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Resumo

EDUARDO MONTEIRO DE RESENDE

MOTILIDADE E ULTRAESTRUTURA DA BACTERIA MAGNETOTATICA

Magnetofaba asutralis cepa IT-1

Orientadores: Ulysses Lins e Fernanda Abreu

Bactérias magnetotaticas possuem a capacidade de produzir uma organela que é composta por
um nanocristal magnetotatico envolto por uma bicamada lipidica denominada magnetossomo.
Magnetossomos, quando alinhados em cadeia(s) dentro da célula, permitem uma orientacéo
passiva da célula em relacdo ao campo geomagnético. Essa orientacdo passiva associada a
natacdo ativa gerada pelo movimento flagelar, da origem ao comportamento denominado
magnetotaxia. A magnetotaxia € um mecanismo que otimiza o deslocamento das bactérias
magnetotaticas ao longo de gradientes em ambientes quimicamente estratificados, permitindo
que elas achem as condicBGes ideais para sobrevivéncia e crescimento. Uma vez que as
bactérias magnetotaticas sdo sensiveis a concentracdes atmosféricas de Oz, sendo
microaerdfilas ou anaerdbicas, a magnetotaxia facilita o posicionamento dessas bactérias na
regido de interface Oxica-anoxica em ambientes aquaticos. O modelo classico de
magnetotaxia é explicado com base em células alongadas, como espirilos, vibrides e bacilos,
que possuem a cadeia de magnetossomos alinhadas ao longo do maior eixo da célula, sendo
também esse eixo coincidente ao posicionamento dos flagelos e eixo natatério da bactéria.
Este trabalho visa estudar a relacdo entre a ultraestrutura da bactéria cocdide Magnetofaba
australis cepa IT-1, especificamente da cadeia de magnetossomos e flagelos e a influéncia
dessa relacdo com as caracteristicas de motilidade dessa célula utilizando técnicas de
congelamento em alta pressao, substituicdo a frio e microscopia eletronica de transmissdo. A
ultraestrutura de Mf. australis cepa IT-1 foi observada a partir de cortes seriados usando
microscopia eletrénica de transmissdo e a partir desses cortes seriados, foi possivel gerar um
modelo tridimensional da célula, no qual é possivel observar a relacdo entre a cadeia de

magnetossomos e os flagelos da célula. Por microscopia eletronica de transmisséo foi possivel
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notar a presenca de uma estrutura semelhante a capa, porém menos extensa e de estruturas
filamentosas semelhantes a arranjos de quimiorreceptores em regides opostas da célula. A
reconstrucdo tridimensional de Mf. australis cepa IT-1 mostrou que as estruturas filamentosas
se estendem por uma regido da célula préxima aos flagelos formando um disco. O modelo
confirmou a suspeita que se tinha em relacdo a disposicdo espacial da cadeia de
magnetossomos em relacdo aos flagelos, mostrando que ela estd aproximadamente
perpendicular e consequentemente desalinhada em relacdo as linhas de campo magnético e
eixo natatorio. Assim, provavelmente os mecanismos de funcionamento da magnetotaxia

nessa célula cocoide diferem do modelo geral descrito na literatura.

Palavras chave: bactérias magnetotaticas, magnetossomos, magnetotaxia, microscopia

eletronica, reconstrucdo tridimensional.



ABSTRACT
EDUARDO MONTEIRO DE RESENDE

ULTRASTRUCTURE AND MOTILITY IN THE MAGNETOTACTIC BACTERIUM Mf.

australis strain IT-1

Magnetotactic bacteria have the ability to produce an organelle that is composed of a
magnetotactic nanocrystal surrounded by a lipid bilayer called magnetosome. Magnetosomes,
when aligned in chain(s) within the cell, allows a passive orientation of the cell with
geomagnetic field. This passive orientation associated with active swimming generated by the
flagellar movement originates the behavior called magnetotaxis. Magnetotaxis is a mechanism
that optimizes the movement of magnetotactic bacteria along gradients in chemically stratified
environments, allowing them to find the ideal conditions for survival and growth. The classic
model of magnetotaxis is explained based on elongated cells, such as spirilla, vibrios and
rods, which have the chain of magnetosomes aligned along the largest axis of the cell, and this
axis coincides with the position of the flagella and the swimming axis of the bacterium. The
objective of this work is to study the relationship between the ultrastructure of coccoid
bacterium Mf. australis strain IT-1, specifically the chain of magnetosomes and flagella and
the influence of this relationship with the motility characteristics of that cell using high
pressure freezing, cold replacement and transmission electron microscopy. The ultrastructure
of Mf. australis strain IT-1 was observed from serial sections using transmission electron
microscopy and from these sections, it was possible to generate a three-dimensional model of
the cell, in which it is possible to observe the relationship between the magnetosome chain
and the cell flagella. By transmission electron microscopy it was possible to note the presence
of a structure similar to a sheath but less extensive, and a structure and filamentous structures
similar to the chemoreceptor arrays in opposite regions of the cell. The three-dimensional
reconstruction of Mf. australis strain IT-1 showed that the filamentous structures extend
through a region of the cell near the flagella forming a disk. The model confirmed the spatial
arrangement of the magnetosome chain in relation to the flagella, showing that it is
approximately perpendicular and consequently misaligned with the magnetic field lines and
swimming axis. Thus, probably the mechanisms of magnetotaxis functioning in this cocoide
cell differ from the general model described in the literature.

Key words: Magnetotactic bactérium, magnetossomes, magnetotaxis, transmission eletron

microscopy, three-dimensional reconstruction.
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1.  INTRODUCAO

1.1. Historico

As bactérias magnetotaticas (BMs) foram observadas primeiramente por Salvatore
Bellini, um pesquisador italiano em 1958 (Bellini, 1963a). Utilizando técnicas de microscopia
Optica, ele observou que essas BMs tinham caracteristica incomum de se deslocarem ao longo
das linhas de campo magnético e chegou a conclusdo inicial de que elas possuiam uma
espécie de bussola interna que as permitia se deslocarem alinhadas a esse campo (Bellini,
1963a; Bellini, 1963b). Bellini comegou a estudar essas bactérias e em 1963 publicou um
estudo onde ele as descrevia e sugeria que essa atracdo ao campo geomagnético (CGM) que
ele observou seria uma ‘“magneto-sensitividade” presente nessas bactérias (Bellini, 1963a;
Bellini, 1963b; Bellini, 2009).

Em 1975, Richard Blakemore acidentalmente redescobriu essas bactérias e passou a
estuda-las com o uso de microscopia eletrdnica, conseguindo observar e detalhar a presenca
de cadeias de nanocristais ricos em ferro que, segundo Blakemore, possivelmente seriam de
magnetita (FesOs) (Blakemore, 1975). Nesse mesmo estudo, foi descrito que células mortas
dessas bactérias ndo se deslocavam em direcdo ao campo magnético, ndo sendo, portanto,
simplesmente atraidas por magnetismo como Bellini sugeriu, mas tinham capacidade de se
orientar passivamente ao campo (Blakemore, 1975). A orientacdo passiva associada a natacdo
ativa por flagelos permite a movimentagdo das BMs ao campo, em um fendmeno chamado de
magnetotaxia (Blakemore, 1975). Ainda nesse mesmo trabalho, ele observou que todas as
bactérias magnetotaticas possuiam cadeias de nano cristais, que posteriormente seriam
denominados magnetossomos, o fato de serem vistos em todas as BMs que ele encontrou
levou a suspeita de uma relagdo entre as cadeias de magnetossomos e a magnetotaxia

observada nessas bactérias (Blakemore, 1975).

1.2. Bacterias Magnetotaticas

O termo “bactéria magnetotatica” ndo possui significado taxondmico. As BMs possuem
grandes diferengas morfologicas, fisiologicas e filogenéticas entre si (Bazylinski & Frankel,
2004). As BMs sdo procariotos aquaticos encontrados em diversas regides diferentes no
mundo, com diversas morfologias celulares (Figura 1), tendo sido descritos cocos, vibrides,

bacilos, espirilos e até formas multicelulares (Faivre & Schuler, 2008). As BMs pertencem a
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diversos  grupos  filogenéticos como  Alphaproteobacteria,  Deltaproteobacteria,
Gammaproteobacteria do filo Proteobacteria, filo Nitrospirae e no superfilo PVC (Figura 2)
(Lefevre et al.,2013). A maior parte das BMs cultivadas atualmente pertence a classe

Alphaproteobacteria e produzem nano cristais de 6xido de ferro (Faivre & Schuler, 2008).

Figura 1: Microscopia eletronica de transmisséo (A, C, D, E) e microscopia eletronica de
varredura (B, F) destacando a diversidade morfologica entre bactérias magnetotaticas.
As morfologias destacadas séo espirilo (A), cocos (B e C), vibrido (D), bastonetes (E) e forma
multicelular (F). Fonte: Acervo de imagens do Laboratério de Biologia Celular e
Magnetotaxia.
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Figura 2: Distribuicdo filogenética das bactérias magnetotaticas (cultivadas e néo
cultivadas) no dominio Bacteria (retirado de Lefevre et al., 2013).

1.2.1. Magnetossomos e Biomineralizacéo

Apesar da diversidade e diferencas entre as BMs, todas sdo bactérias Gram-negativas de
ambiente aquaticos que possuem organelas intracelulares denominadas magnetossomos
(Faivre & Schuler, 2008). Magnetossomos sdo organelas intracelulares formadas por uma
parte inorganica que é constituida por um nanocristal magnético de magnetita (FezO4) ou um
de greigita (FesSs4) e uma parte organica denominada membrana do magnetossomo (MM)
(Gorby, Y. A., Beveridge, T. J., & Blakemore, R.P., 1988; Mann et al., 1990; Frankel et al.,
1997). A parte organica € formada por uma bicamada lipidica (similar a membrana
citoplasmatica) contendo proteinas e polissacarideos (Bazylinski & Frankel, 2004; Faivre &
Schuler, 2008). Os magnetossomos se alinham em cadeias ao logo da célula e possuem
caracteristicas como alta pureza quimica (Bazylinski et al.,1995), tamanho estreito de cada
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nanocristal variando de 30 a 120 nm e poucos defeitos cristalograficos observados (Bazylinski
& Frankel, 2004). Os magnetossomos possuem ser caracterizados morfologicamente (Figura
3) como cuboctaédricos, prismaticos ou ponta de lanca. Essas morfologias costumam ser
espeécie especifica, isto é, cada espécie produz um Unico tipo morfolégico de magnetossomo
(Faivre & Schuler, 2008).

Figura 3: Diversidade morfoldgica dos magnetossomos vista em Microscopia eletrénica
de transmissdo. Formas dos magnetossomos de magnetita cuboctaédrico (A), ponta de
lancas (B) e prismaticos (C). Fonte: acervo de imagens do Laboratério de Biologia Celular e
Magnetotaxia.

Associado a MM, ha diversas proteinas que sdo classificadas como: Mam (sdo proteinas
do magnetossomo, do inglés Magnetosome membrane), Mms (sdo proteinas especificas da
membrana do magnetossomo, do inglés Magnetosome membrane specific) e Mtx (proteinas
de magnetotaxia, do inglés Magnetotaxis) (Faivre & Schuler, 2008). Algumas dessas
proteinas relacionadas ao magnetossomos sdo divididas em familias de acordo com suas

caracteristicas (Faivre & Schuler, 2008), como, por exemplo:

e TPR (repeticbes de tetratricopeptideos, do inglés Tetratricopeptide repeat). EX.:
MamA

e Transportadores CDF (do inglés Cation Diffusion Facilitator). EX..: MamB e MamM,;
e Serinas proteases HtrA-like. Ex: MamE, MamP, MamO;
e Proteinas homdlogas a actina (do inglés Actin-like proteins). EX.: MamK;

e Transportadores genéricos. Ex.: MamH e MamB.
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H& também um grupo de proteinas sem homologia com nenhuma outra proteina em
organismos ndo magnetotaticos. Ex.: MamG, MamF, MamD, MamC, MamJ, MamW, MamX,
MamY, Mms6, MmeA e MtxA (Faivre & Schuler, 2008).

As proteinas da MM possuem composicao bastante distinta das proteinas encontradas
em outros compartimentos subcelulares da mesma bactéria (Griinberg et al., 2004). A funcéo
de muitas dessas proteinas de MM ainda néo foi totalmente elucidada, mas ja é conhecido a
importancia de varias delas no processo de biomineralizagdo dos magnetossomos e formacéo
de cadeia de magnetossomos dentro da célula (Faivre & Schuler, 2008; Morilo et al, 2004).
Todas essas caracteristicas sugerem que o processo de biomineralizacdo e formacgdo de

magnetossomo nas BM tem um controle genético preciso (Bazylinski & Frankel, 2004).

Em um trabalho sobre genoma das BM, Richter et al, 2007 analisou 0os genomas totais e
parciais de BM da classe Alphaproteobacteria e observou a presenca de uma regido bastante
conservada com a presenca de genes importantes para a biomineralizacdo, esses genes se
organizam em quatro operons: mamAB, mamGFDC, mam XY e mms6) (Richter et al, 2007).
Essa regido em que esses operons se concentram é denominada ilha do magnetossomo (em
inglés MAI- Magnetossome island), esse nome se d& devido as similaridades encontradas com
as ilhas de patogenicidade encontradas em diversas espécies de bactérias patogénicas.
(Richter et al, 2007).

Em um estudo de Murat et al. (2010), no qual diversas regides da MAI da BM
Magnetospirillum magneticum cepa AMB-1 foram deletadas para se observar sua
consequéncia na biomineralizacdo dos cristais de magnetossomos, foi notado que ao se deletar
0 operon mamAB néo havia formacdo da MM e dos cristais nas BM mutantes, isso sugere que
0 operon mamAB possui genes relacionados com a formagdo da MM e da biomineralizagédo
dos magnetossomos (Murat et al. 2010). Alguns dos genes encontrados nesse operon (genes
mamK, M, O, P, Q e B) sdo encontrados em todas as bactérias magnetotaticas ja estudadas até
o momento (Lohbe et al.,2011; Lefévre et al., 2013).

O operon mamGFDC é conhecido por sua influéncia na formacdo e no controle de
crescimento dos magnetossomos em BM (Lefevre et al., 2013). Apesar de alguns estudos
demonstrarem que os magnetossomos continuam se formando mesmo na auséncia desses
genes em BM, os cristais formados nas BM mutantes sdo consideravelmente menores que na
BM selvagem e isso mostra que apesar de ndo ser essencial, quando presente, esses genes

ajudam a controlar o crescimento dos magnetossomos (Faivre & Schuler, 2008). As
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diferengas entre os magnetossomos de diferentes espécies e a diversidade dos cristais, pode
ser explicado pelas diferencas nas MAI entre espécies de BM diferentes (Lefévre et al.,2013).

A organizacdo desses magnetossomos em uma ou mais cadeias também € controlada
geneticamente e essas cadeias tendem a se localizar no centro das células das BM e os cristais
em crescimento tendem a ficar no fim de cadeias. (Faivre and Schuller, 2008). Estudos ja
demonstraram a importancia das proteinas MamK e MamJ no alinhamento dessas cadeias,
onde BM mutantes sem a presenca dos genes que expressam essas proteinas, ndo conseguem
formar esse alinhamento em cadeias que é essencial para permitir a bactéria se orientar com o
CGM. (Faivre & Schuler, 2008).

As BMs sdo sensiveis a concentragcdes atmosféricas de Oz presentes na superficie (séo
microaerdfilas e/ou anaerdbias). Por isso, as BMs buscam uma zona ideal para crescimento
que é proximo ou dentro das regides de interface Oxica-anoxica (em inglés oxic-anoxic
interface — OAI), nessa regido se tem as condicdes ideais de Oz e outros nutrientes para as
BMs, sendo essencial para sobrevivéncia delas encontrarem e se manter nessas zonas. Com
isso, a magnetotaxia associada a quimiotaxia é essencial para BMs encontrarem
rapiadademente essas regifes de interface Oxica-anoxica. (Bazylinski & Frankel, 2004;
Simmons et al., 2004; Komeili, 2011).

Devido a sensibilidade ao O2 e a necessidade de gradientes especificos de ferro e
enxofre, ha uma grande dificuldade de isolamento de BM em cultura pura (Bazylinski &
Frankel, 2004). Com essa complexidade de seu habitat e pouco conhecimento sobre seu
metabolismo, é extremamente dificil simular em laboratério as mesmas condic@es, levando a
presenca de poucas BMs cultivaveis, sendo a grande maioria de BMs ndo cultivaveis e os
estudos das BM ndo cultivaveis sdo realizados através de técnicas independentes de cultura.
(Faivre & Schuler, 2008; Morillo et al., 2014).

1.2.2. Magnetotaxia

Como foi mostrado anteriormente, a magnetotaxia € um fendbmeno comum a todas as
BMs, composto pela orientacdo passiva das células em relacéo as linhas do campo magnetico
somada ao sentido de rotacdo dos seus flagelos (Frankel et al., 1997). Originalmente, dois
tipos de magnetotaxia sdo descritos: a magnetotaxia axial, ela ocorre principalmente nos
magnetospirilos, migrando nas duas dire¢cdes ao longo das linhas do campo magnético, com

ocasionais reversoes espontaneas de direcdo de nado e a magnetotaxia polar, mais comum
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entre as BMs e apresentada principalmente por cocos, a bactéria nada persistentemente em
uma dire¢do ao longo das linhas do campo magnético sob condigdes oxicas, invertendo o
sentido sob condigdes anoxicas (Spormann & Wolfe, 1984; Frankel et al., 1997). Tal
caracteristica permite as bactérias nadarem em direcdo a interface Oxica-anoxica (em inglés
oxic-anoxic interface — OAI) da coluna d’agua ou sedimento, uma vez que as linhas do campo
magnético terrestre possuem uma inclinacéo diagonal em relacdo ao eixo de rotacdo da terra e
quase paralela ao gradiente de oxigénio desses ambientes (Frankel et al., 1997; Lefévre et al,
2013). Com base na direcdo que as BMs nadam preferencialmente sob condicdes dxicas, elas
podem ser classificadas (Figura 4) em Tipo Sul (TS ou SS- do inglés South seeking) que sdo
as BM que nadam em direcdo ao polo sul geografico (norte magnético), e em Tipo Norte (TN
ou NS- do inglés Norte seeking) que sdo as BM que nadam em direcdo ao polo norte
geografico (sul magnético). Na regido do Equador magnético ja foram observadas populacdes
com concentracfes aparentemente semelhantes de BMs tipo Sul e tipo Norte. (Blakemore,
Frankel & Kalmijin, 1980; Simmons et al., 2006).

Atualmente sdo descritos trés tipos de magnetotaxia: axial, dipolar (anteriormente
chamada de polar) e unipolar (Lefevre et al., 2014). Nesse caso, 0 conceito de magnetotaxia
axial e dipolar permanecem os mesmos. Ja a magnetotaxia unipolar, pode ser dividida entre as
bactérias com comportamento unipolar direcionado para zonas Oxicas e zonas anoxicas
(Lefévre et al., 2014). As bactérias com comportamento unipolar direcionado para zonas
anoxicas levardo em conta o gradiente de oxigénio no lado Oxico e a direcdo do campo
magnético no lado anoxico para reverter a sua direcdo de nado e o inverso acontece para as
BMs com comportamento unipolar para zona éxica. Dessa forma, a magnetotaxia unipolar se
diferencia da dipolar ja que possui uma polaridade prefencial, 6xica ou anoxica, enquanto as

dipolares ndo possuem preferéncia na polaridade (Lefévre et al., 2014).

O modelo cléssico que explica a magnetotaxia é baseado em células alongadas como
espirilos, vibrides e bacilos e nesse modelo essas bactérias possuem a cadeia de
magnetossomos alinhadas ao longo do eixo maior da célula, do eixo natatorio e as linhas do
CGM (Spormann & Wolfe, 1984; Frankel et al., 1997). Elas estdo em busca da regido de I0OA
(Figura 5) e quando estdo acima dessa regiao, se encontram num estado oxidado e em busca
de um ambiente redutor, neste estado seus flagelos rotacionam no sentido anti-horario fazendo
com que a celula se desloque em dire¢do ao sedimento e consequentemente alcance a regido
de IOA. Quando essas bactérias se encontram abaixo desta regido, elas estdo num estado

reduzido e em busca de um ambiente mais oxidado, dessa forma, seus flagelos rotacionam no
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regido de I0A, isto ocorre sentido horario fazendo com que a célula se desloque em direcéo a
superficie e alcance a tanto para as bactérias no hemisfério sul quanto no hemisfério norte (
Frankel et al., 1997).

Polo sul magnético

Polo norte geografico /

Zona de transicdo 6xica-anéxica

Equador

Zona de transicao 6xica-anoxica

l / Polo sul geografico

Polo norte magnético

Figura 4: llustracdo mostrando BM alinhada ao CGM buscando a zona de I0A. As BMs
estdo sempre em busca da zona de IOA nadando paralelamente ou antiparalelamente a linha
do CGM, as BMs do tipo norte se encontram predominantemente no Hemisfério Norte e
nadam em direcdo ao sul magnético (Norte geogréfico), enquanto as bactérias do tipo sul se
encontram predominantemente no Hemisfério Sul e nadam em dire¢do ao norte magnético

(Sul geogréfico).
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Figura 5: Modelo classico de magnetotaxia. Neste modelo, é possivel observar como
funciona a magnetotaxia em BMs do hemisfério norte e hemisfério sul. Mostrando o sentido
em que os flagelos rotacionam de acordo com o estado em que a bactéria se encontra, 6xidado
ou reduzido, dessa forma fazendo com que a bactéria alcance a regido de IOA. Fonte: acervo
de imagens do Laboratério de Biologia Celular e Magnetotaxia.

Ambos os tipos de magnetotaxia trabalham em conjunto com vérias formas de
quimiotaxia (e.g., aerotaxia) para as BMs eficientemente encontrarem e manterem uma
posicdo ideal em relagdo a disponibilidade de nutrientes, em habitats aquaticos com gradientes
quimicos verticais, reduzindo um problema de busca tridimensional para uma Gnica dimensao
(Frankel et al., 1997, 2007).

1.3.1. Magnetofaba australis cepa IT-1
A bactéria magnetotatica Magnetofaba australis cepa IT-1 (Figura 6) é um coco

magnetotatico filogeneticamente afiliado a classe Alphaproteobacteria isolado da lagoa em
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Itaipu, litoral de Niterdi, Rio de Janeiro, Brasil (Morillo et al., 2014). Ela apresenta
morfologia cocdide com uma regido céncava e uma regido convexa que lhe d& uma aparéncia
parecida com a de um feijdo (Morillo et al., 2014). Os magnetossomos sdo de magnetita
(FesOa), e apresentam morfologia de cuboctaedro alongado, formando uma cadeia de 10 + 3
magnetossomos por célula. S&o observadas inclusdes intracelulares de fésforo ou enxofre, e o
tamanho de cada célula varia em média entre 1,4 £0,3 x 1,1 £ 0,3 um (Morillo et al., 2014).
Esta bactéria apresenta dois tufos de flagelos lofotriqueos, cada tufo com sete flagelos, que
estdo alojados em bolsas na superficie celular da parte concava da célula (Morillo et al.,
2014). Sua trajetoria e velocidade de nado a difere de outras bactérias com morfologia
semelhante a feijdo, que apresentam trajetoria de nado helicoidal e velocidades que variam
entre 45 e 160 um.s* (Zhang et al., 2012b), uma vez que apresenta trajetdria de nado retilinea
e uma velocidade de nado maxima alta podendo chegar a 300 pm.s?. Além disso, a Mf.
australis cepa IT-1 aparenta nadar com a superficie cdncava a frente 0 que sugere que 0s
flagelos rotacionam a frente da célula (Morillo et al., 2014).

Figura 6: Morfologia e ultraestrutura da bactéria Mf. australis cepa IT-1. (A) é
observado em microscopia eletrénica de transmissdo a cadeia Unica de magnetossomos (M)
em cada célula e as inclusdes ricas em fosforo (P). (B) Imagem de microscopia eletronica de
varredura de Mf. australis cepa IT-1 onde se pode observar a morfologia semelhante a um
feijdo (B) e os dois tufos de flagelos. (F). Fonte: acervo de imagens do Laboratério de
Biologia Celular e Magnetotaxia.

Dessa forma, a Mf. australis cepa IT-1 ndo se encaixa no modelo classico de

magnetotaxia mostrando anteriormente ja que a cadeia de magnetossomos esta aparentemente
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desalinhada com o eixo natatério (figura 7) e a simples rotacdo dos flagelos desalinharia a

celula em relacdo ao CGM (Aradjo et al., 2016).

C

Figura 7. Comparacao da Mf. australis cepa IT-1 mostrando diferengas com o modelo
classico de magnetotaxia. Nele € possivel observar divergéncias com o modelo classico,
onde a cadeia de magnetossomos é alinhada ao eixo natatério e consequéntemente as linhas
do CGM. Na Mf. australis cepa IT-1 essa cadeia aparentemente ndo se encontra alinhada ao
eixo natatério e diferente da maioria das bactérias, o flagelo “’puxa’’ a célula na direcdo de
deslocamento em vez de “’empurrar’’ como € na maioria das bactérias. Fonte: acervo de
imagens do Laboratorio de Biologia Celular e Magnetotaxia.
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Nesse mesmo estudo, Aradjo et al., (2016) observando a motilidade da Mf. australis
cepa IT-1 em microscopia de campo escuro utilizando uma camera CCD foi visto que a
bactéria apresenta uma aparente trajetoria helicoidal (figura 8 A) entretanto quando esse
mesmo movimento foi observado utilizando cameras de alta velocidade (500 a 1000 fps) se
observou que a trajetéria da Mf. australis cepa IT-1 era retilinea e a célula se desloca
rotacionando no proprio eixo (figura 8 B), diferente do observado inicialmente (Aradjo et al.,
2016).

Figura 8: Imagem mostrando a trajetéria de deslocamento da Mf. australis cepa IT-1
guando observada em microscopia de campo escuro com uma camera CCD e em DIC
utilizando cameras de alta velocidade. Em microscopia de campo escuro, foi observado que
a célula possuia uma trajetoria aparentemente helicoidal (A), mas quando observado em DIC,
com uma camera de alta velocidade, foi observado que a trajetoria era retilinea e
aparentemente a célula rotacionava no propio eixo ao se deslocar alinhada as linhas do CGM
(B). Fonte: modificado de Aradjo et al.,2016.
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Mf. australis cepa IT-1 possui magnetotaxia polar e a maioria da populagcdo nada na
direcdo do sul geogréfico sendo classificadas como tipo sul (TS), é a primeira bactéria
magnetotatica a ser isolada no hemisfério Sul em cultura axénica e a primeira BM cocoide
descrita que produz magnetossomos cuboctaédricos alongados, além de possuir 0 genoma
parcial sequenciado, o que inclui 0s genes responsaveis pela biomineralizacdo do

magnetossomo (Morillo et al., 2014).

2. JUSTIFICATIVA

A magnetotaxia € explicada com base em células alongadas, como espirilos, vibrides e
bacilos, que possuem a cadeia de magnetossomos alinhadas ao longo do maior eixo da célula,
sendo também esse eixo coincidente ao posicionamento dos flagelos e eixo natatério da
bactéria. Mf. australis cepa IT-1 possui caracteristicas que a difere dessas bactérias
magnetotaticas, inclusive dos outros cocos magnetotaticos, como seu formato caracteristico
com uma regido concava e outra convexa e o fato de os tufos de flagelos “puxarem” a célula e
nao “empurrarem”. Assim, os flagelos estdo dispostos a frente da célula durante a locomocgao
em determinada direcdo. Além disso, a descricdo feita por Aradjo et al. (2016) sugere que a
cadeia de magnetossomos esta alinhada quase que perpendicular ao eixo natatorio. No
entanto, ndo foi realizada reconstrucdo da célula para confirmacdo dessa informagdo. A
relacdo entre a ultraestrutura e a motilidade de BMs € pouco abordada na literatura. No
entanto, € essencial para a compreensdo da magnetotaxia, uma vez que possibilita o
entendimento sobre a orientacdo dos magnetossomos na célula e dessa em relacdo ao campo
magnético e a motilidade natatoria. Esse trabalho visa o estudo da relacdo entre componentes
estruturais da célula e sua relagdo com a motilidade da bactéria magnetotatica Mf. australis

cepa IT-1.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

O objetivo geral desta monografia é caracterizar a ultraestrutura bactéria Mf. australis
cepa IT-1, principalmente no que diz respeito a posi¢do dos flagelos e organizacdo dos
magnetossomos na célula e correlacionar com orientagdo da célula em campo magnético

aplicado e sua motilidade natatoria.

3.2. Objetivos Especificos
e Caracterizar a ultraestrutura de Mf. australis cepa IT-1 utilizando métodos de

congelamento réapido, substitui¢do a frio e ultramicrotomia.
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e Obter um modelo tridimensional da célula de Mf. australis cepa IT-1 através de cortes
seriados e microscopia eletrénica de transmisséo.
e Determinar as relacGes espaciais entre a cadeia de magnetossomos e o aparato flagelar

e sua influéncia no movimento em Mf. australis cepa IT-1.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Cultivo da bactéria magnetotatica Mf. australis cepa I1T-1

A cultura de Mf. australis cepa IT-1 utilizada neste trabalho foi obtida na colecéo de
culturas do Laboratério de Biologia Celular e Magnetotaxia (LabMax). O cultivo foi feito em
meio semissolido heterotrofico com gradiente de O (Tabela 1), no qual em 100 ml é
constituido por: 100 ml de agua do mar artificial (Tabela 2) (ASW — do inglés Artificial Sea
Water), 0,024g de cloreto de amonio (NH4Cl), 0,3 g de HEPES, 0,128 g de bicarbonato de
sodio (NaHCO3), 0,1 g de acetato de sddio (C2HsNaO»), 0,1g de succinato de sddio, 0,052 g
de cisteina-HCL, 0,15 g de bacto-agar e 0,02 ml de resazurina a 0,2% que é um indicador
redox. Apds a adicdo da resazurina, o0 meio foi autoclavado a 121° C por 30 minutos para

esterilizagéo.

Depois da esterilizagdo, foi colocado 0,4 ml de K;HPO4 a 1,86%, 0,3 ml de tiossulfato
de sddio a 40%, e 0,5 ml de solugdo de minerais Wolf estéril (Frankel, 1997). Apds a adicédo
da solucédo de minerais, o pH foi ajustado para 7,2. Entdo foi adicionado ao meio 0,2 ml de
quinato férrico (0,01M) e 0,05 ml de solucéo de vitaminas. Em seguida o meio foi distribuido
para tubos de ensaios sendo deixados em repouso até a formacdo do gradiente de O2. Apés a
formacdo do gradiente, 20 ul de uma cultura de Mf. australis cepa IT-1 foi inoculada na

interface 6xica-anoxica (IOA) do meio, sendo mantido numa estufa a 28°C por 15 dias.
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Tabela 1: Composicdo do meio heterotrofico semissélido com gradiente de O, para Mf.

australis cepa IT-1.

COMPONENTE DO MEIO QUANTIDADE
Agua do mar artificial (ASW) g.s.p 100 ml
Cloreto de aménio 0,024 g
Hepes 03g
Bicarbonato de sédio 0,128 ¢
Acetato de sodio 0,1qg
Succinato de sodio 0,1qg
Cisteina-HCI 0,052g
Bacto-agar 0,15¢g
Resazurina (0,2%0) 0,02 ml

APOS AUTOCLAVAR A 121°C POR 30 MINUTOS

Fosfato de potassio dibasico (1,86%0) 0,4 ml
Tiossulfato de s6dio (40%) 0,3ml
Solucéo de minerais Wolf (estéril) 0,5 ml

AJUSTAR pHEM 7,2
Quinato férrico (0,01M) 0,2 ml

Solucéo de vitaminas 0,05 ml

Tabela 2: Composicdo de ASW — Usada no meio semissolido heterotrofico para Mf.

australis cepa IT-1.

COMPONENTE DO MEIO QUANTIDADE
H20 Miliq g.s.p 1L
Cloreto de sadio 1649
Cloreto de magnésio. 6 H.0 3590
Sulfato de sodio 2.8¢
Cloreto de célcio. 2 H,0 1lg

KCI 059
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4.2. Manutencéao e observacgao das culturas de Mf. australis cepa IT-1

A observacdo da viabilidade das células no meio, sua resposta magnetotatica e a
constatacdo de que ndo havia contaminagdes foram feitas através da técnica de gota pendente
(Schiler, 2002) utilizando o microscopio de luz Zeiss AxioPlan 2 (Carl Zeiss, Gottingen,
Alemanha) no modo de contraste interferencial diferencial de Normanski (DIC), usando uma
objetiva de 100x e a camera digital Zeiss AxioCam MR A10 (Carl Zeiss, Gottingen,
Alemanha). As células foram concentradas na borda da gota usando um ima de neodimio
ferro boro, permitindo observar sua resposta magnetotatica e a viabilidade celular das células
na cultura. Constatado a viabilidade celular e auséncia de contaminacdo, essa cultura foi

utilizada para a passagem para um novo meio e demais experimentos.

4.3. Congelamento por alta pressédo (High Pressure Freezing)

Em meio semissdlido contendo gradiente de oxigénio, as células crescem formando
uma banda na regido que contém a concentracdo ideal de oxigénio de acordo com seus
requerimentos metabdlicos. Assim, a banda contendo Mf. australis cepa IT-1 foi retirada do
meio de cultura heterotréfico semissélido, transferida para tubo de polipropileno, diluida em
agua de mar artificial e concentrada magneticamente utilizando um ima. O concentrado de
células foi congelado por alta pressao utilizando o aparelho Leica HPM 100 equipado com um

sistema de transferéncia rapida (Leica Microsystems, Bannockburn, IL, USA).

4.4. Substituicdo a frio

Apbs essas células serem previamente congeladas por alta pressdo, estas foram
contrastadas e incluidas através do método de substituicdo a frio. Foi utilizado um meio de
transferéncia que consiste de acetona anidra, tetréxido de 6smio 2 % e acetato de uranila 0,1
% e durante a substituicdo a frio as amostras foram mantidas a -90 °C por 90 h, a -35°C por 4
h e a -20° C por 2 h (Morillo et al., 2014). Depois disso, a temperatura foi aumentada
gradualmente até alcancar a temperatura ambiente sendo essas amostras incluidas utilizando
resina epoOxi e polimerizadas durante 72 h a 60°C gerando diversos blocos de resina com a

amostra incluida (Morillo et al., 2014).

4.5.  Ultramicrotomia e obtencéo de cortes seriados
Primeiramente foi feita a analise dos blocos de resinas gerados durante a substitui¢ao a

frio com o intuito de saber se o processo de fixacdo ocorreu corretamente e se esses blocos
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estavam com qualidade para serem aproveitados. A obtencdo de cortes ultrafinos dos blocos
foi feita usando o ultramicrétomo Leica EM U6. Em seguida, os cortes ultrafinos gerados
foram colocados em grades de cobre (300 mesh) (Electron Microscopy Sciences, US) e
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo (Morillo et al., 2014). A partir dos
blocos selecionados foram feitos cortes em série, com espessura de 60 nm cada, 0s cortes
seriados foram entéo recolhidos usando uma grade de cobre com fenda (Electron Microscopy
Sciences, US) revestida com formvar. Essas grades foram contrastadas com acetato de uranila
e citrato de chumbo (Morillo et al., 2014).

4.6. Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

A observacao inicial para determinacdo dos blocos nos quais as células estavam mais
bem preservadas foi feita no microscopio eletrénico de transmissdo FEI Morgagni (FEI
Company, Hillsboro, OR), com voltagem de aceleragdo de 80 kV com a finalidade de
selecionar os melhores blocos para obtencdo dos cortes seriados para reconstrugéo
tridimensional. A observacdo dos cortes seriados foi feita utilizando o microscopio FEI
TECNAI SPIRIT (FEI Company, Hillsboro, OR) a 120 kV. Foram adquiridas imagens de
células bem preservadas que apareceram na sequéncia de cortes seriados. Essas imagens

foram utilizadas na reconstrucéo tridimensional.

4.7. Reconstrucdo com modelo 3D

As imagens obtidas foram alinhadas e foi criado o modelo tridimensional da Mf.
australis Cepa IT-1 utilizando o programa IMOD 4.9 e programas associados ao pacote do
IMOD 4.9 como 0 3DMOD.

5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas das culturas Mf. australis cepa IT-1

A observacdo das células por microscopia éptica durante o cultivo em laboratério
mostrou que as células apresentaram 0 comportamento magnetotatico tipo Sul e a
caracteristica morfoldgica evidenciada pelo formato de fava (Figura 9). Ndo foram observadas
contaminacgdes. Depois de trés dias apds o indculo, ja era possivel observar a banda de
crescimento em regido do tubo correspondente a interface Oxica-anoxica indicada pela
resazurina. A banda de células se tornou mais espessa e com coloragdo escura apos 15 dias de
crescimento, quando atingiu a interface meio/ar. O espessamento e migragdo das celulas ao
longo do gradiente de oxigénio ocorre devido ao aumento da populacéo e, consequentemente,

do consumo de oxigénio (Morillo, 2014).
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Figura 9: Caracteristica morfologica da Mf. australis cepa IT-1. Imagem DIC mostrando
morfologia cocoide/ovoide semelhante a uma fava.

5.2. Ultraestrutura de Mf. australis cepa I1T-1

Os cortes ultrafinos obtidos apds a utilizacdo das técnicas de congelamento por alta
pressdo, substitui¢do a frio e ultramicrotomia foram observados por MET e evidenciaram boa
preservacao da célula (Figura 10A). Foi possivel notar que o citoplasma da célula apresentava
turgidez, sem regides vazias, que poderiam indicar a formacdo de cristal de gelo e/ou
problemas na infiltracdo da resina. Além disso, a membrana da célula apresentava-se continua
e sem grandes ondulagGes (Figura 10B). Dessa forma, os resultados indicam que a criofixagéo
e substituicdo a frio ocorreu de acordo com o esperado, garantindo a preservagdo da célula e

suas estruturas.

As regifes de membrana estdo nitidas nas micrografias, sendo possivel diferenciar a
membrana citoplasmética da regido da parede Gram-negativa (membrana externa) (Figura
10B, setas brancas). Envolvendo a célula em sua regido mais externa, foi notado uma camada
amorfa que sugere a presenca de uma fina capsula, que se estende por toda superficie da
célula (Figura 10A e 10B, setas pretas). Alem disso € possivel observar a presenca de
granulos eletrondensos (Figura 10, indicado por “P”), cuja composigdo provavelmente € rica

em fosforo, sendo provavelmente de polifosfato, como descrito por Morillo et al. (2014).
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Figura 10: Microscopia eletronica de transmissdo de Mf. australis cepa 1T-1 mostrando
boa preservacdo da célula (A) e detalhe da parede e membrana celular (B). Note que a
parede celular é do tipo Gram-negativa (setas brancas) e, em volta das células, a presenca de
uma fina capsula (setas pretas).

Estruturas com aparéncia filamentosas semelhantes a arranjos de quimioreceptores
foram observadas (Figura 11A, setas brancas). No entanto, nesses cortes ndo era possivel
correlaciona-las a posicdo dos flagelos nas células. Note que na figura 11A existem duas
dessas estruturas em regiGes opostas na célula, proximas a membrana citoplasmatica. As
figuras 11B e C mostram essas estruturas em maior aumento. A presenca de inclusdes
eletroldcidas, as quais também ja foram descritas em estudos anteriores, que se supdem serem
constituidas de enxofre elementar, foram observadas (Figura 11B e E; indicado por "S"). As
células de Mf. Australis cepa IT-1 observadas tinham apenas uma cadeia de magnetossomos
de morfologia cuboctaédrica organizados em Unica cadeia e aparentemente na regido convexa
da célula (Figura 11D; asterisco branco). Em relacdo as estruturas de flagelos, foram
observados tufos de flagelos saindo de bolsas flagelares presentes na superficie celular da
bactéria (Figura 11E, ponta de seta branca). Em algumas células foi visto uma estrutura
semelhante a uma capa que aparentemente cobre a regido inicial do tufo de flagelos (figura
11D; ponta de seta preta).
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Figura 11: Microscopia eletrénica de transmissdo mostrando detalhes da ultraestrutura
da Mf. australis cepa IT-1. Nas imagens A, B e C é possivel se observar estruturas
filamentosas semelhantes a arranjos de quimiorreceptores em uma mesma célula (setas
brancas), a presencga de um granulo eletronluscente (indicado por "S"). Na figura D é possivel
se observar a cadeia de magnetossomos (asteriscos brancos), as estruturas de
quimiorreceptores (setas brancas) espalhadas por toda a célula, os flagelos (indicado por "F"),
a estrutura observada cobrindo a parte inicial dos tufos de flagelos (ponta de seta preta) e os
granulos eletrondensos (indicados por "P"). Na figura E, é possivel se observar a bolsa na
superficie celular por onde os flagelos saem da célula (ponta de seta branca).

5.3. Reconstrugéo tridimensional de Mf. australis cepa IT-1

Foram adquiridas 17 imagens em série de uma mesma célula a partir da observacdo dos
cortes seriados. Essas imagens foram alinhadas para possibilitar o delineamento de cada
estrutura de interesse e gerar um modelo tridimensional da célula. Na figura 12 (A-E)
podemos observar uma parte da série de imagens que foi utilizada na reconstrucao
tridimensional e o modelo tridimensional sobreposto a uma das imagens da série (Figura 12 G
e H).

Com as imagens alinhadas, foi possivel gerar o modelo tridimensional da célula e suas
estruturas. O software 3DMOD foi usado para criacdo desse modelo, nele foram delimitados a

membrana citoplasmatica, estruturas filamentosas, granulos ricos em fésforo, magnetossomos
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e flagelos de cada uma das 17 imagens em séries alinhadas. Na figura 13 (A-D) € possivel ver
0 modelo 3D gerado a partir das delimitagdes dessas estruturas celulares em diversos angulos.
Nota-se que os dois granulos ricos em fosforo (Figura 13, estrutura em vermelho) estdo
presentes em polos opostos dentro da célula. A reconstrucdo das estruturas filamentosas
semelhantes a arranjos de quimiorreceptores mostrou que elas sdo continuas na célula, como
um disco, e estdo localizadas na regido céncava da célula (Figura 13 A e B, estrutura em azul
e em roxo). A estrutura filamentosa delineada em azul se concentra na regido de um dos
flagelos, com ramificacdes seguindo em direcdo a outro flagelo, onde foi observada a outra
estrutura semelhante (Figura 13 A e B, estrutura em roxo). A reconstrucdo tridimensional da
célula indica que os discos formados pelos filamentos delineados em azul e roxo estdo muito
proximos ou integrados, o que sugere que essas estruturas possam Ser apenas uma estrutura
maior em vez de duas diferentes (Figura 13 G, inserto). No modelo se observa dois flagelos
(Figura 13 C e D, estruturas em amarelo) que surgem da superficie celular na parte concava
da célula e aparentam surgir em alturas diferentes da superficie celular, ndo aparentando
estarem espacialmente simétricos em relacdo ao corpo celular. Os magnetossomos observados
no modelo tinham morfologia cuboctaédrica e estavam dispostos espacialmente préximo a um
polo da célula (Figura 13 C, estrutura em preto). Devido ao fato de os magnetossomos
estarem apenas em uma imagem, quando a série de corte foi adquirida, a reconstrucéo
tridimensional da célula no programa ndo reconheceu o volume correto dos magnetossomos,
levando-os a serem visto no modelo de forma achatada. Na figura 13 C parece haver um
desnivel entre os dois magnetossomos mais a direita em relacdo ao resto da cadeia. 1sso
ocorre devido ao artefato mencionado anteriormente. Provavelmente a cadeia de
magnetossomos estd inclinada na célula e, por isso, 0s magnetossomos aparecem
desnivelados. A reconstrucdo tridimensional a partir da eletrontomografia da célula em cada
corte sera utilizada futuramente para resolver essa questdo. A estrutura mais proxima a cadeia
de magnetossomos sdo os granulos de enxofre (Figura 13, estrutura cinza), foram observados
3 granulos de enxofre eletronluscentes que se encontravam distribuidos aparentemente de
forma randdmica pela regido central e convexa da célula (Figura 13 A e C). A observacdo da
posicao da cadeia de magnetossomos em relagdo a cada tufo de flagelo indica que esses estéo
quase que perpendiculares, nessa situacao, a estrutura utilizada para orientacdo ao longo das
linhas do campo magnético nédo estaria alinhada paralelamente a direcdo de locomocgédo, como

ocorre na maioria das BMs.
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Figura 12: Reconstrucdo tridimensional de Mf. australis cepa IT-1 baseada em imagens
obtidas a partir de cortes seriados. (A-E) Imagens adquiridas da mesma célula em cortes
seriados por microscopia eletrénica de transmissdo que foram utilizadas na reconstrugédo
tridimensional da célula mostrando e suas principais estruturas (membrana citoplasmatica,
magnetossomos, granulos ricos em fdsforo e de enxofre, estruturas filamentosas semelhantes
a quimiorreceptores e os flagelos). (G-H) Modelo tridimensional com a imagens de
microscopia eletrdnica de transmissdo da secdo correspondente da célula sobreposta. Nas
figuras F e H é possivel observar a sobreposi¢cdo das imagens correspondentes as regides de
cada flagelo com o modelo tridimensional gerado e na figura G é possivel observar um dos
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pontos especificos nos quais aparentemente as duas estruturas filamentosas observadas
parecem se unir. O inserto em (G) mostra em detalhe a regido que esta destacada pelo
quadrado pontilhado vermelho.

Figura 13: Modelo tridimensional da Mf. australis cepa IT-1 em diferentes angulos. E
possivel ver nesta figura todas as estruturas delimitadas e vistas em diferentes angulos como:
magnetossomos (preto), granulos ricos em fosforo (vermelho), granulos de enxofre (cinza),
flagelos (amarelo), estruturas filamentosas semelhantes a arranjos de quimiorreceptores (azul

e roxo).
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6. DISCUSSAO

As BMs sdo sensiveis a concentragdes atmosféricas de O, sendo em sua maioria,
microaerofilas e/ou anaerdbias. Devido a essa sensibilidade, as BMs estdo sempre buscando
sua zona ideal para seu crescimento e sobrevivéncia que é dentro ou proximo das regides de
IOA, nessas regides se tem as condicOes ideias de O e outros nutrientes essenciais para essas
bactérias. Com isso, é essencial que as BMs possuam meios de se locomover e achar essas
regides. Todas as BMs possuem a presenca de magnetossomos, esses magnetossomos quando
alinhados em cadeia dentro da célula permitem uma orientacdo da bactéria em relacdo ao
CGM, essa orientacdo passiva mais a movimentacao gerada pela rotagdo dos flagelos permite
0 fendmeno da magnetotaxia. A magnetotaxia junto com a quimiotaxia auxilia essas BMs a
encontrar as regides de I0A, sendo assim, a sua capacidade de se movimentar é essencial para
uma resposta rapida a mudancas nessa regido de IOA e para a sobrevivéncia dessas bactérias
no ambiente. Os modelos que explicam a magnetotaxia ndo levam em consideracéo a posicao
das cadeias de magnetossomo na célula em relacdo a posicdo dos flagelos ou eixo natatério
das bactérias ndo alongada sob campo magnético terrestre ou aplicado. A maior parte dos
estudos desse tipo consideram apenas que a célula possui um momento magnético que foi
convencionalmente estabelecido como a dire¢cdo do nado quando as células séo observadas ao
microscopio Optico sob campo magnético aplicado. No caso do estudo de células alongadas,
como bastonetes, espirilos e vibrifes, nas quais a cadeia de magnetossomos, o eixo natatorio e
alinhamento da célula em relacdo ao campo magnético sdo aproximadamente paralelos, o
entendimento da magnetotaxia parece mais direto. No entanto, em células redondas/ovais ou
nas formas multicelulares que apresentam movimento de rotacéo, o alinhamento da célula em

relacdo as linhas do campo magnético e sentido de locomocao néo parece tdo 6bvio.

A bactéria Mf. australis cepa IT-1, foi a primeira BM do Hemisfério Sul isolada em
cultura axénica e possui caracteristicas marcantes que a destacam de outros cocos
magnetotaticos (Morillo et al., 2014). Morillo et al. (2014) as técnicas de congelamento por
alta pressdo e a substituicdo a frio para descrever aspectos celulares como a morfologia
cocoide semelhante a um grédo de feijao, essa morfologia ¢ semelhante a bactérias nédo
cultivadas descritas por Zhang et al. (2012a) que apresentam também essa morfologia e
possuem 93% de similaridade genética com a Mf. australis mas possuem morfologia e outras
caracteristicas de seus magnetossomos diferentes (Morillo et al., 2014). Por exemplo, a
morfologia de cuboctaédrico alongado dos magnetossomos na Mf. australis cepa IT-1 ndo é

comum em cocos magnetetaticos, com excessdo da cepa MO-1 (Lefévre et al., 2009). Além
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dessa morfologia diferente, os estudos de Morillo observaram que diferente das outras
bactérias com morfologia semelhante a feijdo descritas por Zhang et al. (2012a), Mf. australis
atinge velocidades relativamente altas de nado, chegando até 300 um.s™ e possuindo uma
trajetéria de nado linear, onde aparenta nadar com a face concava da célula que possui 0s
flagelos a frente, o que mostra que os flagelos rotacionam a frente da célula, puxando-a
(Morillo et al., 2014). A rapida velocidade, trajetoria e eixo natatorio de Mf. australis cepa IT-
1 quando observadas por microscopia Optica em campo magnético aplicado pareciam conflitar
com as observacdes da célula por MET que sugeriam que a cadeia de magnetossomos nédo
estava alinhada paralelamente a direcéo de nado e as linhas do campo geomagnético, como na
maioria das bactérias magnetotaticas. Nessa disposi¢do de estruturas celulares, teoricamente
se a cadeia de magnetossomos estivesse alinhada a direcdo de nado e as linhas do campo
geomagnético, as células nadariam na direcdo perpendicular ao campo aplicado. Entretanto,
isso ndo foi observado e a direcao de nado de Mf. australis cepa IT-1 continuava alinhada as
linhas do CGM e mantinha uma velocidade de nado alta, sendo assim necessario um estudo
gue observe mais detalhadamente a disposicédo espacial entre a cadeia de magnetossomos e 0s

flagelos.

A observagdo por MET da ultraestrutura da Mf. australis cepa IT-1 usando os cortes
seriados, mostrou a presenca de estruturas, como os granulos eletrondensos e eletronluscentes
e a fina cdpsula mais externa a célula que aparentemente cobre toda a bactéria. Duas
estruturas distintas proximas aos flagelos, que aparentam ser arranjos de quimiorreceptores,
foram observados assim como no estudo de Morillo et al. (2014). No entanto, através da
reconstrucdo tridimensional, foi visto que essas estruturas se espalham por toda célula e em
determinados pontos € possivel observar que eles aparentemente se juntam o sugerindo que
pode ser uma unica estrutura. Estruturas semelhantes a quimiorreceptores que eram
aparentemente filamentosas quando observadas em cortes ultrafinos, mas que apresentavam
aspecto discoide se estendendo ao longo de uma regido da célula proximas aos flagelos,
também foram observadas em formas multicelulares de BMs (Abreu et al., 2013; Ledo et al.,
2017). O aparato flagelar em Mf. australis cepa IT-1 foi observado em bolsas na superficie
celular na parte concava da celula nos cortes celulares presentes. Em algumas células foram
observadas estruturas semelhantes a uma capa ou bainha cobrindo o inicio dos tufos
flagelares, essa estrutura ndo havia sido descrita antes e sua funcdo é desconhecida.
Entretanto, estruturas semelhantes a bainhas ja foram descritas em outros cocos

magnetotaticos, como Mc. marinus cepa MC-1 (Bazylinski et al., 2013a) e cepa MO-1
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(Lefévre et al., 2009), ambos possuem dois tufos flagelares bifolotriqueos com sete flagelos
por tufo da mesma forma que a Mf. australis cepa IT-1. Essa estrutura ndo foi observada
anteriormente no estudo de Morillo et al., (2014). A observacdo de uma estrutura que aparenta
ser um resquicio de bainha nos flagelos neste trabalho levanta a suspeita de que Mf. australis
cepa IT-1 aparentemente possui uma bainha da mesma forma que esses dois outros cocos
magnetotéaticos semelhantes. Por ser uma estrutura sensivel, assim como os flagelos,
possivelmente essa estrutura estd sendo perdida durante o processamento da amostra. 1sso
pode ser um indicativo do porqué no estudo de Morillo et al., (2014) nédo foi observada essa
estrutura e 0 porqué neste trabalho essa estrutura foi notada apenas em algumas células. Em
relacdo aos flagelos, eles aparentam surgir de pontos em planos diferentes entre si na
superficie celular da parte concava levando a uma sensacdo de que eles ndo saem de pontos
simétricos em relacdo ao corpo celular. Os resultados indicam que o aparato flagelar nessas
bactérias deve funcionar de forma diferente das BMs com morfologia de espirilo, bastonete e
vibrido.

O modelo tridimensional gerado a partir dos cortes seriados também permitiu a
visualizagéo da disposicédo espacial da cadeia de magnetossomos em relagéo aos dois tufos de
flagelos dessa bactéria. Foi observado que essa cadeia se encontra realmente, perpendicular e
consequentemente desalinhada, em relacéo aos tufos de flagelos nessa bactéria. Isso confirma

a suspeita que se tinha sobre esse desalinhamento nos estudos de Morillo et al. (2014).

Apesar de serem morfotipos de BMs totalmente distintos, as formas multicelulares e as
células cocoides/ovoides apresentam como caracteristica comum o ndo alinhamento das
cadeias de magnetossomos as linhas do campo magnético e eixo natatdrio, sendo que esses
ultimos coincidem. Além disso, ambos o0s tipos celulares apresentam o movimento de rotacdo
no eixo do "corpo” do microrganismo. Dessa forma, esse movimento deve ser o resultado do
alinhamento da cadeia de magnetossomos em relacdo as linhas do campo magnético e do
direcionamento natatério proporcionado pela quimiotaxia. Para elucidar essa questdo seria
necessario obter células de Mf. australis cepa IT-1 sem magnetossomos e comparar as

caracteristicas de movimento.
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7. CONCLUSOES

As células observadas a partir de cortes finos obtidos apos utilizacdo de técnicas
de congelamento por alta pressao, substituicdo a frio e ultramicrotomia estavam
em Otimo estado de preservacdo e devido a isso foi possivel caracterizar a

ultraestrutura da bactéria magnetatica Mf. australis cepa IT-1.

A observacdo das células por MET mostrou a presenca de uma estrutura
envolvendo a parte inicial dos tufos de flagelos em algumas das células no corte

seriado que n&o havia sido observada em estudos anteriores.

A reconstrucdo tridimensional dos cortes seriados mostrou que as estruturas
filamentosas semelhantes a arranjos de quimiorreceptores se estendem por uma

regido da célula proxima aos flagelos, formando um disco.

O modelo confirmou a suspeita entre as relacOes espaciais da cadeia de
magnetossomo com o aparato flagelar mostrando que ela esta aproximadamente
perpendicular e consequentemente desalinhada em relacdo as linhas de campo

magnético e eixo natatorio.
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