ovoides se deslocando antiparalelamente ao campo
magnético em dire¢do a borda da gota(Figura 11A). A observacgdo das células ovoides por
microscopia eletronica de transmissdo mostrou a morfologia arredondada das células (Figura
11B). Devido ao fato de a célula ser espessa e eletrondensa, s6 foi possivel a observagdo de

magnetossomos em forma de ponta de langa na periferia celular, que por ser mais fina,
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permitia a passagem do feixe de elétrons e formac¢do de imagem dos mesmos (Figura 11C).
Apesar de ndo ser possivel a observacdo de todo conteudo citoplasmatico, a observagao da
distribuicdo de magnetossomos na periferia da célula sugere que esses estdo organizados em

multiplas cadeias (Figura 11C).

Figura 11. Imagens da bactéria em estudo obtidas por diferentes técnicas de microscopia. A.
Microscopia Optica por contraste interferencial diferencial de Normaski mostrando a forma
oval da célula. B. Microscopia eletronica de transmissdo de amostra em grade revestida com
formvar e carbono. C. Alta magnificagdo em microscopia eletronica de transmissao da mesma
célula em que ¢ possivel visualizar os magnetossomos ponta de lanca, indicados pelas setas
pretas.

A partir das imagens obtidas pelas técnicas de microscopia, foram feitas andlises da
distribuicdo de tamanho e fator de forma das células ovoide, bem como determinacdo da
distribui¢do e média de comprimento, largura e fator de forma dos magnetossomos.

A distribuicao do diametro das células mostrou que o tamanho das mesmas variou de
4,5 a 7,5 um, com média de 5,76 £+ 0,58 (Figura 12A; n = 199). Ja o fator de forma variou de
0,6 a 0,9, ou seja, sendo sempre menor do que 1 (Figura 12B), indicando a morfologia

ligeiramente ovoide da bactéria.
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Figura 12. Gréficos de distribuicdo de didmetro e fator de forma obtidos a partir da medida
do didmetro de células em imagens de microscopia Optica por contraste interferencial
diferencial (n = 199). A. Distribuicdo do didmetro médio, variando de 4,5 a 7,5 um. B.

Distribui¢ao do fator de forma (didmetro minimo dividido pelo didmetro maximo), variando
entre 0.6 € 0.9.

Em relagdo a morfologia dos cristais, foi visto que o comprimento dos magnetossomos
variou de 80 nm a 120 nm, com média de 102,5 =+ 3,94 nm (Figura 13A; n=17). A largura dos
cristais variou de 30 nm e 55 nm, com média de 42,5 + 6,7 nm (Figura 13B; n = 17). O fator
de forma, que ¢ a razdo entre largura e comprimento, variou de 0,3 a 0,45, sendo sempre

menor do que 1, o que caracteriza os magnetossomos como alongados.
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Figura 13. Graficos de distribuicdo de comprimento, largura e fator de forma dos
magnetossomos, obtidos a partir da medida dos cristais em imagens de microscopia eletronica
de transmissdo (n = 17). A. Distribuicdo do comprimento dos magnetossomos, variando entre
80 nm e 125 nm com média de 102,5 = 3,94 nm. B. Distribui¢do da largura dos
magnetossomos, variando entre 30 nm e 55 nm, com média de 42,5+ 6,7 nm. C. Distribui¢ao
do fator de forma (razdo entre largura e comprimento) variando entre 0,3 e 0,45.
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5.2. Analise do genoma

A tabela 3 contém as informagdes gerais do genoma da bactéria estudada, bem como
informagdes sobre os genomas de outras bactérias magnetotdticas pertencentes ao filo
Nitrospirae. Dentre os parametros utilizados, foram escolhidos os marcadores de qualidade de
montagem, como numero de contigs, tamanho do maior contig, N50 e outros. Dentre os
genomas comparados, o da bactéria em estudo ¢ o que possui o segundo menor niimero de
contigs ¢ o tamanho do maior contig esta entre os maiores, o que indica uma boa montagem.
O genoma em estudo € o que possui menos genes putativos de magnetossomo, porém possui a

maior regido correspondente 8 MAI comparada as outras bactérias da tabela.

Tabela 3. Dados gerais obtidos a partir do sequenciamento e montagem do genoma da
bactéria magnetotatica estudada. Nesta tabela, sdo descritas as caracteristicas gerais do
genoma parcial do ovoide magnetotatico encontrado em Goldstrike em comparagdo ao
genoma parcial de outras bactérias magnetotaticas do filo Nitrospirae (Kolinko et al., 2016).

Tamanho total do
genoma (Mb) 2.81 3.90 6.30 3.59
Conteudo GC (%) 45.80 40.40 47.40 45.40
Numero de contigs 188 1402 4211 152
N50* (Kb) 12.31 9.66 4.57 45.77
Tamanho do maior
contig (Kb) 145 43.15 67.96 150.22
Numero de
sequéncias 2881 4527 8277 3415
codificantes
Numero de tRNAs 17 45 69 47
Numero de copias 1 1 1 |
do operon rRNA
Tamanho total da
MAI* (Kb) 88.42 27.90 46 18.14
Numero de genes
o de 9 21 30 20
biomineralizagdo
putativos

*N50 - 50% da montagem esta em contigs maiores que este valor; MAI — IlTha do magnetossomo.

5.3 Filogenia baseada no gene que codifica o rRNA 16S

A andlise de similaridade do gene que codifica o0 rRNA 16S por BLASTn entre a
sequéncia anotada do ovoide de Goldstrike e aquelas depositadas no banco de dados mostrou
maior similaridade (91%) com as sequéncias de Ca. Magnetoovum chiemensis cepa CS-4,

espécie pertencente ao filo Nitrospirae. A andlise filogenética baseada nesse gene mostrou
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maior proximidade da bactéria em estudo com Ca. Magnetoovum chiemensis cepa CS-4
(Figura 14), assim como nas analises por BLASTn. Essas duas espécies foram agrupadas
separadamente das demais bactérias magnetotaticas afiliadas a Nitrospirae, sendo que a
similaridade méxima entre as bactérias dos dois grupos ¢ 89%, indicando que as duas espécies
pertencem a géneros diferentes. Em comparacdo as outras espécies do filo Nitrospirae mais
distantes, sendo essas MWB-1, Ca. Magnetobacterium bavaricum, M3Y-B, Ca.
Magnetominusculus xianensis cepa HCH-1, Magnetococcus sp. cepa MHB-1, Ca.
Magnetoovum mohavensis cepa LO-1, a divergéncia entre as sequencias desse gene foram de
9,2;9,7;10,4; 11; 11 e 10%, respectivamente.
% Magnetococcus sp. ndo-cultivado cepa MHB-1 (AJB63136.1)

100 Fia Magnetominusculus xianensis cepa HCH-1 (LNQR0O0000000D.1)
%0 Nifrospirae nao-cultivado cepa MY3-58 (HM454281.1)
Ca. Magnetobacterium havaricum (FP929063.1)
Nifrospirae bacterium néo-cultivado cepa MWE-1 (JNB30580.1)

98 Ca. Magnetoovum mohavensis cepa LO-1 (GU878422.1)
Ovoide de Goldstrike

76 Ca. Magnetoovum chiemensis cepa CS-04 (JX402654.1)
INJ’frospJ'rae nao-cultivado cepa HSMY-1 (GU289667.1)

100

100 | Ca. Omnitrophus magneticus cepa SKK-01 (JN412733.1)
100 Magnetospiriium magneticum cepa AMB-1 (D17514.1)
100 EMagnefospm'ﬂum gryphiswaldense cepa MSR-1 (Y10109.1)
92 L Magnetospira sp. cepa QH-2 (EUB75666.1)

Magnetococcus marinus cepa MC-1 (LOB456.1)
4,00!—7 Desuifampius magnetovaliimortis cepa BW-1 (JN252184 1)
Ca. Magnetoglobus multicellularis (EFD14726.1)

99 Desuifovibrio magneticus cepa RS-1 (AP01804)
ﬂtapmteubacteria cepa ML-1 (HQ595725.1)

i
0.050

Figura 14. Arvore filogenética baseada no gene que codifica o rRNA 16S utilizando o
método de méaxima verossimilhanca. Foi utilizado o modelo de Kimura 2-pardmetros com
distribuicdo Gamma com sitios invariantes (G+I) (Kimura, 1980). A barra de escala indica
5% de divergéncia entre as sequéncias. O nimero de acesso das sequencias esta descrito entre
parénteses ap6s o nome da espécie. Os valores de bootstrap foram obtidos a partir de 1000
réplicas.

5.4 Analises dos genes de biomineralizacio conservados

A partir de andlises de homologia para sequéncias de proteinas codificadas pelos
genes mam conservados foi montada uma tabela com os organismos mais similares a
sequéncia da bactéria estudada (Tabela 4), mostrando que o best hit para para MamA, MamB,

MamP, MamQ-I ¢ MamQII foi Ca. Magnetoovum chiemensis, para MamE e Maml foi um
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representante do filo Nitrospirae nao cultivado, para MamK foi Ca. Magnetomorum sp. cepa
HK-1, para MamM foi Ca. Magnetobacterium bavaricum e para MamQ-I foi Ca.
Magnetobacterium casensis. Além dos genes mam, apds a anotacdo automadtica no servidor
RAST, foi possivel identificar genes mad no genoma da bactéria através de andlise de
homologia, os quais estdo relacionados com a produ¢do de magnetossomos ponta de langa,
sendo estes madll (mais proximo de Ca. Magnetominusculus xianensis cepa HCH-1), mad23
(mais proximo de Ca. Magnetoovum chiemensis), mad24 (mais proéximo de Ca.
Magnetominusculus xianensis cepa HCH-1 ), mad25 (mais préximo de Ca. Magnetoovum
chiemensis), mad26 (mais proximo de Ca. Magnetoovum chiemensis), mad28-2 (mais
proximo de Ca. Magnetoovum chiemensis) e mad31 (Ca. Magnetoovum chiemensis).

Tabela 4. Tabela relacionando os best hits da andlise de homologia para sequéncias de
proteinas codificadas pelos genes de biomineralizacdo conservados por BLASTp.

Ca. Magnetoovum chiemensis o 0

MamA (KJR43885.1) 6e-35 58% 78%
Ca. Magnetoovum chiemensis o 0

MamB (KJR43883.1) 2e-157 69% 87%
Nitrospirae nao cultivado o o

MamE (AMP41544.1) 2e-170 47% 65%
Nitrospirae nao cultivado o o

Maml (AMP41562.1) 5e-23 59% 73%
Ca. Magnetomorum sp. cepa 0 o

MamK HK-1 (HPA14283.1) 3e-175 68% 85%
Ca. Magnetobacterium 0 o

MamM bavaricum (KJU84850.1) 2e-1l4 60% 78%
Ca. Magnetoovum chiemensis o 0

MamP (KJR41428.1) 3e-77 65% 75%
Ca. Magnetobacterium 0 o

MamQ-1 casensis (WP_052567105.1) 290 4% 1%
Ca. Magnetoovum chiemensis o 0

MamQ-1II (KJR43882.1) 6e-31 39% 63%

Ca. Magnetominusculus
Madl1 xianensis cepa HCH-1 8e-14 59% 61%
(KWT94827)
Mad23 Ca. Magnetoovum chiemensis 2e-101 52 98 70%
(KJR42124.1) e ’
Ca. Magnetominusculus
Mad24 xianensis cepa HCH-1 2e-21 31% 52%
(KWT94845.1)

Mad25 Ca. Magnetoovum chiemensis le-52 43.18% 949,

(KJR42126.1) o ’
Ca. Magnetoovum chiemensis o 0

Mad26 (KJR42127.1) 6e-28 33% 64%
Ca. Magnetoovum chiemensis o 0

Mad28-2 (KJR44079.1) 2e-177 61% 80%

Mad31 Ca. Magnetoovum chiemensis le-73 52% 77%
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(KJR43881.1)

Ca. Magnetominusculus
Man2 xianensis cepa HCH-1 8e-14 56% 69%
(KWT94827)

As analises filogenéticas baseadas nas sequéncias de proteinas Mam, sendo estas
MamA, MamB (Figura 15A e B), MamE, MamK (Figura 16 A e B), MamP e MamQ (Figura
17 A e B), foram feitas utilizando o melhor método para cada uma delas indicado pelo
programa MEGA. Nestas analises foi visto que apenas em relagdo a MamA (Figura 15A) e
MamP (Figura 17A) a bactéria mais préxima do ovoide em estudo ¢ Ca. Magnetoovum
chiemensis cepa CS-4, a mesma mais similar quando analisado o gene que codifica o rRNA
16S. Em relagdo a MamB (Figura 15B) a mais proxima ¢ Ca. Magnetobacterium casensis, na
analise de MamE (Figura 16A) a mais proxima ¢ Ca. Omnitrophus magneticus cepa SKK-1,
na de MamK (Figura 16B) sdo Ca. Magnetoovum chiemensis cepa CS-4 ¢ Ca .Omnitrophicus
magneticus cepa SKK-1, e MamQ sdo uma espécie do filo Nitrospirae nado-cultivada, Ca.

Magnetobacterium casensis e Ca. Magnetobacterium bavaricum.
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—:Desulfampfus magnetovallimortis cepa BW-1 (CC006710.1)
Ca. Magnetoglobus muilticellularis (ADV17394.1)

Desulfovibrio magneticus cepa RS-1 (BAH77607.1)
—:a. Magnetomorum sp. cepa HK-1 (KPA19039.1)
Magnetospira sp. cepa QH-2 (CCQ72998.1)

Magnetospirifium magneticum cepa AMB-1 (AR90856.1)
Magnetospirilium gryphiswaldense cepa MSR-1 (AVM72858.1)
Ca. Omnitrophus magneticus cepa SKK-1 (JYNY01000655.1)

Ca. Magnetoovum chiemensis cepa CS4 (KJR43885.1)
Ovoide Goldstrike
——— Ca. Magnetominusculus xiamensis cepa HCH-1 (WP _085050661.1)

Ca. Magnetobacterium casensis (AIM41317.1)
4{0& Magnetobacterium bavaricum (KJU85336.1)

Nitrospirae nao-cultivado (AMP41641.1)

Ca. Magnetobacterium bavaricum {(KJU84847.1)
Nitrospirae nao-cultivado (AMP41639.1)
Ca. Magnetobacterium casensis (AIM41319.1)
Ovdéide Goldstrike
Ca. Magnetoovum chiemensis cepa CS-4 (KJR43883.1)
Ca. Omnitrophus magneticus cepa (KJJ83153.1)
L— Ca. Magnetominuscuius xianensis cepa HCH-1 (KWT94834.1)

Magnetococcus marinus cepa MC-1 (WP_008622631.1)
Magnetospira sp. cepa QH-2 (WP_046020684.1)
Magnetospiriiflum magneticum cepa AMB-1 (WP_008622631.1)

Magnetospiriiium gryphiswaldense cepa MSR-1 (AAL09999.1)
Ca. Magnetomorum sp. cepa HK-1 (KPA19045.1)
&De:‘taproteobacteria cepa ML-1 (AFZ77014.1)

Desuifovibrio magneticus cepa RS-1 (BAH77602.1)
Desulfampius magnetovaliimortis cepa BW-1 (AET24910.1)

Ca. Magnetoglobus multicellularis (ETR64746.1)

05

Figura 15. Arvores filogenéticas baseadas nas sequéncias de proteinas MamA (A) e MamB
(B), nas quais foi utilizado o método de maxima verossimilhanga. A barra de escala esta
indicada na imagem. O numero de acesso das sequencias esta descrito entre parénteses apds o
nome da espécie estudada. Azul indica Proteobacteria, roxo indica Nitrospirae, verde indica
Omnitrophica e rosa indica a bactéria em estudo.
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A Ca. Magnetobacterium bavaricum (KJU84843.1)
Nitrospirae nao-cultivado (AMP41643.1)

Ca. Magnetobacterium casensis (AIM41315.1)
Ca. Magnetominusculus xianensis cepa HCH-1 (KWT94838.1)
Ca. Magnetoovum chiemensis cepa CS4 (KJR43878.1)

Ca. Omnitrophus magneticus cepa SKK-1 (KJJ83152.1)

Ovéide Goldstrike
_E)esu!fampius magnetovallimortis cepa BW-1 (AET24912.1)
— Ca. Magnetoglobus multicellularis (ETR64747.1)
Magnetococcus marinus cepa MC-1 (ABK44768.1)
Magnetospira sp. cepa QH-2 (CCQ72990.1)
Magnetospirilium magneticum cepa AMB-1 (WP_011383428.1)

Magnetospiriifum gryphiswaidense cepa MSR-1 (CAE12032.1)
Ca. Magnetomorum sp. cepa HK-1 (KPA19047.1)
— Deltaproteobacteria cepa ML-1 (AFX88977.1)

1 “— Desuifovibrio magneticus cepa RS-1 (BAH77599.1)

Deltaproteobacteria cepa ML-1 (AFZ77032.1)
Desulfovibrio magneticus cepa RS-1 (BAH77599.1)
Ca. Magnetominusculus xianensis cepa HCH-1 (KWT94826.1)

Ca. Magnetobacterium casensis (AIM41328.1)
Ca. Magnetobacterium bavaricum (KJU86423.1)

Nitrospirae nao-cultivado (AMP41630.1)
Ca. Magnetoglobus multicellularis (ETR64725.1)

Ovoide Goldstrike
Ca. Magnetoovum chiemensis cepa CS-04 (9KJR44083.1)

Ca. Omnitrophus magneticus cepa SKK-1 (AKN09502.1)
Desuifampius magnetovaifimortis cepa BW-1 (AET24913.1)

Magnetococcus marinus cepa MC-1 (WP_011713881.1)
Magnetospira sp. cepa QH-2 (CCQ7299.1)
[ Magnetospirilium magneticum cepa AMB-1 (WP_011383398.1)
Magnetospiriifum gryphiswaldense cepa MSR-1 (CAE12034.1)

Figura 16. Arvores filogenéticas baseadas nas sequéncias de proteinas MamE (A) e MamK
(B), nas quais foi utilizado o método de maxima verossimilhanga. A barra de escala esta
representada na imagem. O niimero de acesso das sequencias estd descrito entre parénteses
apos o nome da espécie estudada. Azul indica Proteobacteria, roxo indica Nitrospirae, verde
indica Omnitrophica e rosa indica a bactéria em estudo.

02
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Ca. Magnetobacterium bavaricum {(KJU84851.1)

Nitrospirae nao-cultivado (AMP41635.1)

Ca. Magnetobacterium casensis (AlM41323.1)

Ca. Magnetoovum chiemensis cepa CS-04 (KJR41428.1)
Ovoide Goldstrike

Ca. Magnetominusculus xiamensis cepa HCH-1 (KWT94830.1)

Delt'#)roteobacteria cepa ML-1 FgAFXEkBS-)81 .1&
Desulfovibrio magneticus cepa RS-1 (BAH77600.1)

Desulfampius magnetovaliimortis cepa BW-1 (AET24922.1)
Ca. Magnetoglobus multicellularis (ADV17397.1)

Magnetococcus marinus cepa MC-1 (ABK44755.1)

Ca. Magnetomorum sp cepa HK-1 (KPA19046.1)
Magnetospira sp. cepa QH-2 (CCQ72997.1)

Magnetospiriilum magneticus cepa AMB-1 (WP_011383401.1)

Magnetospirilium gryphiswaldense cepa MSR-1 (CAM78030.1)

Ca. Omnitrophus magneticus cepa SKK-1 (KJJ85462.1)

1

Nitrospirae nao-cultivado (AMP41608.1)
_{Ca. Magnetobacterium casensis (WP_052567105)
Ca. Magnetobacterium bavaricum (KJU84842.1)

Ovoide Goldstrike
E Desuifamplus magnetovalifimortis cepa BW-1 (AER24917 1)
Ca. Magnetoglobus multicellularis (ETR64744.1)
Ca. Omnitrophus magneticus cepa SKK-1 {(KJJ85986.1)
Deltaproteobacteria cepa ML-1 {AFX88982.1)
—:esulfovibrio magneticus cepa RS-1 (BAH77604.1)
Magnetococcus marinus cepa MC-1 (ABK44752.1)

Magnetospira sp. cepa QH-2 (CCQ72999.1)

4{—_— Magnetospirilium magneticum cepa AMB-1 (WP_083763408.1)
0,2 Magnetospirillum gryphiswaidense cepa MSR-1 (AVM72859.1)

Figura 17. Arvores filogenéticas baseadas nas sequéncias de proteinas MamP (A) e MamQ
(B), nas quais foi utilizado o método de maxima verossimilhanga. A barra de escala esta
indicada na imagem. O numero de acesso das sequencias esta descrito entre parénteses apds o
nome da espécie estudada. Azul indica Proteobacteria, roxo indica Nitrospirae, verde indica
Omnitrophica e rosa indica a bactéria em estudo.

A caracterizagdo da MAI ¢ de suma importancia para o entendimento do genoma de
bactérias magnetotaticas, tanto no que diz respeito a homologia entre sequéncias quanto a
organizag¢do dos genes (Tabela 4). Logo, a partir dos resultados da anotagcdo automatica foi
feito uma ilustragdo indicando a organiza¢ao da ilha do magnetossomo da bactéria em estudo.
O esquema foi montado seguindo Lin et al. (2017). Foi observada a organizacdo dos genes
em clusters, intercalados por proteinas hipotéticas, mad e man, diferentemente das outras
espécies que possuem outros genes inseridos na MAI. Esta organizagdo foi comparada com a
de outros representantes do filo Nitrospirae e esquematizada na figura 18, mostrando que os
genes mamA, mamB, mamE, maml, mamK, mamM, mamP e mamQ sao conservados entre os

Nitrospirae. E possivel observar que a organizacdo dos genes mam da espécie em estudo
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segue a ordem de posicionamento dos genes mam de Ca. Magnetominusculus xianensis cepa

HCH-1. Porém, os outros genes que estdo inseridos na MAI sdo diferentes.
Ca. Magnetominusculus xianensis
cepa HCH-1 (LNQR00000000) }”f »}}»N »»

Ca. Magnetobacterium
bavaricum (LACI101001272.1)

Ovdide de Goldstrike

Ca. Magnetoovum chiemensis
cepa CS-04 (JZJI01000011.1)

Qi

LEGENDA

M Genes mam M Genes mad M Genes man M Proteinas hipotéticas
Este trabalho

Figura 18. Ilustracdo indicando a organiza¢do dos genes mam de representantes do filo
Nitrospirae, sendo estes Ca. Magnetominusculus xianensis cepa HCH-1, Ca.
Magnetobacterium bavaricum, Ca. Magnetoovum chiemensis cepa CS-04 e a espécie em
estudo. Rosa indica os genes mam, laranja indica proteinas hipotéticas, azul indica os genes
mad e verde indica os genes man.

5.4 Analise do potencial metabdlico das células baseado no conteudo genético

A analise por homologia dos genes que codificam para enzimas-chave de vias
metabolicas importantes (Tabela 5) mostrou que a bactéria em estudo possui genes para as
seguintes vias: redugdo de acetil-coA, por possuir gene que codifica para acetil
descarboxilase; ciclo do 4cido citrico, por possuir gene que codifica para formato
desidrogenase e acetato quinase; fixacdo de nitrogénio, por possuir genes que codificam para
a enzima nitrogenase (nifE e nifN); ciclo de Calvin-Benson-Bassham, por possuir genes para
rubisCO, ribulose-bifosfato carboxilase e ribulose-1,5-carboxilase; Ciclo de Krebs reverso,
por possuir genes para fumarato redutase/succinato desidrogenase, 2- oxoglutarato sintase
subunidades KorA, KorB e KorC; metabolismo central de carbono, por ter genes para acetil-
COA sintetase e biotina; metabolismo de enxofre, por ter genes para sulfato adeniltransferase,
sulfito redutase, cisteinil-tRNA sintetase e cisteina sintase (Tabela 5). Genes que codificam as
demais proteinas para as quais foi realizada a busca utilizando a ferramenta de comparacao de
melhor hit bidirecional no servidor RAST (Tabela 2) ndo tiveram resultados relevantes, como

por exemplo o gene que codifica para a enzima desaminase, que possui papel na assimilacao
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de nitrato, ATP citrato liase, 2-Metilcitrato sintase/citrato sintase II, que possui papel no ciclo
oxidativo do acido citrico, Citocromo tipo-c de oxidagdo de Enxofre SoxX, que exerce fungdo
no metabolismo de enxofre e fumarato redutase/succinato desidrogenase, que participa do
ciclo de Krebs reverso.

Tabela S. Resultados da analise por homologia por melhor hit bi-direcional de genes que
codificam enzimas chave de vias metabdlicas importantes.

~ Acetil
ltlec(:?ifc(:)ge descarboxilase Ca. i\}/ﬁi Z;(;?:um 0,0 86% 93%
(KJR41451.1)
Formato
Ciclo do scid desidrogenase Ca. i\}/ﬁi Z;(;?:um 6e-39 28% 45%
1 ;’itr‘i’coc‘ 0 (KJR41728.1)
Acetato quinase Ca. Magnetobacterium 0.0 599 779
(KJU85871.1) bavaricum ’ ? ?
Fixacdo de Nitrogenase Ca. Magnetoovum o o
nitrogénio (KJR40989.1) chiemensis 0,0 9% 2%
Assimilagdo de .
. Desaminase Ca. Magnetoovum N N
nitrafo ¢ (KIR42769.1) chiemensis 0.29 28% 45%
nitrito
RubisCO Ca. Magnetobacterium 0 0
(WP _052567263.1) casensis 0.0 >1% 69%
. Ribulose-bifosfato .
Cicdo de carboxilase Ca- Magnetobacterium | ¢ g 43& 69%
v (KJU84282.1)
Benson- ;
Bassham Ribulose-1,5-
Bifosfato Ca. Magnetominusculus 0.0 539 70%
carboxilase xianensis cepa HCH-1 ’ ’ ’
(KWT95165.1)
Fumarato
redutqse/succma-to Ca. Magnetpbacterlum 4e-15 50% 67%
desidrogenase bavaricum
(KJU85719.1)
ATP citrato liase . L 0 o
(WP 062482080.1) Ca. Nitrospira inopinata 2,1 26% 51%
2-Oxoglutarato
sintase subunidade 0 o
Ciclo de Krebs KorB 8e-31 30% 49%
reverso (BAH75369.1)
2-Oxoglutarato
sintase subunidade Desulfov.zbrzo le-57 349, 50%
KorA magneticus
(BAH75368.1)
2-Oxoglutarato
sintase Izg?gmdade 3e-16 349, 50%
(BAH75370.1)
Acetil-coA
Metabolismo sintetase Ca. Magnetoovum 0,0 81% 89%
central de (KJR41521.1) chiemensis
carbono Biotina o o
(KJR40452.1) 2e-44 53% 69%
Metabolismo Sulfato Ca. Magnetoovum 0,0 87% 93%
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de enxofre adeniltransferase chiemensis
(KJR44061.1)

Sulfito redutase

. . _ 0 (V)
(OYT20244.1) Nitrospira sp. Te-11 38% 65%

Cisteinil-tRNA Ca. Magnetobacterium

sintetase bavaricum 0,0 61% 78%
(KJU82391.1)
Cisteina sintase Ca. Magnetoovum N N
(KJR41482.1) chiemensis 2e-03 40% 39%

7. DISCUSSAO

A descricdo de microrganismos ndo cultivaveis ¢ uma dificil tarefa, j& que grande
parte dos seus genomas conhecidos sdo parciais, o que gera perda de informacdo genética.
Visto a importancia destes microrganismos ndo-cultivaveis, o Comité Internacional de
Sistematica de Procariotos, em 2002 (Stackebrandt et al., 2002), estabeleceu que a condigdo
Candidatus deve ser atribuida a bactérias bem descritas, mas que ainda ndo foram cultivadas.
Dentre os requisitos para o estado Candidatus encontram-se informacdes genéticas,
morfoldgicas, caracteristicas metabolicas, estruturais, ambientais e/ou reprodutivas.

A maior parte das espécies de bactérias magnetotaticas ¢ descrita através de técnicas
independentes de cultivo. Porque este grupo necessita de uma baixa concentragdo de oxigénio
para sobreviver e crescer em cultura, e, no ambiente, vivem em ambientes com gradientes
quimicos bem definidos, o que ¢ dificil de reproduzir em laboratorio, além de outras
exigéncias metabolicas (Lins ef al., 2003). Estas caracteristicas tornam o cultivo destes
microrganismos muito dificil. A facilidade na caracterizacdo dessas bactérias ocorre devido
ao facil enriquecimento de amostras ambientais pela aplicagdo de um campo magnético
(Abreu et al., 2007; Lefevre et al., 2010; Bazylinski et al., 2013). Além disso, o grupo ainda
apresenta uma caracteristica peculiar que ¢ a biomineralizacio de magnetossomos por um
processo geneticamente controlado, que permite a especificagdo de caracteristicas inerentes a
cada espécie. Até o momento, por exemplo, todas as espécies de bactérias magnetotaticas
afiliadas ao filo Nitrospirae nao foram cultivadas em culturas de enriquecimento ou axénicas
e suas caracterizagdes foram realizadas por diferentes técnicas independentes de cultivo,
inicialmente através de técnicas de microscopia (Vali et al., 1987) e, atualmente, através do
sequenciamento parcial de genoma e analise filogenética (Jogler et al., 2010). Logo, toda a
informagdo disponivel sobre este filo se da por técnicas de microscopia, filogenia baseada em

marcadores filogenéticos, mais comumente o gene que codifica o rRNA 16S e metagenomica,
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o que mostra a grande importadncia destas metodologias no estudo de bactérias
magnetotaticas.

Comparado com outras espécies de bactérias magnetotaticas, a bactéria ovoide em
estudo possui didmetro consideravelmente maior do que a maioria das espécies de bactéria
magnetotatica ovoide descritas até o momento, se aproximando ao tamanho do organismo
multicelular magnetotatico pertencente a espécie Ca. Magnetoglobus multicellularis (Abreu et
al., 2007). A espécie em estudo ainda possui didmetro médio maior (5,76 = 0,58 um) do que
Ca. Magnetoovum mohavensis cepa LO-1, que ja era considerado um ovoide grande, com
dimensodes 3.5 (£ 0.5 um) por 2.7 £0.3 um (n = 53) (Lefévre et al., 2011c).

Até o momento bactérias magnetotaticas afiliadas ao filo Nitrospirae apresentaram
magnetossomos de magnetita com morfologia anisotropica com formato ponta-de-lancga
organizados em multiplas cadeias, como os da espécie Ca. Magnetobacterium bavaricum e de
Ca. Magnetoovum mohavensis cepa LO-1 (Figura 10) (Lefévre e Bazylinski, 2013). As
unicas excecdes sdo as bactérias magnetotaticas Ca. Thermomagnetovibrio paiutensis cepa
HSMV-1 e Magnetococcus sp. cepa MHB-1, que possui uma uUnica cadeia de cristais
anisotropicos com formato de ponta de lanca, mas esses também sdo de magnetita. Associado

com as medidas do magnetossomos, que também ndo estdo fora do conhecido, ¢ possivel

identificar que estes cristais ndo fogem dos padrdes do filo ja descritos na literatura (Tabela
6).

Tabela 6. Tabela sintetizando informacdes sobre a morfologia de espécies pertencentes ao
filo Nitrospirae ja descritos na literatura.

Ovoide de . Ponta de Nao Multiplas
Goldstrike ovoide 3,76 pm langa determinada caderi)as 102,5 nm
Ca.
Magn(.atoba- Bastonete 3-10 um Ponta de magnetita Mﬁltiplas 110-150
cterium langa cadeias nm
bavaricum
Ca. Magneto-
ovum ovoide 3,5 um Ponta de magnetita Multlplas 151 nm
mohavensis lanca cadeias
cepa LO-1
Ca.
Thermomag- Ponta de
netovibrio Vibrido 1,8 um Janca magnetita Cadeia unica 113 nm
paiutensis
cepa HSMV-1
Magnetoco- coco 2-3 um Ponta de magnetita Cadeia tinica 110 nm
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ccus sp. cepa langa
MHB-1
Ca. Nio
Magnetoovum . . Ponta de . Multiplas Nao
A . ovoide determina- magnetita - .
chiemensis langa cadeias determinado
do
cepa CS-4
Ca.
Magnetomi- Naq Ponta de . Nao Nao
nusculus coco determina- magnetita . .
. . langa determinado | determinado
xianensis cepa do
HCH-1
Nitrospirae Ponta de Multiplas
nio-cultivado ovoide 2,8 um lanca magnetita ca deli)as 116 nm
cepa MWB-1 s

Apesar de ndo ter sido realizada a microandlise de raios X para identificacdo do
mineral que compde os magnetossomos, o aspecto dessas estruturas em relacdo ao padrao
homogéneo de contraste ao longo da estrutura sugere que sdo formados por magnetita. Uma
vez que magnetossomos de greigita em geral possuem menos contraste e contraste
heterogéneo em relacdo ao contraste em toda estrutura quando observados por microscopia
eletronica de transmissdo convencional (Figura 19). Provavelmente, devido a grande
espessura da célula ndo foi possivel realizar a microanélise de raios X nas amostras de
bactérias magnetotaticas ovoides depositadas na grade de microscopia revestida com filme de
formvar e carbono. A andlise dos magnetossomos ¢ realizada em espécimes espessos, como
nos procariotos multicelulares magnetotaticos (Abreu et al., 2007) e nos flagelados
magnetotaticos (Ledo et al., 2019) quando essas células apresentam regides menos espessas
contendo os magnetossomos ou quando as células sdo lisadas apos tratamento com agua
destilada ou simplesmente por ter uma estrutura fragil que ¢ danificada durante o preparo de
amostras. No entanto, nenhum desses eventos possibilitou a observacdo de regides menos
espessas na célula ovoide, o que demonstra sua grande resisténcia ao processo de preparo de
amostra. Novas amostras estdo em processamento para microscopia eletronica de transmissao,
em que, apOs o processamento, o espécime sera seccionado em cortes ultrafinos de 60 nm e

observados por microscopia eletronica de transmissao.
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Figura 19. Imagens de microscopia eletronica de transmissdo de magnetossomos de
magnetita e greigita. A. Microscopia eletronica de transmissdo em grande aumento de cadeias
de magnetossomos de magnetita de morfologia prismatica de cocos de dgua doce. Barra de
escala referente a 200 nm. (Pdsfai et al., 2013). B. Microscopia eletronica de transmissao de
magnetossomos de greigita (setas) na espécie Ca. Magnetoglobus multicellularis. O asterisco
mostra a capsula que envolve as células do microrganismo (Lefévre et al., 2011b). Note a
diferenga no padrdo de contraste ao longo dos magnetossomos formado por magnetita (A) e
greigita (B), sendo esse mais homogéneo no caso da magnetita, enquanto que possui certa
inconstancia nos cristais de greigita (B).

Considerando a andlise dos genes de biomineralizacdo realizadas nesse trabalho,
podemos concluir que o cenario exclusivo de origem monofilética da magnetotaxia, na qual o
ancestral comum ao dominio Bacteria seria magnetotatico e que eventos de perda de genes
geraram o cendrio atual da distribuicdo dessa caracteristica, ndo ¢ sustentado. A andlise
filogenética do gene que codifica o rRNA 16S e os genes de biomineralizagdo ndo ¢
congruente, como foi observado em Lefévre ef al. (2010). Além dos genes mam, as espécies
pertencentes ao filo Nitrospirae conhecidas possuem genes mad conservados comuns a
Deltaproteobacteria (Lefévre e Bazylinski, 2013; Lefévre et al., 2013a), que também foram
encontrados no ovoide estudado.

A evolugdo da magnetotaxia ainda ¢ um topico em aberta discussdo entre os
pesquisadores que estudam bactérias magnetotaticas, divergindo opinides. Como foi
mencionado na justificativa desta monografia, o filo Nitrospirae ¢ uma linhagem ancestral
antiga no dominio Bacteria (Kolinko ef al., 2016). A hipdtese mais recente levantada sobre a
evolucdo das bactérias magnetotaticas envolve a coexisténcia entre a origem monofilética,
duplicacdo e divergéncia de genes, bem como a transferéncia horizontal de genes (Lin et al.,
2018). Os resultados da analise filogenética deste trabalho de conclusdo de curso corroboram
para esta hipotese, visto que as relagdes evolutivas obtidas a partir das analises filogenéticas

do gene que codifica o rRNA 16S e de certas proteinas Mam sdo diferentes (Figura 20),
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indicando uma possivel transferéncia horizontal de alguns genes de magnetotaxia, sem excluir
a hipdtese da evolugdo monofilética. Esta hipotese também foi abordada na discussdo do
trabalho de Kolinko e colaboradores (2016) ao encontrar as mesmas contradi¢des evolutivas
vistas neste trabalho (Figura 20).

A wet B Cc =L

Nitrospirae
HCH-1 nao-cultivado

Mcas

Cs-04

Gs- HCH-1

E F Mbav G Nitrospirae
ndo-cultivado
Nitrospirae
HCH-1 ndo-cultivado
Mbav Mcas
Mo Mcas
Nitrospiraa
o<uitivad
i Mbav

o) GS-1 Gs-1

HCH-1

Cs-04

Figura 20. Ilustracdo resumindo as relagdes filogenéticas da espécie em estudo com outras
bactérias magnetotaticas dos filos Nitrospirae e Proteobacteria. A. Ilustracdo referente a
arvore filogenética baseada no gene que codifica o rRNA 16s. B. Ilustracdo referente a arvore
filogenética baseada na proteina MamA. C. Ilustragdo referente a arvore filogenética baseada
na proteina MamB. D. Ilustragdo referente a arvore filogenética baseada na proteina MamE.
E. Ilustragdo referente a arvore filogenética baseada na proteina MamK. F. Ilustracdo
referente a arvore filogenética baseada na proteina MamP. G. Ilustracdo referente a arvore
filogenética baseada na proteina MamQ. Roxo indica bactérias magnetotaticas pertencentes
ao filo Nitrospirae. Azul indica espécies pertencentes ao filo Proteobacteria. Verde indica o
unico representante do filo Omnitrophica. Rosa é a espécie em estudo. GS-1: espécie em
estudo; BW-1:  Desulfamplus  magnetovallimortis cepa BW-1; HCH-1: Ca.
Magnetominusculus xianensis cepa HCH-1; CS-04: Ca. Magnetoovum chiemensis cepa CS-
04. Mbav: Ca. Magnetobacterium bavaricum; Ca. Magnetobacterium casensis; SKK-1: Ca.
Omnitrophicus magneticus cepa SKK-1; MWB-1: Nitrospirae ndo-cultivado cepa MWB-1;
MHB-1: Magnetococcus sp. cepa MHB-1; HSMV-1: Ca. Thermomagnetovibrio paiutensis
cepa HSMV-1; MY3-B: Nitrospirae nao-cultivado cepa MY3-B; LO-1: Ca. Magnetoovum
mohavensis cepa LO-1; Mmulti: Ca. Magnetoglobus multicellularis; MSR-1:
Magnetospirillum gryphiswaldense cepa MSR-1; AMB-1: Magnetospirillum magneticum
cepa AMB-1; ML-1: Deltaproteobacteria cepa ML-1; RS-1: Desulfovibrio magneticus cepa
RS-1; Magnetospira sp. cepa QH-2; Ca. Magnetomorum sp. cepa HK-1; MC-I:
Magnetococcus marinus cepa MC-1.
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Outro aspecto interessante ¢ que o filo Nitrospirae possui apenas uma classe, sendo
ela Nitrospira, e apenas uma ordem, sendo esta Nitrospirales (Garrity e Holt, 2001). Os dados
gerados pela arvore filogenética baseada no gene que codifica o rRNA 16S indicam a
separacdo de bactérias magnetotaticas em dois grupos, o que futuramente em uma andlise
mais detalhada pode levar a descri¢do de classes diferentes. Logo, este estudo contribui com
uma possivel realocagdo destes tdxons, ja que foram descobertas novas informacdes sobre
contetido genético do possivel metabolismo, além das informagdes obtidas pelo gene que
codifica o rRNA 16S. Lin e colaboradores (2018) utilizaram esta logica para propor o
remanejamento do filo Proteobacteria, ao utilizar diversos genes para propor novas divisdes
dentro do filo.

Além da questdo evolutiva, o filo Nitrospirae também ¢ conhecido pelo seu papel
ambiental no ciclo do enxofre e do ferro, o que também gera interesse de estudo. Como foi
visto neste trabalho, as andlises por homologia de genes que codificam para enzimas-chave
foram positivas para fixacao de carbono e nitrogénio, e também indicam um papel no ciclo do
enxofre. A fixacdo de carbono ja foi vista no filo Nitrospirae, na andlise do genoma da
espécie Ca. Magnetobacterium casensis, no qual, assim como na bactéria estudada nesta
monografia, foram encontradas evidéncias de uma possivel fixacdo de CO» (Lin et al., 2014).
A presenca desses genes indica que provavelmente a bactéria em estudo possui metabolismo
autotrofico. Tal informagdo ¢ extremamente relevante para a elaboragdo de um meio de
cultivo para tentar isolar esta espécie, objetivo que nunca foi alcangado com representantes
magnetotaticos do filo Nitrospirae. Em relagdao ao ciclo do nitrogénio, a enzima chave para
fixagdo de N, a nitrogenase, também foi detectada, sugerindo o potencial do ovoide em
questdo nesse processo bioldgico extremamente relevante nos ecossistemas. Além disso, o
potencial como fixador de nitrogénio pode auxiliar no isolamento do microrganismo em
cultura axénica, bem como o potencial de fixar CO,, uma vez que eliminaria a maior parte dos
microrganismos contaminantes. Por possivelmente fixar nitrogénio e carbono, a
caracterizacdo desta nova espécie mostra o papel das bactérias magnetotiticas como
produtoras primarias, ja que seriam microrganismos autotréficos com potencial de fixar No.
Em relagdo a participagdo no ciclo do enxofre, a deteccdo do gene que codifica a enzimas
sulfato adeniltransferase, envolvida na primeira etapa de formacao do sulfeto de hidrogénio a
partir da redu¢do do sulfato, indica que a bactéria ¢ anaerdbica e capaz de utilizar sulfato

como aceptor final na cadeia transportadora de elétrons (respiracdo). Outros genes
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relacionados a assimilagdo de enxofre pela célula também foram identificados no genoma,
como mostrado nos resultados. indicando o potencial do ovoide como redutora de sulfato
nesse ambiente.

As diferencas morfologicas entre a bactéria magnetotatica ovoide estudada nesse
trabalho, associadas a determinagdo da similaridade entre as sequencias do gene que codifica
o rRNA 168, cujo valor com a bactéria mais proxima foi de 91%, indicam que estamos
descrevendo um novo género e espécie. Uma vez que foi estabelecido que 97% ¢ o percentual
minimo para considerar duas bactérias como pertencentes a mesma espécie (Amann et al.,
1992, Stackebrandt e Goebel, 1994) e 93% ¢ o percentual minimo para considera-las do
mesmo género (Ludwig et al., 1998).

Em vista dos resultados obtidos na caracterizagdo da bactéria magnetotatica ovoide
encontrada nas fontes termais de Goldstrike e do estabelecimento da nomenclatura de
bactérias na condicdo de Canditatus pelo Comité Internacional para Sistematica de
Procariotos (Stackebrandt et al., 2002), sugerimos o nome Candidatus Magnetovoide

thermalis cepa GS-1 para essa espécie.

6. CONCLUSAO

e Foi descrita a morfologia de uma nova espécie de bactéria magnetotatica encontrada
nas fontes termais do Deserto de Mojave, Nevada, EUA. Por microscopia de contraste
interferencial diferencial foi possivel identificar células de morfologia cocoide/ovoide
respondendo ao campo magnético. Esta informacao associada as medidas da célula de
didmetro médio e fator de forma gera como conclusdo que a bactéria possui
morfologia ovoide.

e Os magnetossomos observados por microscopia eletronica de transmissdo tém
morfologia anisotropica com formato de ponta de langa com comprimento médio de
102,5 nm.

e Foi observada a presenga de genes mam organizados em cluster contendo também
genes mad e man, sendo mais uma evidéncia da sua participagdo na formacao de
magnetossomos anisotropicos.

e As andlises filogenéticas mostraram maior proximidade com a espécie Ca.

Magnetoovum chiemensis cepa CS-4 (91% de similaridade entre sequéncias que
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codifica o rRNA 16S). Ambas pertencem ao filo Nitrospirae, porém representam
diferentes géneros e espécies.

e As andlises filogenéticas do gene que codifica o rRNA 16S e das proteinas Mam
mostraram incongruéncias em relagdo a histdria evolutiva das espécies atuais, o que
reforca a hipotese da transferéncia horizontal de genes.

e Os dados morfolégicos, gendmicos e filogenéticos permitem a descricdo da nova
espécie, Candidatus Magnetovoide thermalis cepa GS-1, sendo essa uma espécie de
bactéria magnetotatica de morfologia ovoide capazes de sintetizar magnetossomos
com morfologia ponta de lan¢a organizados em multiplas cadeias e provavelmente de
magnetita. Andlise de contetido de genes indica potencial para fixagdo de carbono e
nitrogénio, além sugerir metabolismo anaerdbico baseado na reducdo de sulfato. As
andlises filogenéticas mostraram que a espécie esta inserida o filo Nitrospirae e forma

um novo género.
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