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RESUMO

LUCAS MENDES DIAS

ESTUDO MORFOLOGICO, ULTRAESTRUTURAL E FILOGENETICO DE UM ORGANISMO
MAGNETOTATICO ENCONTRADO NO RIO URURAI POR TECNICAS INDEPENDENTES DE
CULTIVO

Orientador: Pedro Ledo

Microrganismos magnetotaticas sdo um grupo de organismos que apresentam como
caracteristica comum a producdo geneticamente controlada de nanoparticulas magnéticas
envoltas por uma membrana bioldgica chamadas magnetossomos. Esses microrganismos
podem ser encontrados em diversos grupos taxondmicos; podem apresentar diferentes
composicdes da por¢do mineral dos magnetossomos, podendo ser de magnetita ou greigita;
podem apresentar diferentes modos de organizacdo dos magnetossomos no citoplasma
celular e diferentes genes envolvidos na sintese dessas nanoparticulas. Apesar dos avangos
recentes envolvendo o estudo de microrganismos magnetotaticos por técnicas independentes
de cultivo, grande parte das informagdes que temos sobre 0os magnetossomos e sua relagao
com 0s organismos magnetotaticos tem origem em estudos que utilizam representantes em
cultura que na sua grande maioria pertencem ao filo Proteobacteria. Nesse trabalho, foi
observada a predominancia de microrganismos magnetotaticos apresentando cristais
anisotropicos nas amostras coletadas no rio Ururai. Apés algum tempo com as amostras
acondicionadas no laboratorio, ficou ainda mais evidente a predominancia de bactérias
magnetotaticas com morfologia arredondada comprimento médio de 4,04um, largura média
de 3,36um, e a presenca de grande quantidade de granulos que apresentam coloracéo
dourada na microscopia Gtica e propriedades eletronlucentes em microscopia eletrénica de
transmissdo. Técnicas de sequenciamento do gene rrs e hibridizacdo in situ fluorescente
(FISH) permitiram a identificagcdo dessa bactéria, referida nesse trabalho como cepa NUR-
1, como sendo pertencente a uma nova familia da ordem Nitrospiraeles dentro do filo
Nitrospirae. Os magnetossomos presentes nessas mesmas células apresentam morfologia
anisotrépica com comprimento médio de 120nm, largura média de 41,7nm, fator de forma
médio de 0,35 e distribuicdo em multiplas cadeias localizadas préximas a membrana
citoplasmatica. Analises mais detalhadas dos magnetossomos permitiram a visualizacao de
uma membrana circundando individualmente cada magnetossomo e a inferéncia de que os
cristais magnéticos sdo de magnetita. As informacdes adquiridas nesse trabalho corroboram
uma tendéncia recente que acredita que as bactérias magnetotaticas com cristais
anisotrépicos, mais precisamente agquelas pertencentes ao filo Nitrospirae, podem ser as mais
abundantes em amostras ambientais.

Palavras-chave: microbiologia ambiental, bactérias magnetotaticas, Nitrospirae
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ABSTRACT

LUCAS MENDES DIAS

CULTURE-INDEPENDENT STUDY OF MORPHOLOGICAL, ULTRASTRUCTURAL AND
PHYLOGENETIC CHARACTERISTICS OF A MAGNETOTACTIC BACTERIA FOUND IN URURAI
RIVER

Advisor: Pedro Ledo

Magnetotactic microorganisms are a group of organisms that present as a common featuring
the genetically controlled production of magnetic nanoparticles surrounded by a biological
membrane called magnetosomes. These microorganisms can be found in several taxonomic
groups, they may present different compositions of their mineral portion of the
magnetosomes, different ways of organizing magnetosome inside the cellular body and
different genes responsible for the synthesis of these nanoparticles. Despite the recent
advances in the study of magnetotactic microorganisms by culture-independent techniques,
much of the information about magnetosomes and its relation with magnetotactic organisms
came from studies that used bacteria in culture that in their majority belong to the phylum
Proteobacteria. In this work, samples collected in Ururai river presented the majority of
magnetotactic microorganisms showing anisotropic crystals. After some time with the
collected samples conditioned in the laboratory, the predominance of magnetotactic bacteria
with a round morphology, mean length of 4.04um, mean width of 3.36um, and with
multiples granules on the cytoplasm that seams gold under the light microscope, and electron
lucent under the transmission electron microscope. A combination of rrs gene sequencing
and fluorescence in situ hybridization (FISH) allowed the identification of this bacterium,
referred in this work as strain NUR-1, belonging to a new family of the Nitrospiraeles order
within the phylum Nitrospirae. NUR-1 have anisotropic magnetosomes, with an average
length of 120nm, mean width of 41.7nm, and mean shape factor of 0.35. Magnetosomes are
organized in multiple chains located near the cytoplasmic membrane. More detailed analyses
of magnetosomes allowed the visualization of a membrane surrounding each crystal
individually, and the probable composition of the magnetic crystals being of magnetite. The
information acquired in this work corroborates a recent trend that believes magnetotactic
bacteria with anisotropic crystals, more precisely those belonging to the phylum Nitrospirae,
may be the most abundant in environmental samples.

Keywords: Environmental microbiology, magnetotactic bacteria, Nitrospirae
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1. Introducéo

1.1 Bactérias magnetotaticas: caracteristicas gerais

As bactérias magnetotaticas sao organismos capazes de responder a campos magneéticos
devido a presenca de nanoparticulas magnéticas envoltas por uma membrana bioldgica que sdo
encontradas em seu citoplasma chamadas magnetossomos (Bazylinski e Frankel,2004). Esse
grupo de bactérias foi primeiramente descoberto por Salvatore Belline que observou que esses
organismos se moviam de forma orientada em relacdo a um campo magnético aplicado (Bellini,
1963), chamado esse comportamento de magnetossensibilidade (Frankel, 2009). Em 1975, as
bactérias magnetotaticas foram redescobertas por Richard Blakemore. Em sua publicagdo na
revista Science, Blakemore relatou a presenca de bactérias que nadavam de forma ordenada em
relacdo ao campo geomagnético, além de observar pela primeira vez por microscopia eletrénica

de transmissdo 0s magnetossomos (Blakemore, 1975).

O fendmeno de motilidade flagelar associada ao alinhamento das bactérias as linhas do
campo magnético observado por Blakemore foi chamado de magnetotaxia (Blakemore, 1975).
Esse comportamento permite as bactérias magnetotaticas utilizarem o campo magnético da
Terra como guia para se deslocar de forma mais eficiente por gradientes quimicos verticais

presentes na coluna d’agua ou no sedimento (Frankel et al., 1997).

Atualmente sabe-se que além da producdo de magnetossomo, as bactérias
magnetotaticas apresentam como caracteristicas em comum: estrutura de parede celular
correspondente a bactérias Gram-negativas; apresentar metabolismo sensivel ao oxigénio,
podendo ser tanto microaerdfilas como anaerdbias; serem encontradas na coluna d’agua ou nos
primeiros centimetros da camada do sedimento em ambientes tanto de 4gua doce quanto dgua
salgada (Bazylinski e Frankel, 2004), sendo também relatada sua presenca em solos alagados
(Fassbinder, Stanjek e Vali, 1990). Bactérias magnetotaticas ja foram encontradas em ambiente
mesofilicos, mas também em ambientes alcalinos (Bazylinski e Lefévre 2013), acidicos (Abreu
et al., 2018), com altas concentragdes de sal (Abreu et al., 2007; Lefevre, 2012), temperaturas

mais elevadas (Lefévre et al., 2010) e baixas temperaturas (Abreu et al., 2016).



1.2 Magnetossomos

Os magnetossomos sao a assinatura estrutural das bactérias magnetotaticas. Duas porcdes
compdem os magnetossomos, uma por¢éo mineral representada pelo cristal magnético, e uma
porcao biolégica composta de uma bicamada lipidica rica em proteinas especificas (Peigneux
et al.,, 2016). O processo de formacdo dessas estruturas é classificado como uma
biomineralizacdo biologicamente controlada (BBC), uma vez que genes especificos presentes
no cromossomo bacteriano sdo responsaveis pela sua confeccdo (Lowestam e Weiner, 1989;
Schueler, 2008).

1.2.1 Estrutura dos magnetossomos

O cristal magnético do magnetossomo pode ter seu tamanho variando entre 35 e 120 nm
e sua composicdo de magnetita (FesO4) ou greigita (FesSs). Dentro dessa faixa de tamanho, 0s
magnetossomos sdo monodominios magnéticos, 0 que garante sua maxima e permanente
magnetizacdo (Bazylinski e Frankel, 2004). Dentre os morfotipos encontrados até o0 momento,
0s cristais de magnetita podem se apresentar como cuboctaédricos, prismaticos ou em forma de

ponta de lanca (anisotropicos), enquanto os magnetossomos de greigita sdo, geralmente,

classificados como irregulares ou pleomérficos (Bazylinski e Frankel, 2004) (Figura 1).

Figura 1. Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo de bactérias magnetotaticas mostrando as
formas de magnetossomo de magnetita. A) Magnetossomos cuboctaédricos produzidos por Magnetospirillum
gryphiswaldense cepa MSR-1 organizados em uma cadeia simples; B) Magnetossomos como morfologia
prismética organizados em Unica cadeia observados em bactéria magnetotatica nao cultivada; C) Multiplas cadeias
de magnetossomos com morfologia em ponta de langa em bactéria magnetotatica ndo cultivada. A barra de escala
indica 100 nm em todas as imagens. Retirado do acervo do Laboratério de Biologia Celular e Magnetotaxia, IMPG,
UFRJ.

Diferentes espécies de bactérias magnetotaticas sao capazes de produzir magnetossomos
de minerais ou formatos distintos. Porém na grande maioria dos casos a mesma espécie s6 é
capaz de produzir um Unico tipo de magnetossomo, sendo estes classificados como espécie-
especificos (Jogler e Schiiler, 2009). Por outro lado, espécies diferentes podem produzir cristais

com estruturas quimicas e cristalograficas semelhantes.



Quatro bactérias magnetotéaticas especificas ja foram encontradas com magnetossomos
de magnetita e greigita concomitantemente em seus citoplasmas. A primeira bactéria foi
observada em amostras ambientais coletadas em Rhode Island nos EUA, sendo capaz de alinhar
magnetossomos quimicamente diferentes em uma mesma cadeia (Bazylinski et al., 1993). A
segunda e terceira excec¢des sdo procariotos multicelulares magnetotaticos (MMPs) — do inglés
Multicelular Magnetotactic Prokaryote) encontrados na lagoa Itaipu no Rio de Janeiro (Lins et
al., 2007) e no lago Yuehu na China (Chen et al., 2015). Nesses organismos, foram
identificados cristais anisotropicos de magnetita e retangulares de greigita compondo 0s
magnetossomos. A quarta, e mais recente excecdo descoberta até 0 momento, é representada
pela Unica bactéria produtora de greigita cultivada até o momento, denominada Desulfamplus
magnetovallimortis cepa BW-1, cuja variacdo nas condi¢des de cultivo pode permitir que a

célula biomineralize cristais de magnetita ou greigita (Descamps et al., 2017).

As espécies do género Magnetospirillum tais como: Ms. magnetotacticum cepa MS-1,
Ms. gryphiswaldense cepa MSR-1, Ms. magneticum cepa AMB-1, Ms. caucaseum, Ms.
Marisnigri e Ms. Moscoviense, produzem uma Unica cadeia de magnetossomos de magnetita
de morfologia cuboctaédrica (Pésfai, Kasama e Dunin-Borkowski, 2007; Diziuba et al.,2016)
(Figura 1A). Os vibrides (Figura 2A) e cocos magnetotaticos (Figura 2B) costumam apresentar
cristais de magnetita com morfologia alongada, classificada como prismatica ou pseudo-
hexagonal-prismatica (Posfai, Kasama e Dunin-Borkowski, 2007; Williams et al., 2012)
(Figura 1B), como descrito para as espécies Mv. blakemorei cepas MV-1 (Bazylinski, Frankel
e Jannasch, 1988), MV-2 e MV-4 (Meldrum et al. 1993a), Magnetococcus. marinus cepa MC-
1 (Meldrum et al., 1993b; Bazylinski et al., 2013a), Mf. australis cepa IT-1 (Morillo et al.,
2014) e nos cocos nao cultivados encontrados na China (Zhang et al., 2012) e na lagoa de Itaipu
(Farina et al., 1994). Os cristais ponta de lanca (anisotropicos) encontrados até 0 momento sdo
todos compostos de magnetita (Figura 1C), com a exce¢do de dois individuos que foram
caracterizados contendo cristais anisotropicos de greigita (Wender et al., 2009 ; Posfai et al.,
1998). Os cristais com essa morfologia podem ser encontrados em representantes do filo
Nitrospirae, como Ca. Magnetoovum mohavensis cepa LO-1 e Ca. Thermomagnetovibrio
paiutensiscepa HSMV-1 (Lefévre et al., 2011c), assim como em representantes da classe
Deltaproteobacteria, como os MMPs caracterizados até o momento (Lins et al. 2007; Wenter
et al., 2009; Zhou et al., 2012) e D. magneticus cepa RS-1 (Sakaguchi et al., 2002).



Figura 2. Diversidade morfolégica de bactérias magnetotaticas. Os magnetossomos séo visualizados como
inclusdes eletrondensas no interior das bactérias. A) Vibrido (Magnetovibrio blakemorei cepa MV-1); B) Cocos
(bactéria ndo cultivada observada em amostra coletada do ambiente); C) Espirilo (Magnetospirillum magneticum
cepa AMB-1) e D) Bacilo (bactéria ndo cultivada observada em amostra coletada do ambiente). Barra de escala
correspondente a 1 pm em todas as imagens. Retirado do acervo do Laboratério de Biologia Celular e
Magnetotaxia, IMPG, UFRJ.

1.2.2  Aspectos genéticos relacionados com magnetossomos

A biomineralizacdo dos magnetossomos é um processo regulado a nivel genético,
existindo um conjunto de genes especificos que influenciam diretamente o tamanho, a forma e
a composicdo dos magnetossomos (Bazylinski e Frankel, 2004). Dentre esses, genes das
familias mam (do inglés magnetosome membrane) e mms (do inglés magnetic particle
membrane specific) estdo presentes em todas as bactérias magnetotaticas analisadas até o
momento (Uebe e Schiiler, 2016), sendo as familias de genes envolvidos na magnetotaxia mais
estudados. Além desses, outros genes associados a biomineralizacdo de magnetossomos
também j& foram descritos, sendo esses restritos a alguns grupos especificos de bactérias
magnetotaticas, como os genes mad (do inglés magnetosome associated Deltaproteobacteria),
descritos inicialmente em Deltaproteobactérias (Lefevre et al., 2013a), e 0os genes man (do
inglés magnetosome genes in Nitrospira) (Lin et al., 2014a). A funcdo especifica e a regulacdo
dos genes mad e genes man ainda ndo foram completamente esclarecidas, principalmente pelo
fato de estarem, em sua maioria, presentes em bactérias magnetotaticas ndo cultivadas. (Lefévre
etal., 2013a; Lin et al., 2017)

Em trabalhos realizados com quatro espécies de bactérias magnetotaticas pertencentes
a classe Alphaproteobacteria, foram observados 28 genes especificamente relacionados com o
fenotipo magnetotatico (Richter et al., 2007). Nas espécies dos géneros Magnetospirillum e
Magnetovibrio, grande parte dos genes responsaveis peloprocesso de BBC estdo organizados



em quatro operons (mamAB, mamXY, mms6 e mamGFDC). Nesses géneros, esses operons
estdo agrupados em uma regido do genoma com caracteristicas similares as ilhas genémicas
presentes em cromossomos bacterianos, sendo entdo denominada ilha do magnetossomo (MAI
— do inglés Magnetosome Island) (Ulrich et al., 2005; Jogler et al., 2009). Porém, 0s mesmos
genes responsaveis pelo processo de biomineralizagcdo em outras espécies, como Mc. marinus
cepa MC-1 (Schiibbe et al., 2009) e Magnetospira sp. cepa QH-2 (Ji et al.,2014), ndo estdo

organizados em uma estrutura similar as das ilhas gendmicas.

Andlises do sequenciamento total ou parcial do genoma de bactérias magnetotaticas
isoladas em cultura e provenientes de amostras ambientais levaram ao mapeamento de diversos
genes responsaveis pela formacdo da cadeia de magnetossomos em 15 espécies bacterianas até
o momento (Leféevre e Long-Fei, 2013; Lin et al., 2014b; Lin e Pan, 2015). Destas espécies,
Ms. magneticum cepa AMB-1 e Ms. gryphiswaldense cepa MSR-1 sdo as mais estudadas
devido a facilidade de cultivo e desenvolvimento de um sistema genético, servindo de modelo
para a compreensdo do processo de formacdo dos magnetossomos (Scheffel et al., 2006; Murat
etal., 2012).

1.2.3 Formacgéo dos magnetossomos

A producdo de magnetita em bactérias magnetotaticas € um processo complexo e conta
com inumeras etapas ainda ndo claramente descritas. O processo de biomineralizacdo de
greigita por esses organismos é ainda menos compreendido, principalmente pela escassez de
bactérias magnetotaticas produtoras de greigita cultivaveis (Uebe e Schiller, 2016; Abreu et al.,
2011).

O inicio do processo de formacdo dos magnetossomos se da pelo recrutamento de
proteinas especificas para uma regido determinada da por¢cdo interna da membrana
citoplasmatica bacteriana (Komeili, 2007). Concomitantemente ao recrutamento, esta porcao
da membrana sofre alteracbes conformacionais que permitem uma invaginacdo em direcdo a
porcdo citoplasmatica da celula (Komeili et al., 2006). Estudos feitos na espécie Ms.
magneticum cepa AMB-1, mostraram que 0s genes que codificam as proteinas responsaveis
pelo recrutamento de proteinas especificas e pela estruturacdo da vesicula estdo presentes no
operon mamAB (Arakaki, Webb e Matsunaga, 2003). A vesicula formada teria em sua
superficie o conjunto de proteinas necessarias para iniciar o processo de biomineralizacao

propriamente dito (Komeili et al., 2004; LohRe et al., 2011). Apos a sua formagéo, a vesicula é



ancorada por proteinas presentes na sua superficie, em especial a proteina MamJ no género
Magnetospirillum (Scheffel et al., 2006), em um filamento proteico presente no citoesqueleto
bacteriano composto predominantemente pela proteina MamK, uma proteina de estrutura
similar a actina, bem caracterizada em Ms. magneticum cepa AMB-1, e conservada em todas
as bactérias magnetotaticas identificadas até o momento (Komeili et al., 2006). Esse
ancoramento é fundamental para o alinhamento dos magnetossomos em cadeia no interior da

célula e para um bom funcionamento do movimento magnetotatico (Faivre et al., 2010).

O processo de nucleacdo dos cristais se inicia a partir do momento em que a vesicula
do magnetossomo estd formada, coexistindo em uma mesma cadeia magnetossomos com
diferentes graus de desenvolvimento (Komeili et al., 2004). Um estudo de 2011, que utilizou
a cepa MSR-1 da espécie Ms. gryphiswaldense, indicou que as proteinas necessarias para o
inicio do processo de nucleacéo dos cristais também estdo presentes no operon mamAB, sendo
a expressdo deste operon fundamental e suficiente para criar as condi¢es necessarias para o
inicio do processo de desenvolvimento da por¢cdo mineral dos magnetossomos (LohRe et al.,
2011). Como etapa final do processo, a maturacdo do magnetossomo ocorre sobre influéncia
de proteinas situadas, tanto na membrana do magnetossomo (Murat et al., 2010), quanto na
propria superficie do cristal em desenvolvimento (Arakaki, Webb e Matsunaga, 2003). Um
exemplo € a proteina Mms6 que auxilia no controle da morfologia dos cristais em formagéo,
sendo vital para a sintese correta das faces cristalograficas na espécie Ms. magneticumcepa cepa
AMB-1 (Tanaka et al., 2011). A maioria dessas proteinas responsaveis pelo controle de
tamanho e forma, vitais para a preservacdo das propriedades magnéticas destas particulas, sdo
expressas pelos genes presentes nos outros trés operons: mms6, mamGFDC e mamXY na
espécie Ms. gryphiswaldense cepa MSR-1 (Scheffel et al., 2008).

Ao término do processo de biomineralizacdo, magnetossomos maduros sdo alinhados
no citoplasma bacteriano formando uma ou multiplas cadeias encontradas na por¢édo central da
célula alinhada longitudinalmente & mesma, na maioria dos casos. Ao se alinharem, os
momentos magnéticos dos cristais se orientam de forma paralela uns aos outros na direcdo da
cadeia (Frankel, 1984). Nesta configuracéo, a cadeia de magnetossomos possui um momento
de dipolo magnético permanente (Frankel, 1984, Prokscha et al., 1995). Ao serem somados, 0s
momentos magnéticos de cada particula funcionam em conjunto como uma Unica barra
magnética com um polo sul e um polo norte, 0 que garante a otimizacdo do momento magnetico
da célula, possibilitando a orientacdo do corpo celular bacteriano em relacdo ao campo

geomagnético ou um campo aplicado (Frankel, 1984; Hanzlik, Winklhofer e Petersen, 2002).



1.3 Diversidade filogenética e morfoldgica das bactérias magnetotaticas

O termo bactéria magnetotatica ndo apresenta nenhum valor filogenético, sendo esse
grupo caracterizado por uma grande diversidade tanto morfoldgica quando filogenética. O
morfotipo de bactérias magnetotaticas observado de forma mais rotineira em coletas de
amostras ambientais sdo cocos (Figura 2B) que se deslocam em alta velocidade (Spring e
Bazylinski, 2000). No entanto, bastonetes (Figura 2D), vibrides (Figura 2A), espirilos (Figura
2C) também sédo facilmente observados nessas amostras (Figura 2). Com menor frequéncia,
procariotos multicelulares magnetotaticos (MMPs) também sdo morfotipos frequentemente
observados, na maioria das vezes em amostras provenientes do sedimento (Farina et al., 1993;
Abreu et al., 2004; Ledo et al., 2018; Chen et al., 2016).

Quanto a filogenia, as bactérias magnetotaticas estdo distribuidas nos filos Nitrospirae,
Proteobacteria (Bazylinski e Frankel, 2004) e no filo Candidatus Omnitrophica (Kolinko et al.,
2016). Analises de metagendmica de amostras provenientes do lago Sakinaw (Canada) sugerem
a presenca de bactérias magnetotaticas pertencentes ao filo Latescibacteria, entretanto, ndo ha
dados sobre o comportamento magnetotatico ou presenca de magnetossomos em bactérias

pertencentes a esse filo (Lin e Pan, 2015).

Apesar de serem facilmente encontradas no ambiente, poucos representantes do grupo
de bactérias magnetotaticas foram isolados em cultura pura até 0 momento. Todas as espécies
formalmente descritas, assim como grande parte das bactérias caracterizadas a nivel
filogenético pertencem ao filo Proteobactéria. A classe Alphaproteobacteria acumula o maior
nimero de organismos magnetotaticos em cultura (Uebe e Schiler, 2016). Na ordem
Magnetoccocales sdo encontrados os coccus de agua salgada Magnetococcus marinus cepa
MC-1 (Bazylinski et al., 2013a), Magnetococcus massalia cepa MO-1 (Lefévre et al., 2009) e
Magnetofaba australis cepa IT-1 (Morillo, et al., 2014). Nessa mesma classe na ordem
Rhodospirillales, estdo incluidos os espirilos de agua doce (Figura 2C) isolados em cultura que
pertencentes ao género Magnetospirillum: Ms. magneticum cepa AMB-1, Ms. magnetotaticum
cepa MS-1, Ms. gryphiswaldense cepa MRS-1 (Williams et al., 2012), Ms. caucaseum, Ms.
marisnigri, Ms. moscoviense (Diziuba et al., 2016) e Ms. aberrantes (Gorlenko et al., 2011).
As espécies marinhas cultivadas Magnetovibrio blakemorei cepa MV-1 (Bazylinski et al.,
2013b) (Figura 1A), Magnetospira thiophila cepa MMS-1 (Williams et al., 2012) e
Magnetospira sp. cepa QH-2 (Ji et al., 2014).



A classe Deltaproteobacteria inclui poucas bactérias magnetotaticas isoladas em cultura.
Na ordem Desulfovibrionales esta presente a bactéria Desulfovibrio magneticus cepa RS-1
(Sakaguchi et al., 2002) que tem como caracteristica a producdo de uma outra organela rica em
ferro além dos magnetossomos, denominada ferrossomo (Byrne et al., 2010). Outra ordem
pertencente a esta classe que apresenta bactérias magnetotaticas cultivadas é a
Desulfobacterales, temos Desulfamplus magnetovallimortis cepa BW-1, e a cepa SS-2 como
principais representantes. Nessa mesma ordem, encontram-se ainda os MMPs, descritos como
um agregado de 10 a 60 células bacterianas idénticas geneticamente que se movimentam como
uma unidade e apresentam um ciclo de vida inteiramente multicelular (Keim et al., 2004a; Lins
e Farina, 1999; Abreu et al., 2006). Até 0 momento ndo foi relatado o isolamento de nenhum
representante desse grupo em cultura pura. Contudo, diversos MMPs ja foram caracterizados
em nivel molecular e ultraestrutural, sendo descritos na condi¢do de Candidatus, como por
exemplo: Ca. Magnetoglobus multicellularis (Abreu et al., 2007), Ca. Magnetomorum litorale
(Wenter et al., 2009), Ca. Magnetananas tsingtaoensis (Zhou et al., 2012), Ca. Magnetananas
rongchenensis (Chen et al., 2015; Ledo et al., 2018) e Ca.Magnetananas drummondensis (Chen
etal., 2016).

Ainda sdo poucas as bactérias magnetotaticas descritas na classe Gammaproteobacteria.
Atualmente ha duas cepas isoladas em cultura pura (BW-2 e SS-5) (Lefévre et al., 2013a) e
algumas cepas identificadas através de analises moleculares na China (Wang et al., 2013)

alocados nessa classe filogenética. Contudo, pouco se sabe a respeito desses individuos.

Atualmente, muitos trabalhos vém revelando que a diversidade filogenética de
organismos magnetotaticos ainda é subestimada. Abreu et al., 2018 realizaram, recentemente,
a caracterizacdo da primeira bactéria magnetotatica pertencente a classe Betaproteobactéria,
enquanto Lin et al.,, 2018 levantaram evidéncias genbmicas da presenca de bactérias

magnetotaticas nas classes Zetaproteobacteria e Candidatus Lambdaproteobacteria.
1.3.1 Bactérias magnetotaticas do filo Nitrospirae

Bactérias pertencentes ao filo Nitrospirae sdo conhecidas pela sua capacidade de realizar
a oxidacdo do nitrito, tendo um papel fundamental no ciclo do nitrogénio, permitindo a
realizacdo da nitrificacdo (Koch et al., 2015), existindo ainda alguns individuos capazes de
realizar o processo de nitrificagcdo completo, oxidando aménia a nitrato (van Kessel et al., 2016).

Representantes desse filo ja foram encontrados em praticamente todos os ecossistemas, desde



ambientes terrestres (Pester et al., 2014) até ambientes aquaticos (Lin et al., 2014; Qian et al.,
2019), locais pristinos (Jogler et al., 2010) ou com influéncia antropoldgica (Wagner et al.,
2002). Até o momento, poucos representantes do filo Nitrospirae foram isolados em cultura,
sendo as técnicas de enriquecimento de amostras ambientais fundamentais para o estudo desses
individuos (Blackburne et al., 2007; Off et al., 2010). Devido a facilidade da concentracdo
magnética dos organismos magnetotaticos, através de técnicas independentes de cultivo, foi
possivel a caracterizacdo de diversas espécies de bactérias magnetotaticas pertencentes ao filo
Nitrospirae. A espécie Ca. Magnetobacterium bavaricum foi a primeira bactéria magnetotatica
desse filo a ter sequéncias do gene que codifica 0 RNAr 16S recuperadas de amostras
ambientais (Spring et al.,1993). Esta bactéria tem um formato de bastonete e tem como
diferencial o seu grande tamanho (6 a 10um), e o grande numero de magnetossomos
anisotrépicos de magnetita no seu interior (podendo chegar a mais de 1000) organizados em
multiplas cadeias condensadas no eixo longitudinal da célula (Jogler et al., 2010; Jogler et al.,
2011).

Outras bactérias magnetotaticas pertencentes ao filo Nitrospirae encontradas em
amostras ambientais até 0 momento incluem: Ca. Magnetobacterium casensis cepa Mcas (Lin
et al., 2014a), Ca. Thermomagnetovibrio paiutensis cepa HSMV-1 (Lefévre et al., 2010), Ca.
Magnetoovum mohavensis cepa LO-1, cepa CS-4 e cepa MWB-1 (Lefévre et al., 2011%; Lin et
al., 2014). Até pouco tempo, todos os representantes magnetotaticos desse filo apresentavam o
mesmo morfotipo de bastonetes alongado, sendo a cepa LO-1 o primeiro representante desse
grupo a ser caracterizado com o formato arredondado (Lefévre et al., 2011). Mais tarde outro
representante esférico foi caracterizado, a cepa MWB-1 isolada na China (Lin et al., 2014).
Ambas as células que apresentam o morfotipo arredondado também apresentam um tamanho
grande (entre 3 e 4um) e maltiplas cadeias de cristais anisotropicos de magnetita (4 a 7) também

dispostas na porc¢do central da célula (Lefévre et al., 2011; Lin et al., 2014).

Até recentemente, todas 0s representantes magnetotaticos pertencentes ao filo
Nitrospirae haviam sido recuperados de locais com baixa salinidade (Spring et al., 1993; Flies
etal., 2005; Lefevre et al., 2011; Lin et al., 2012a; Lin et al., 2012b). No inicio desse ano, Qian
e colaboradores identificaram duas novas espécies de bactérias magnetotéaticas pertencentes ao
filo Nitrospirae em um ambiente marinho (Qian et al., 2019). Nomeadas como cepas BGC e
WGC, esses organismos apresentam formato arredondado com tamanhos entre 3 e 5 um e
maultiplas cadeias de magnetossomos anisotropicos aparentemente de magnetita distribuidos na

periferia do citoplasma (Qian et al., 2019).
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2. Justificativa

Apols 40 anos da descoberta dos primeiros microrganismos magnetotaticos, muitas
informacdes a respeito da estrutura celular, e do processo de formacdo e organizacdo dos
magnetossomos foram reveladas. Porém, muitas dessas informacGes sdo baseadas pela
observagdo de um namero limitado de representantes desse grupo que séo filogeneticamente
muito proximos e fisiologicamente semelhantes. Os avancos das técnicas independentes de
cultivo foram cruciais para revelar um panorama mais abrangente da diversidade tanto
filogenética e metabodlica (através de técnicas moleculares) quanto ultraestrutural (através de
técnicas de microscopia).

Trabalhos recentes baseados em anélises moleculares de amostras ambientais revelaram
a possivel existéncia de microrganismos magnetotaticos pertencentes a classes e filos em que
esses organismos nunca foram antes observados. Acreditamos que o avango na observacao e
caracterizacdo da morfologia e ultraestrutura desses novos microrganismos possibilite o
descobrimento de novas estruturas e processos de organizacdo celular inéditos em
microrganismos magnetotaticos que possam auxiliar no entendimento do processo de

biomineralizacdo e compartimentalizacdo em microrganismos de forma geral.
3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Classificar filogeneticamente e caracterizar de forma ultraestrutural e morfologica uma
bactéria magnetotatica encontrada no rio Ururai em Campos dos Goytacazes no Estado do Rio

de Janeiro através de técnicas independentes de cultivo.

3.2 Objetivos especificos

Observacéo da diversidade morfologica de organismos magnetotaticos encontrados em
amostras coletadas no rio Ururai.

Classificacdo filogenéetica e correlacdo entre dados filogenéticos e morfoldgicos
relacionados ao grupo de bactérias magnetotaticas mais abundante em amostras coletadas no
rio Ururai.

Caracterizacdo morfologica e ultraestrutural do grupo de bactérias magnetotaticas mais

abundante em amostras coletadas no rio Ururai e seus magnetossomos.
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4. Metodologia

4.1 Coleta e concentracdo de bactérias magnetotaticas

As amostras ambientais foram coletadas rio Ururai em Campos dos Goytacazes, Rio
de Janeiro, Brasil (21°45'30.5"S 41°28'38.4"0). Por¢des de sedimento e dgua do local foram
coletadas em recipiente plastico em uma proporcéo de 2:1 (sedimento / agua) e encaminhadas
para o laboratdrio, onde foram armazenadas por um tempo aproximado de 3 meses em
temperatura ambiente, sendo utilizados para diversos experimentos durante esse periodo. A
concentracdo magnética foi realizada da mesma forma descrita em (Lins et al. 2003). De forma
breve, 0 sedimento e a 4gua de cada amostra foi misturado com o auxilio de uma espatula e,
entdo, um ima foi fixado com uma fita adesiva na parte lateral do recipiente a aproximadamente
1 cm acima da regido correspondente a interface dgua/sedimento com a porcao referente ao
polo norte do iméd em contato com o frasco. Apds 30-40 minutos o material localizado proximo
ao ima em cada recipiente contendo a amostra foi retirado com uma pipeta Pasteur e transferido
para um tubo de polipropileno de 50 ml. Nesse tubo, o processo de concentracdo magnética foi
realizado mais uma vez, conforme descrito anteriormente e o material concentrado foi
transferido para um tubo de polipropileno de 1,5 ml. Caso necessario, esse material foi
submetido a uma etapa de lavagem, realizada pela adicao de dgua do local de coleta filtrada em

filtro 0,22 um apos a repeticdo do processo de concentracdo magnética.

4.2  Amplificacdo do gene rrs

Para a realizacdo das técnicas moleculares com o intuito de observar a diversidade
filogenética, as amostras foram concentradas magneticamente, como descrito no tépico anterior
e colocadas em 10 pl de tampdo Tris-EDTA (TE) com pH 7,2 para serem armazenadas a -20°C
até 0 momento do seu uso. As amostras foram descongeladas e submetidas a amplificacdo do
gene que codifica a subunidade ribossomal 16S (rrs) pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), utilizando iniciadores 27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1492R (5’-
TACGGHTACCTTGTTACGACTT-3") (Lane, 1991). Cada reacéo foi preparada em tubos de
polipropileno de 600 pl contendo: 1 pl de amostra, 20 pmol de cada um dos iniciadores, 25 pl
da solucdo Green master mix (Promega) e 4 ul de agua Milli-Q estéril. Apos o preparo do mix,

as condig¢Oes programadas para a reagdo foram: 94°C por 5 min; 35 ciclos de 94°C por 30s,
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50°C por 30s, e 72°C por 45s; e uma etapa final de inativacdo da enzima polimerase a 72°C por

10 min.

O resultado da reacéo foi atestado pela aplicacao de 3 pl do produto da PCR em um gel
contendo agarose a 1% e 3 pl de SYBR (Invitrogen) feito em 30 ml de tampé&o Tris-Acetato-
EDTA (TAE) pH 8,0. O gel contendo a amostra foi submetido a 80V por 30 min submerso em
TAE. A visualizagdo do produto da PCR no gel foi realizada com o auxilio de um trasluminador

L-Pix (Loccus Biotecnologia)

4.3 Clonagem, sequenciamento e analise filogenética

Apos a confirmacdo da amplificacdo do gene rrs, os amplicons foram purificados com
o0 kit Wizard PCR purification (Promega) e clonados na cepa competente DH5a da espécie
Escherichia coli utilizando o kit pGem-T Easy vector (Promega) conforme as orientacdes dos
fabricantes. Os clones obtidos foram sequenciados através do servigo de sequenciamento

oferecido pela empresa Macrogen.

Sequéncias de genes rrs de outras bactérias foram adquiridas para serem utilizadas como
referéncia a partir de buscas comparativas utilizando a ferramenta online BLAST-N (Altschul
et al., 1990). As sequéncias de referéncia e as sequéncias recuperadas apds o0 sequenciamento
foram alinhadas utilizando a ferramenta ClustalWw Multiple Alignment do programa Bioedit
(Hall, 1999). A anélise filogenética foi representada por dendogramas desenvolvidos no
programa MEGA 7.0 (Tamura et al., 2013) utilizando o método de méaxima verossimilhanca

(Saitou e Nei, 1987) com o valor de bootstrap sendo calculado com base em 1000 réplicas.

4.4 Hibridizacao fluorescente in situ (FISH)

Utilizando as sequéncias recuperadas apds o sequenciamento dos clones na etapa
anterior, uma sonda especifica baseada na sequéncia do gene rrs recuperada em maior nimero
foi desenhada, nomeada NUR-1, e encaminhada para sintese e marcagdo com o fluoréforo
Alexa 488 pela empresa Invitrogen (5° -GGAAACTGCCAGCGATAAGCT- 37). Para a
realizacdo da hibridizacdo in situ, as bactérias magnetotaticas foram concentradas como
descrito anteriormente, e fixadas em uma solucéo de etanol/PBS nas proporc¢des 1:1. A reagédo

de hibridizacg&o in situ foi executada conforme descrita por Pernthaler et al.(2001). Apds a etapa
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de lavagem, a ldmina contendo a amostra foi coberta com uma laminula e observada em um

microscopio Axiolmager D2 (Zeiss — Alemanha), equipado com um sistema de fluorescéncia.

4.5 Microscopia Gtica

Para a deteccdo e caracterizacdo morfoldgica de microrganismos magnetotaticos,
aproximadamente 10 pl da amostra ambiental magneticamente concentrada como descrito no
topico 5.1, foram adicionados em uma laminula que foi posicionada sobre um anteparo de
borracha localizado em cima de uma lamina de vidro para microscopia. Essa montagem da
amostra permitiu a observacdo dos microrganismos magnetotaticos em um microscopio optico
pela técnica de gota pendente (Wenter et al., 2009). Para a visualizagdo, foi utilizado os
microscopios Axiolmager D2 (Zeiss) e AxioPlan (Zeiss), ambos equipados com uma camera
AxioCam MRc (Zeiss). Para verificacdo do comportamento magnetotatico, um ima foi

colocado ao lado da lamina contendo a amostra, sendo esse invertido periodicamente.

4.6 Microscopia eletrénica de transmissao

A observacdo de bactérias magnetotaticas inteiras foi realizada a partir de uma aliquota
de 10 pl da amostra concentrada magneticamente depositada em grades de cobre revestidas
previamente com filme de Formvar e carbono. Apoés trés minutos, foi retirado o excesso de
amostra com um papel de filtro. As grades, foram observadas em um microscépio eletrénico de

transmissdo Morgagni (FEI) operado com voltagem de aceleragdo de 80 kV.

Amostras provenientes de coletas anteriores do mesmo local de estudo, foram
previamente incluidas em resina PoliBed 812 (TedPella), cortadas em um ultramicrotomo
(Leica) e contrastadas conforme descrito em Ledo et al., 2017. No presente trabalho imagens
desses cortes foram adquiridos por uma camera digital Megaview (Olympus) acoplada a um
microscopio eletronico de transmissdao Morgagni (FEI) operando com voltagem de aceleracéo
de 80kV.

4.7 Microscopia eletrénica no modo transmissao-varredura e microanalise

As amostras utilizadas para a realizacdo dessas técnicas foram preparadas da mesma
forma descrita para a observacdo de células inteiras na microscopia eletrénica de transmissao

convencional. As grades contendo a amostra foram observadas em um microscopio eletrdnico
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de transmisséo Titan (FEI) equipado com um detector de campo escuro anular, capaz de geral
imagens de contraste Z no modo transmissdo-varredura, permitindo a observacdo dos
magnetossomos mesmo no interior das células mais espessas. A microandlise dos
magnetossomos foi realizada através da ferramenta line-scan (do inglés - escaneamento por
linha) no mesmo microscépio, utilizando um sistema de quatro detector SDD capaz de realizar
a analise de espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS).

4.8 Medidas e analises estatisticas

As medidas de comprimento e largura dos magnetossomos e das células foram
realizadas no programa iTEM (Olympus). Os valores de comprimento (C) e largura (L) dos
cristais foram obtidos a partir das medidas de diametro maximo e diametro minimo,
respectivamente. O fator de forma foi definido como a razdo entre a largura e 0 comprimento
(L/C). Os gréficos e as andlises estatisticas dos dados foram realizados no programa Prism 6.0
(GraphPad)

5. Resultados

5.1 Bactérias magnetotaticas presentes no rio Ururai

Apos realizar o procedimento de concentragdo magnética nas amostras coletadas no rio
Ururai, foi observada uma grande diversidade de bactérias magnetotaticas presente, com
destaque especial para algumas células com formato arredondado e tamanho elevado e algumas
outras células em formato de bastdo de menor tamanho (Figura 3A). A analise por microscopia
eletronica de transmissdo revelou que os microrganismos magnetotaticos de formato alongado
apresentavam em sua grande maioria cristais anisotrépicos, porém pode ser notada uma grande
diversidade na forma em que esses organismos organizam a suas cadeias de magnetossomos.
Alguns individuos de menor tamanho apresentam uma Unica cadeia de magnetossomos
anisotropicos (Figura 3B-C), enquanto outros de tamanho médio apresentam duas cadeias
curtas paralelas umas as outras (Figura 3D-E) e outras células de tamanho maior, apresentam
maultiplas cadeias de cristais anisotropicos distribuidas ao longo do eixo maior da célula

bacteriana percorrendo todo o espaco citoplasmatico (Figura 3F-G).
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Figura 3. Diversidade morfolégica de bactérias magnetotatica em amostra do rio Ururai. A) Imagem
utilizando DIC da diversidade morfoldgica encontrada em amostras coletadas no rio Ururai apds concentragdo
magnética. B) MET de bactérias magnetotatica com formato alongado presente na amostra com magnetossomos
anisotropicos no seu interior (C). D) Bactéria magnetotatica com formato de bastdo apresentando duas cadeias de
cristais anisotropicos no seu interior (E). F) Bactéria magnetotatica com morfologia alongada e grande tamanho,
com multiplas cadeias de magnetossomos anisotropicos no seu interior (G).

Trinta dias ap0s a coleta das amostras, foi realizada uma nova concentracdo magnética
para a concentracdo de bactérias magnetotaticas. Nessa nova concentracdo pudemos observar
que a concentracao das células com formato arredondado havia aumentado, chegando a uma
proporcao de 40/1 em comparacdo com as células com formato de bastéo (Figura 4A). Dentre
as bactérias magnetotaticas com formato arredondado, um morfotipo chamava mais atengdo na
amostra. Células com um comprimento medio de 4,04 um (DP=0,47 pm; n=52 células) e
largura de 3,36 um (DP=0,38 pm; n=52 ceélulas), apresentando diversas inclusées no seu

interior que as deixavam com uma coloragdo dourada (Figura 4A). Andlises iniciais por
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microscopia eletrdnica de transmissdo mostraram a presenca de mdultiplas cadeias de

magnetossomos anisotrépicos distribuidas pelo corpo celular bacteriano (Figura 4B-4C).

Figura 4. Grande concentragdo de bactérias com formato arredondado nas amostras coletadas no rio
Ururai. A) Imagem utilizando contraste de fase mostrando a grande abundancia de bactérias magnetotaticas com
formato arredondado, em especial células com o tamanho elevado e ricas em inclusfes douradas. B) METV de
células arredondadas provavelmente abundantes na mesma amostra. C) METV mostrando em maior detalhe uma
das bactérias magnetotaticas presentes na imagem B, com detalhe maior as maltiplas cadeias de magnetossomos
distribuidos pelo corpo celular bacteriano.
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5.2 Classificacdo filogenética de bactéria magnetotatica arredondada encontrada no

rio Ururai

Apls a observacdo da dominancia de células magnetotaticas com morfologia
arredondada, tamanho elevado e com a presenca de incluses (Figura 4A). Foi realizada a
amplificacdo do gene rrs com o intuito de classificarmos filogeneticamente este individuo.
Foram sequenciados 16 clones contendo sequéncias do gene rrs recuperado de amostras
concentradas magneticamente do rio Ururai. Desses 16 clones, 11 apresentaram sequéncias
idénticas (aproximadamente 68%), e essa sequéncia foi atribuida a um microrganismo chamado
neste trabalho de cepa NUR-1 (Figura 5).

Baseado na sequéncia recuperada do organismo NUR-1, uma anélise filogenética foi
conduzida (Figura 5A). Analisando a topologia do dendograma apresentado, foi possivel a
identificacdo dos organismos filogeneticamente mais proximos a cepa NUR-1. A sequéncia
mais proxima daquela pertencente a cepa NUR-1 pertente a cepa CS-04 (92,02% de identidade)
que possivelmente foi recuperada de uma bactéria magnetotatica, assim como a segunda
sequéncia mais préxima, intitulada PI3A-10 (91,11% de identidade) isoladas de amostras
coletadas em recifes de corais no sul do mar da China a partir de concentracdo magnética. A
sequéncia mais proxima daquela recuperada da cepa NUR-1 que apresenta informacéo
morfolégica associada a ela é a sequéncia proveniente da bactéria magnetotatica Candidatus
Magnetoovum mohavensis (90,54% de identidade). Ap6s essas analises podemos concluir que
a cepa NUR-1 representa uma bactéria magnetotatica pertencente ao filo Nitrospirae, e

possivelmente a um novo género ainda nao caracterizada da ordem Nitrospiraeles.

Para correlacionar um morfotipo celular presente na amostra magneticamente
concentrada com a sequéncia do gene rrs recuperada da cepa NUR-1, foi utilizada a técnica de
FISH com a sonda especificamente desenhada para o reconhecimento de bactérias pertencentes
a cepa NUR-1. Conforme suspeitavamos, a cepa NUR-1 corresponde a bactéria magnetotatica
de forma arredonda e rica em granulos (Figura 5B-E). Podemos observar na figura 5E que a
sonda apresenta especificidade para a mesma célula observada em abundéncia na amostra
utilizada para o sequenciamento (Figura 4A), ndo reconhecendo as células com morfologia

arredonda sem os granulos (Figura 5B), apesar destas terem sido coradas e reconhecidas
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juntamente com as células da cepa NUR-1 pelo DAPI (Figura 5C) e pelo mix de sondas

universais para bactérias, respectivamente (Figura 5D).
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A 76 — CandidatusMagnetobacterium casensis MYR-1 (JMFO00000000)
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Uncultured magnetotactic coccus MHB-1 (AJ863136)
—HJDE Uncultured Nitrospirae bacterium MY3-5B (HM454281)
Watermelon-shaped magnetotactic bacterium MWB-1 (JN630580)
CandidatusMagnetoovum mohavensis strain LO-1 (GU979422)
Uncultured magnetotactic bacterium BGC (MK073023)
Uncultured Magnetotactic bacterium clone PI3A-10 (KY921893)
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Figura 5. Posicionamento filogenético e correlagédo da filogenia com a morfologia celular da cepa NUR-1. A)
Arvore filogenética mostrando a analise de Méaxima verossimilhanca baseada no rrs mostrando a posicéo da cepa
NUR-1 em comparagdo com outras espécies de bacterianas. Em parénteses estdo os nimeros de acesso de cada
sequéncia usada. B) Imagem em DIC de dois tipos celulares, um contendo maltiplas inclusdes e outro sem
nenhuma estrutura intracelular aparente. C) Microscopia de fluorescéncia (MF) da mesma regido registrada em B
apos coloracdo com DAPI. D) MF da mesma regido registrada em A apos hibridizagcdo com a sondas EUB. E)
Microscopia de fluorescéncia da mesma regido registrada em A apds hibridizacdo com a sonda NUR-1.




19

5.3 Caracterizacao ultraestrutural de bactérias magnetotaticas da cepa NUR-1

Cortes ultrafinos de célula com morfologia coincidentes com aquela caracterizada como
pertencente a individuos da cepa NUR-1 apresentaram multiplas estruturas arredondadas ricas
em material eletronlucente (de coloracdo clara na imagem) (Figura 6A), que sdo
correspondentes com a distribuicdo dos grénulos com coloragdo dourada observados por
microscopia Otica (Figura 4A). Os magnetossomos presentes nesta mesma seccao da bactéria
(Figura 6B) apresentam cristais com morfologia anisotropica e uma membrana biologica
circundando de forma individualizada cada um dos cristais (Figura 6B; setas). Imagens de
bactérias da cepa NUR-1 inteiras obtidas no modo transmissdo-varredura, permitiram a
visualizacdo da distribuicdo das cadeias de magnetossomos no citoplasma bacteriano (Figura
6C —D). Os cristais anisotropicos ficam organizados em grupos de cadeias ao longo do eixo

maior da célula (Figura 6C), e sempre proximos a membrana citoplasmatica (Figura 6D).

Figura 6. Analise ultraestrutural de bactérias da cepa NUR-1 por microscopia eletronica. A) Corte ultrafino
mostrando a grande quantidade de granulos distribuidos no citoplasma celular e magnetossomos préximo a
membrana plasmatica. B) Magnetossomos no interior da célula mostrada na figura A, apresentando formato
anisotropico e uma fina membrana ao seu redor (setas). C) Cadeias de magnetossomos agrupadas ao longo da
mesma dire¢éo no interior do corpo celular. D) Magnetossomos distribuidos na periferia do citoplasma de células
da cepa NUR-1.
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5.4 Caracterizacao dos magnetossomos presentes em células da cepa NUR-1

Ap0s a constatacdo do formato anisotropico dos magnetossomos, da sua organizacao
em grupos de cadeias e distribuicdo ao longo da periferia de células da cepa NUR-1 (Figura
7), foi observado que esses cristais anisotrépicos apresentam comprimento medio de 120,6
nm (DP= 6,7 nm; n=208 cristais) (Figura 7A) e largura média de 41,7 nm (DP=2,7 nm; n=208)
(Figura 7B). Como esperado para cristais anisotropicos o valor médio do fator de forma foi
de 0,35 (DP=0,08; n=208 cristais) (Figura 7C).
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Figura 7. Andlise do tamanho e do formato dos magnetossomos encontrados no interior de células da cepa
NUR-1. Distribuigdo da frequéncia do comprimento (A), da largura (B) e do fator de forma (C) dos
magnetossomos encontrados no citoplasma de células da cepa NUR-1.

A composicdo do cristal que compde os magnetossomos produzidos por células da
cepa NUR-1 foi inferida apds a analise comparativa da presenca dos elementos Fe, S, P e O
ao longo de uma faixa que compreende regides onde o cristal ndo é observado e regides onde
o cristal € observado (Figura 8). Inicialmente foi utilizado o modo transmissédo-varredura para
a melhor identificacdo da regido contendo os magnetossomos no interior das células (Figura
8A-C). O cristal selecionado para a realizacdo da analise estd em destaque na Figura 8B
(asterisco), e foi escolhido para ser utilizado por apresentar uma regido adjacente sem a
presenca de outros magnetossomos. A area onde ocorrera a varredura para a deteccdo dos
elementos é demarcada pela caixa roxa, j& a dire¢do e o sentido nas quais ocorrerd a detecgdo
é representada pela seta verde na mesma figura (Figura 8C). Na Figura 8D ¢é possivel ver a
regido em destaque na Figura 8C em maior aumento. Durante toda a varredura foi
praticamente constante a concentracdo de S e de P, mostrando que ndo ha aumento destes
elementos na regido onde o cristal esta presente (aproximadamente entre 15nm e 55nm apés
0 inicio da varredura). A concentracdo de Fe sofreu um grande aumento, saindo de proximo a
0 na porcdo da varredura referente a parte externa ao cristal, chegando até 80 na regido mais

central do magnetossomo, sendo consistente com o que era esperado. Ja a concentragdo de O
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sofreu um leve aumento na regido da varredura onde o cristal esta presente, saindo de um
valor proximo a 80 na porgdo externa do magnetossomo, para valores proximos de 100 na
regido contendo o magnetossomo (Figura 8D). Os resultados desta microanalise mostram a
presenca de concentracGes maiores de ferro e de oxigénio na regido do magnetossomo, quando
comparada com a regido citoplasmaética, e a constancia na concentragdo de enxofre ao longo
de toda a varredura. Baseado nestas informacdes foi inferido que o magnetossomo encontrado
no interior das bactérias da cepa NUR-1 sdo de oxido de ferro, muito possivelmente de

magnetita. (D) Anélise por EDS sob os elesmentos Fe (ferro), S (enxofre), P (fésforo) e O (oxigénio)
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Figura 8. Analise do tamanho e do formato dos magnetossomos encontrados no interior de células da cepa
NUR-1. Distribuicdo da frequéncia do comprimento (A), da largura (B) e do fator de forma (C) dos
magnetossomos encontrados no citoplasma de células da cepa NUR-1. D) Area escaneada plea analise de EDS, e
grafico mistrando a quantidade relativa de Ferro (vermelho), Enxofre (preto), Fosforo (amarelo) e oxigénio (azul,
ao longo da analise.

6. Discussao

Nos Ultimos tempos a quantidade de informacao sobre microrganismos magnetotaticos
vem aumentando. A capacidade de separar esse grupo de células dos outros individuos
presentes em amostras ambientais e de concentrar magneticamente esses organismos
possibilitou grandes avangos na aplicagdo de técnicas independentes de cultivo para a
caracterizacdo filogenética (Lin et al., 2018), estrutural (Ledo et al., 2019) e genémica (Leédo
et al., 2017) de novos organismos magnetotaticos. Os estudos classicos envolvendo a analise
da diversidade de microrganismos magnetotaticos em amostras ambientais mostram que
bactérias das ordens Magnetococcales e Rhodospirillales sdo as mais abundantes em
ambientes de agua doce (Lin et al., 2009; Lefevre e Bazylinski, 2013). Esses estudos séo
chamados de classicos por realizarem a concentracdo magnética seguida da caracterizacdo
molecular com o auxilio de marcadores filogenéticos, e a observacdo da presenca dos
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magnetossomos nas células da amostra atraves de microscopia eletrdnica de transmissdo. Mais
recentemente, estudos fundamentados estritamente em técnicas moleculares permitiram a
associacdo de genes de biomineralizacdo com marcadores pertencentes a grupos filogenéticos
onde bactérias magnetotaticas nunca antes haviam sido encontradas (Kolinko et al., 2012; Lin
e Pan, 2015; Lin, Pan e Bazylinski, 2017; Lin et al., 2018). Nesse presente trabalho, as
bactérias magnetotaticas observadas em maior abundancia eram produtoras de
magnetossomos com formato anisotropico (Figura 3 e 4), o que indica que elas ndo séo
pertencentes a ordem Magnetococcales e nem a Rhodospirillales. Pelo formato dos cristais,
podemos inferir que essas bactérias pertencem a grupos filogenéticos ancestrais de bactérias
magnetotaticas, muito provavelmente a classe Deltaproteobacteria do filo Proteobacteria, ou
ao filo Nitrospirae (Lin, Pan e Bazylinski, 2017). Outros estudos onde material genético foi
retirado diretamente do sedimento, sem a etapa de concentracdo magnética, mostrou a
dominancia de bactérias magnetotaticas pertencentes ao filo Nitrospirae, assim como foi
observado nesse trabalho (Xu et al., 2018), onde o organismo magnetotatico mais abundante
na amostra foi characterizado com pertencente a uma nova cepa nomeada NUR-1, sendo essa

cepa um novo representante da ordem Nitrospiraeles no filo Nitrospirae (Figura 5).

O formato das células pertencentes a cepa NUR-1 é peculiar, sendo arredondado e com
tamanho elevado (4,04um x 3,36um). Durante muito tempo, todas as células magnetotaticas
caracterizadas no filo Nitrospirae apresentavam formato alongado, algumas com tamanho
avantajado e uma grande quantidade de magnetossomos como a espécie Ca.
Magnetobacterium bavaricum (Jogler et. 2011), e a cepa MHB-1 (Flies et al., 2005), outras
com tamanho mais modesto, e uma Unica cadeia de magnetossomos como a bactéria Ca.
Thermomagnetovibrio paiutensis (Lefévre et al., 2010). Em 2011, Lefévre e colaboradores
descreveram o primeiro representante magnetotatico no filo Nitrospirae que apresenta formato
arredondado, a célula Ca. Magnetoovum mohavensis cepa LO-1 (Lefévre et al., 2011).
Células pertencentes a essa cepa apresentam um grande tamanho (3,5um x 2,7 um) e a
presenca de inclusdes que apresentaram caracteristicas similares aquelas observadas na cepa
NUR-1 quando observadas ao microscopio eletrénico de transmissdo. As inclusdes
observadas na cepa LO-1 foram identificadas sendo ricas em enxofre (Lefévre et al., 2011),
sendo a presenca desses granulos ja observada em outras bactérias magnetotaticas do filo
Nitrospirae (Spring et al., 1993; Jogler et al., 2010). Esses achados nos levam a acreditar que
essa é a composigdo das inclusGes tambeém observadas na cepa caracterizada nesse trabalho
(Figura 6A).
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A organizagdo dos magnetossomos ao longo do corpo celular de individuos
magnetotaticas é um assunto de grande interesse, ja que essa organizacgdo influéncia de forma
direta a resposta magnetotatica desses individuos (Jogler et al., 2011; Abreu et al., 2013, Ledo
et al., 2017). Sobretudo em células contendo um ndmero muito elevado de magnetossomos,
com a Ca. Magnetobacterium bavaricum (Jogler et. 2011) e os representantes magnetotaticos
multicelulares (Abreu et al., 2013, Ledo et al., 2017) é de vital importéncia a correta
localizacdo e organizacdo das cadeias contendo esses magnetossomos. A cepa NUR-1
aparenta ter uma organizacdo bem controlada dos magnetossomos em cadeia ao longo do
corpo celular (Figura 4C, Figura 6C e D). A disposi¢do dos magnetossomos aparentemente
na periferia da célula é similar aguela observada através de técnicas avangadas de microscopia

na bactéria Ca. Magnetobacterium bavaricum (Jogler et. 2011).

A composi¢do dos magnetossomos encontrados em organismos magnetotaticos até o
momento, nos permite afirmar que somente magnetossomos de magnetita ou de greigita séo
produzidos por esses microrganismos (Bazylinski e Frankel 2004; Ledo et al., 2019). A
identificacdo de maiores concentracfes de oxigénio e ferro na regido citoplasmatica contendo
0S magnetossomos, e a ndo alteracdo da concentracdo de enxofre em regides citoplasmaticas
contendo e ndo contendo 0s magnetossomos, nos permite afirmar que esses cristais sao 6xidos
de ferro (Figura 8D), e consequentemente nos sugere fortemente que esses magnetossomos
sdo compostos de magnetita. Outro fator que corrobora a classificacdo dos magnetossomos
produzidos pela cepa NUR-1 como sendo de magnetita é o fato de todos os magnetossomos
encontrados em outras bactérias do filo Nitrospirae até 0 momento serem de magnetita (Flies
et al., 2005; Lefévre et al., 2010; Jogler et. 2011; Lefevre et al., 2011).

7. Concluséao

As amostras coletadas no rio Ururai apresentaram uma grande quantidade de bactérias
magnetotaticas com diferentes morfotipos. Apesar dessa diversidade morfoldgica, grande
parte das bactérias observadas produziam magnetossomos anisotrépicos, mas com diferentes

tipos de organizacédo dessas organelas no citoplasma bacteriano.

Apesar da diversidade morfoldgica apresentada na amostra, hd a predominancia de
uma especie caracterizada pela morfologia arredondada, comprimento médio de 4,04 um e
largura média de 3,36 um e a presenca de mdaltiplas inclusdes citoplasmaticas. Essa cepa
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bacteriana foi nomeada NUR-1 e caracterizada como pertencente ao filo Nitrospirae, e

possivelmente pertencendo a uma nova familia dentro da ordem Nitrospiraeles.

Células caracterizadas como pertencentes a cepa NUR-1 apresentam multiplas
inclusGes em seu citoplasma que apresentam uma tonalidade dourada quando observadas na
microscopia Otica, e se apresentam como estruturas eletronlucentes espalhadas por todo o
citoplasma quando observadas em cortes ultrafinos desses individuos. Os magnetossomos
produzidos por essas células foram identificados como contendo cristais de 6xido de ferro
com uma membrana bioldgica no seu entorno, e apresentam morfologia anisotropica com
comprimento médio de 120,6 nm, largura média de 41,7 nm e fator de forma média de 0,35.
Esses magnetossomos no interior da célula se organizam em multiplas cadeias alinhadas ao

longo do corpo celular de forma espacada e proximas a membrana citoplasmatica.
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