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RESUMO
PEDRO DE ABREU CORTES BARROS

DIVERSIDADE MORFOLOGICA DE BACTERIAS MAGNETOTATICAS EM
RIACHOS DO PARQUE NACIONAL DA TIJUCA, RIO DE JANEIRO

Orientadora: Fernanda de Avila Abreu

Coorientador: Anderson de Souza Cabral

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e

aprovaciao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

O Parque Nacional da Tijuca (PNT) ¢ um ambiente rico em biodiversidade, abrigando
uma variedade de espécies de plantas, animais e microrganismos. Possui uma variedade de
ecossistemas, incluindo rios e riachos de agua doce. Esses riachos sdo habitats para bactérias
magnetotaticas (BMs), cuja diversidade ainda ndo foi explorada nesse ambiente. Foram
realizadas amostragens de agua e sedimento em dois riachos do PNT: Rio das Almas e Rio
Trapicheiros. As amostras foram analisadas por métodos quimicos e fisicos a fim de se
realizar uma caracterizacdo dos fatores abidticos no ambiente, € por meio de técnicas de
microscopia oOptica e eletrOnica para a caracterizagdo das BMs presentes. Foi medida uma
constancia nos valores de parametros abidticos em cada rio e entre eles. Também, foi possivel
observar uma grande quantidade e diversidade de BMs, além de se constatar que a
comunidade desses organismos se modifica com o tempo. Uma estirpe de maior prevaléncia
foi caracterizada morfoldgica e ultraestruturalmente com métodos independentes de cultivo,
mostrando a qualidade de seus cristais. Ao tentar cultivar as BMs encontradas, foram
observados espirilos provavelmente magnetotaticos em um dos meios de cultura, mas nao foi
possivel os repicar. Em outras tentativas, apenas organismos ndo magnetotaticos foram
encontrados. Assim, se faz necessaria a continuacdo do estudo para estabelecer um melhor
conhecimento sobre a variagdo nas populagdes de BMs e para realizar novas tentativas de
cultivo. Com isso, espera-se que este estudo sirva como base para a bioprospec¢cdo de BMs no
PNT e outros rios e riachos da Mata Atlantica, a fim de explorar o grande potencial

biotecnoldgico que as BMs oferecem.

Palavras-chave: diversidade, magnetotaxia, bioprospec¢ao, bactérias magnetotaticas, cultivo



vii

ABSTRACT
PEDRO DE ABREU CORTES BARROS

DIVERSIDADE MORFOLOGICA DE BACTERIAS MAGNETOTATICAS EM
RIACHOS DO PARQUE NACIONAL DA TIJUCA, RIO DE JANEIRO

Orientadora: Fernanda de Avila Abreu

Coorientador: Anderson de Souza Cabral

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e

aprovaciao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

The Tijuca National Park (PNT) is a biodiversity-rich environment, home to a variety
of plant, animal, and microorganism species. It contains a variety of ecosystems, including
freshwater rivers and streams. These streams are habitats for magnetotactic bacteria (MTB),
whose diversity has not yet been explored in this environment. Water and sediment samples
were collected from two streams in the PNT: Rio das Almas and Rio Trapicheiros. The
samples were analyzed using chemical and physical methods to characterize the abiotic
factors in the environment, and optical and electron microscopy techniques to characterize the
MTB present. A consistency in the values of abiotic parameters was measured in each river
and between them. A large quantity and diversity of MTB were also observed, and it was
found that the community of these organisms changes over time. A strain of higher prevalence
was characterized morphologically and ultrastructurally using culture-independent methods,
showing the quality of its crystals. When attempting to cultivate the MTB found, spirilla,
likely magnetotactic, were observed in one of the culture media, but they could not be
replicated. In other attempts, only non-magnetotactic organisms were found. Thus, continued
study is necessary to gain a better understanding of the variations in MTB populations and to
make new cultivation attempts. It is hoped that this study will serve as a basis for the
bioprospecting of MTB in the PNT and other rivers and streams in the Atlantic Forest, in

order to explore the great biotechnological potential that MTB offer.

Keywords: diversity, magnetotaxis, bioprospection, magnetotactic bacteria, culture
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RESUMO PARA PESSOAS LEIGAS

PEDRO DE ABREU CORTES BARROS

DIVERSIDADE DE BACTERIAS MAGNETOTATICAS EM RIACHOS DO PARQUE
NACIONAL DA TIJUCA, RIO DE JANEIRO

Orientadora: Fernanda de Avila Abreu

Coorientador: Anderson de Souza Cabral

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de
Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
para obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biolégicas: Microbiologia e Imunologia

e aprovaciao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

Bactérias Magnetotaticas (BMs) sdo bactérias capazes de produzir cristais magnéticos,
que podem ser extraidos e utilizados em diversas aplicagdes biotecnologicas em varias areas,
como medicina, agricultura, industria etc. As BMs sdo organismos cujo cultivo em laboratdrio
¢ dificil, j& que sao exigentes em relacdao as condigdes fisicas e quimicas necessarias para seu
crescimento e multiplicacdo. Por seu grande potencial biotecnologico, a busca por novas BMs
que possam ser facilmente cultivadas em laboratorio e produzam uma grande quantidade de
cristais de forma mais eficiente ¢ um passo importante para avancar os estudos nessa area. Por
isso, este estudo analisou a diversidade de BMs em riachos no Parque Nacional da Tijuca
(PNT), uma unidade de conservagdo da Mata Atlantica no Rio de Janeiro. L4, foram
encontradas, além de um grande nimero de BMs, diversas espécies dessas bactérias, o que
torna o PNT um bom local para a busca de espécies que tenham as caracteristicas ideais para

seu cultivo em laboratorio e uso na biotecnologia.
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1 INTRODUCAO
1.1 Bactérias magnetotaticas

Bactérias magnetotaticas (BMs) s3o procariotos morfoldgica, metabolica e
filogeneticamente diversos, microaerofilos ou anaerdbios, Gram-negativos, capazes de
realizar a biomineralizagdo de ferro disponivel no ambiente para a formagdo de cristais de
magnetita (Fe;O,) ou greigita (Fe;S,). Esses cristais sdo envoltos por uma bicamada lipidica
advinda da membrana interna, dando origem a organelas denominadas de magnetossomos
(Blakemore, 1975) (Figura 1B). Essa biomineralizacdo ¢ regulada por diversos genes,
dispostos em clusters gendmicos — os clusters do magnetossomo (Figura 1A) —, sendo a
maioria transcrita como operons, que atuam controlando desde a invaginagdo da membrana
interna, a nucleagdo e o crescimento dos cristais até sua disposicdo no interior da bactéria
(Abreu et al., 2020; Murat et al., 2010). Essa regulagdo genética da mineralizagdo em BMs
confere alta qualidade dos cristais, o que diferencia o processo da mineralizacao abiotica de

magnetita e greigita (Morillo, 2014).

A cluster mamGFDC  cluster mmse cluster genédmico mamAB cluster mamXy
i " Y
C D FG |mmstmms mami | E 4 K L P A QRBSTU V z x v DNA gendémico
amba9sS f1sZ-ike
B ME

NGNS

Fase de crescimento de EMMs T Fase de crescimento de CMMs

Checkpoint dependente de
biomineralizacao

Figura 1 — A. Representag¢do dos clusters do magnetossomo da cepa AMB-1. B. Esquema da
formacdo de magnetossomos a partir da membrana interna (MI) em uma BM. Primeiro ocorre
a invaginacdao da MI formando membranas do magnetossomo vazias (EMMs) e, em seguida,
a nucleagdo e crescimento do cristal a partir do processo de biomineralizagdo, formando
membranas do magnetossomo com cristal (CMMs). Figura adaptada de Wan ef al. (2022).



1.2 Magnetotaxia
1.2.1 Campo geomagnético

Quando um material possui seus elétrons alinhados com uma direcdo e sentido, ¢é
gerado um momento de dipolo magnético, dando origem a dois pdlos, norte e sul, fazendo
com que o objeto se comporte como um ima, possibilitando a interacdo com outros campos
(Blundell, 2001). A interagdo entre um dipolo magnético e um campo magnético pode gerar

uma forca de rotacdo ou torque no material em fun¢do do angulo da intera¢dao (Chikazumi,
1997). Esse torque (T) pode ser calculado por um produto vetorial entre o momento de dipolo

magnético ([) € o campo magnético (B), de acordo com a equagao:
T=uX~B

O torque aplicado ao material resulta em sua rotag@o e consequente alinhamento as linhas de

campo (Cullity e Graham, 2011) (Figura 2).

o

Figura 2 — Representacao da interacao entre um dipolo magnético e
um campo magnético. O simbolo ® representa um vetor com sentido
entrando na imagem. Figura retirada de Young & Freedman (2016).



O planeta Terra ¢ fonte de um campo magnético que o envolve, protegendo sua
superficie dos danos causados pela interagdo com radiagdes cosmicas e solares (Merrill,
McElhinny e McFadden, 1996). O campo geomagnético, como ¢ chamado, tem seu polo norte
proximo ao sul geografico da Terra, enquanto seu polo sul estd perto do polo norte geografico

(Langel, 1987) (Figura 3).

Linhas de campo
{linhas de forga)

Norte
geomagnético

2%

Equador geografico
Eixo

geografico

Eixo
magnético

Figura 3 — Esquema mostrando as linhas de campo magnético em volta do planeta Terra,
evidenciando as linhas geograficas e diferentes nortes. Figura retirada de Marques (2009).

1.2.2 Interacdo de BMs com o campo magnético

A biomineralizacao dos cristais de magnetita ou greigita torna possivel a interacdo das
BMs com o campo magnético, ja que sdo os magnetossomos, quando alinhados em cadeia no
citoplasma, os responsaveis pela producdo de um momento de dipolo magnético permanente
na célula. Um torque ¢ gerado nas BMs de acordo com o angulo de seu vetor momento em
relagdo as linhas de campo magnético, rotacionando as BMs até que suas cadeias de
magnetossomos fiquem alinhadas ao campo. Esse posicionamento, em conjunto com o
movimento flagelar, permite o direcionamento das bactérias de acordo com o campo
magnético, caracteristica que ficou conhecida como magnetotaxia (Blakemore, 1975). As

BMs sao microaerofilas ou anaerdbias,e a magnetotaxia, permite o posicionamento das BMs



na interface Oxica-anoxica (IOA) dentro da coluna d’agua, buscando a concentragdo de
oxigénio ideal para sua sobrevivéncia (Figura 4). Como esse direcionamento envolve um
gradiente de oxigénio, o0 movimento também ¢ chamado de magneto-aerotaxia (Frankel et al.,
1997). O conceito pode, ainda, ser expandido para a redoxtaxia, que ¢ o movimento que
envolve a busca por ambientes com concentracdes ideais de compostos redutores e oxidantes,
permitindo o uso eficiente deles como doadores e aceptores de elétrons durante a sintese de

ATP nas células (Bazylinski & Frankel, 2004; Abreu et al., 2020)

Nos dois hemisférios do planeta, o campo geomagnético possui sentidos opostos. Com
1sso, existem dois tipos de comportamento magnetotatico: comportamento north-seeking (tipo
Norte; NS) e south-seeking (tipo Sul; SS) (Spring et al., 1998). As bactérias NS tém
preferéncia pelo movimento no mesmo sentido das linhas de campo magnético — movimento
paralelo ao campo —, sendo direcionadas para o polo norte geografico, que se aproxima do sul
magnético, enquanto as SS nadam preferencialmente no sentido oposto — antiparalelamente ao
campo —, sendo direcionadas para o sul geografico, que se aproxima do norte magnético
(Blakemore, 1982) (Figura 4). Dessa forma, ¢ possivel encontrar uma maior quantidade de
bactérias NS ou SS dependendo do hemisfério onde a analise estd sendo realizada. No
hemisfério sul, a maioria das BMs possui o comportamento SS, enquanto no norte do planeta,

as BMs mais encontradas sdo as NS.
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Figura 4 — Esquema mostrando o movimento flagelar e o consequente deslocamento das
BMs de acordo com o campo geomagnético nos diferentes hemisférios do planeta. Figura
retirada de Morillo (2014).



1.2 Potencial biotecnologico das BMs

Como a mineralizagdo dos cristais de magnetita ou greigita ¢ controlada
geneticamente, cada espécie de BM produz essas estruturas com caracteristicas especificas,
como o tamanho e formato. Além disso, os cristais biomineralizados por BMs possuem alto
grau de pureza e a quantidade de defeitos ¢ baixa (Mann et al., 1984), o que favorece o seu
uso biotecnolédgico e ainda nao foi reproduzido para particulas sintéticas (Vargas et al., 2018;
Cypriano, 2019). Os magnetossomos podem ser extraidos das BMs sem a perda de sua

membrana, caracterizando o produto como nanoparticulas naturalmente revestidas.

A producdo natural dessas particulas possui um menor custo se comparada ao
processo laboratorial de sintese de nanoparticulas revestidas. Além disso, esse revestimento
natural, por advir da membrana citoplasmatica das BMs, possui proteinas que podem ser
utilizadas em reagdes de funcionalizacdo dos magnetossomos com outros compostos de
interesse, como antibidticos, agentes de contraste € moléculas terapéuticas, tomando
vantagem de sua capacidade de responder ao campo magnético (Vargas et al., 2018; Cabral et
al., 2023). Porém, os magnetossomos podem ser utilizados diretamente apds sua extragdo e
purificacdo, sem a necessidade de uma funcionalizagcdo, j4 que podem ser tratados como
nanoparticulas magnéticas e usados em aplicagcdes onde apenas sua resposta ao campo

magnético ¢ necessaria (Vargas et al., 2018).

O avango dos estudos dos magnetossomos possibilitou o desenvolvimento de
ferramentas nanobiotecnoldgicas promissoras, nos campos da medicina, como sistemas de
entrega de medicamentos e agentes de hipertermia para tratamento de cancer, na agricultura,
como nanocarregadores de pesticidas, na ecologia, para monitoramento ambiental, em
analises laboratoriais, como separadores magnéticos, € em processos industriais, como
biocatalise magnética (Vargas et al., 2018; Cabral et al., 2023) (Figura 5). Além disso, as
proprias BMs mostram potencial de utilizagdo por seu metabolismo, ja que algumas podem
produzir metabolitos secundarios de interesse biotecnologico, como siderdforos, antibidticos e
pigmentos (Araujo et al., 2015). Dada a diversidade das BMs e de seus magnetossomos, ¢
natural imaginar que o estudo do potencial biotecnoldgico dos cristais biomineralizados por
esses organismos ainda pode ser ampliado, além de permitir o maior entendimento sobre

outras funcdes dessas organelas.
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Figura 5 — Representagdo do magnetossomo com possiveis funcionaliza¢des e aplicacdes
descritas na literatura (separa¢do celular, hipertermia, transporte de farmaco, geragdo de
contraste de imagem, analise de alimentos, imobilizagdo enzimatica e biorremediagao,
recuperagdo/detec¢do de antigeno/DNA). Figura adaptada de Vargas et al. (2018), retirada de
Cypriano (2019).

J& esté claro que o custo de producdo de magnetossomos biolodgicos € menor que seus
analogos sintéticos (Xie et al., 2009; Correa et al., 2021), entretanto, a busca por espécies de
BMs que tenham um maior rendimento de produgdo dessas organelas ou que sejam menos
exigentes quanto as necessidades para seu cultivo poderd possibilitar maior democratizagao
do uso das tecnologias a elas relacionadas. Dessa forma, torna-se necessaria, além da busca
por novas espécies, a adequagdo de seu cultivo, visando facilitar sua utilizacdo em larga

escala.



1.3 Papel ecologico de BMs

Além de sua importancia na exploragao de ferramentas biotecnologicas, as proprias
BMs sdo componentes vitais dos ecossistemas aquaticos, com papéis importantes nos ciclos
biogeoquimicos do ferro, enxofre e nitrogénio, além de contribuirem para a degradagdo de
matéria organica. Ainda, a presenca e atividade das BMs influenciam significativamente a
estrutura e a fung¢ao dos ecossistemas aquaticos. Elas contribuem para a formacao de nichos

microbianos especificos e afetam a composi¢do microbiana geral (Lefévre et al., 2013).

1.3.1 Ciclos biogeoquimicos

As BMs desempenham um papel crucial nos ciclos biogeoquimicos do ferro e do
enxofre. Ao biomineralizar magnetita (Fe;O,) ou greigita (Fe;S,), elas influenciam
diretamente a mobilidade e a biodisponibilidade desses minerais (Frankel et al., 1997). A
biomineraliza¢do de magnetita por BMs facilita a redu¢do de ferro na coluna d'dgua, afetando
a ciclagem do ferro e a disponibilidade de ferro para outros organismos aquaticos (Faivre e

Schiiler, 2008).

Algumas BMs também tém impacto no ciclo do nitrogénio. Elas podem participar na
desnitrificacdo, um processo que converte nitrato (NO;") em nitrogénio gasoso (N,), ajudando
na remocao de nitrogénio dos sistemas aquaticos e, assim, contribuindo para a mitigagao da
eutrofizacdo (Bazylinski et al., 1995). Esta atividade desnitrificante das BMs revela seu
potencial como agentes biologicos importantes para o equilibrio do nitrogénio em ambientes

aquaticos.

Ainda, as BMs sdo capazes de utilizar diferentes fontes de carbono e energia,

participando ativamente na ciclagem de carbono (Spring et al., 1994).



1.4 Diversidade e cultivo de BMs

As BMs sao bactérias ubiquas, podendo ser encontradas espécies em sedimentos
rasos, mar profundo e colunas d’agua em ambientes de dgua doce, salobros, marinhos,
hipersalinos, podendo suportar pH alcalino ou neutro, além de temperaturas extremas
(Moench et al., 1978; Blakemore, 1982; Bazylinski et al., 1995; Petermann et al., 1993;
Abreu et al., 2007; Abreu, 2010; Lefévre et al., 2010). Estdo distribuidas em varios grupos,
contendo exemplos no filo Proteobacteria nas classes Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta-, Zeta-,
Ca. Eta-, Lambda- ¢ Muproteobacteria, além de serem encontradas nos clados Nitrospirae,

Ca. Omnitrophica, Planctomycetes ¢ Ca. Latescibacteria (Lin et al., 2018), como

demonstrado na figura 6.
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Figura 6 — Arvore filogenética de BMs cultivadas e ndo cultivadas baseada em diversos
genes marcadores filogenéticos. Observa-se os diferentes representantes nas classes Alpha-,
Gamma e Delta- do filo Proteobacteria, no filo Nitrospirae, no filo Omnitrophica e referentes
aos filos Planctomycetes, Latescibacteria, Zetaproteobacteria e Ca. Lambdaproteobacteria
tém-se resultados de analises metagenomicas que encontraram genes de biomineralizagdo. Em
vermelho encontram-se as sequéncias obtidas por métodos independentes de cultivo em Lin ef
al. (2018), e em preto, cepas ja cultivadas. Figura retirada de Taveira (2020).



A diversidade de BMs nos ambientes pode ser influenciada por diversos fatores
bioticos e abioticos, o que contribui para as pressdes seletivas que favoreceram o
aparecimento de novas cepas e espécies ao longo do tempo. Alguns dos fatores que
influenciam nessa biodiversidade sdo a salinidade, temperatura, concentragdes de nitrato e
compostos de enxofre, além dos gradientes de oxigénio e de oxirredugdo nas colunas d'dgua e

sedimentos (Lin et al., 2013).

Contudo, mesmo com sua grande diversidade e todos os avangos nas pesquisas,
poucas sdo as BMs que foram cultivadas, todas pertencentes ao filo Proteobacteria (Quadro
1), sendo a maioria das espécies conhecida por analises independentes de cultivo. Isso porque
as BMs sdao organismos extremamente fastidiosos (Abreu et al., 2020), necessitando de
condi¢des fisico-quimicas especificas para sua sobrevivéncia, ndo resistindo a grandes
variagdes de pH, temperatura e principalmente oxigénio, o que dificulta seu isolamento e

crescimento em meios de cultura.

Quadro 1 — Exemplos de cepas ja cultivadas de BMs.

Grupo Filogenético Bactéria Magnetotitica Referéncia
Ca. Terasakiella sp. cepa SH-1 Duetal., 2019
Ca. Terasakiella magnetica cepa PR-1 Monteil et al., 2018
Magnetospira sp. cepa QH-2 Zhuetal, 2010
Magnetospira thiophila cepa MMS-1 Bazylinski et al., 2007
Magnetospirillum sp. cepa ME-1 Keetal, 2017
Magnetospirillum sp. cepa XM-1 Wang et al., 2016

Alphaproteobacteria Magnetospirillum caucaseum cepa SO-1 Gouzdev et al., 2014

Magnetospirillum gryphiswaldense cepa MSR-1
Magnetospirillum magnetotacticum cepa AMB-1
Magnetospirillum magnetotacticum cepa MS-1
Magnetospirillum marisnigri cepa SP-1
Magnetospirillum moscoviense cepa BB-1

Magnetovibrio blakemorei cepa MV-1

Schleifer et al., 1991
Matsunaga et al., 1991
Blakemore et al., 1981

Dziuba et al., 2016
Dziuba et al., 2016
Bazylinski et al., 2013

Ca. Etaproteobacteria

Magnetococcus marinus cepa MC-1
Magnetococcus massalia cepa MO-1

Magnetofaba australis cepa ['T-1

Schiibbe et al., 2009
Lefévre et al., 2009
Morillo et al., 2014

Desulfamplus magnetomortis cepa BW-1

Lefévre et al., 2011

Deltaproteobacteria Desulfovibrio sp. cepa DV Kovaliova et al., 2017
Desulfovibrio magneticus cepa RS-1 Nakazawa ef al., 2009
. Gamma proteobacterium cepa BW-2 Lefévre et al., 2011
Gammaproteobacteria

Gamma proteobacterium cepa SS-5

Lefévre et al., 2011
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Apesar de meios de cultivo ja estarem otimizados e padronizados para algumas BMs
(Heyen e Schiiler, 2003), em geral, os meios utilizados hoje para cultivar BMs a partir de
amostras ambientais sdo compostos, na maior parte, por componentes genéricos (Schiiler,
1999; Lefevre et al., 2009). Isso, dada a diversidade metabdlica desses organismos, dificulta
seu isolamento e cultivo. Também, ao tentar isolar BMs do ambiente em meio de cultura,
outros microrganismos menos exigentes presentes na amostra podem se tornar prevalentes,
dificultando ainda mais o isolamento, mesmo apo6s a realizagdo de procedimentos de

purificacdo das BMs.

Dessa forma, a busca por novas espécies de BMs em locais pouco explorados nesse
ambito se torna necessaria, a fim de aumentar a probabilidade de encontrar cepas que sejam
facilmente cultivaveis, além de eficientes na producao e extragdo dos magnetossomos. Um
desses ambientes € a Mata Atlantica brasileira, onde nao ha estudos sobre a diversidade de
BMs, principalmente em dreas de conservacdo do bioma, como ¢ o Parque Nacional da

Tijuca, no Rio de Janeiro.

1.5 Mata Atlantica e o Parque Nacional da Tijuca

A Mata Atlantica ¢ uma floresta ombroéfila com vegetacao, de folhas largas e perenes,
densa, o que contribui diretamente para que seu microclima seja fresco, com médias de 25 °C,
e imido, com 0 a 60 dias secos no ano, com efeito, também, da evapotranspiracao das plantas,
fazendo com que praticamente nao haja periodos biologicamente secos (Veloso et al., 1992),

sem grandes variagdes nas condi¢des durante o ano.

Esse bioma ¢ considerado a segunda maior floresta tropical no Brasil, apds a floresta
amazonica, estendendo-se da regido sul ao nordeste ao longo do litoral brasileiro (Por, 1992).
No entanto, devido a fatores antropicos, principalmente o avanco da urbanizagdo, apenas resta
uma pequena porcentagem da cobertura original desse bioma. Mesmo com o estado avangado
da destruicao desse bioma, a mata atlantica ainda abriga uma grande diversidade bioldgica,
contando com um alto nimero de espécies endémicas, sendo classificada como um /hotspot
mundial, uma é4rea com rica diversidade e alto nivel de ameaga, sendo prioridade de

conservagao (Rezende et al., 2018).
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Algumas 4areas da mata atlantica presentes na cidade do Rio de Janeiro compdem o
Parque Nacional da Tijuca (PNT), uma unidade de conservacao (UC) federal, composto por
quatro setores: Pedra da Gavea, Serra da Carioca, Floresta da Tijuca e Pretos Forros/Covanca.
Por ser uma UC, ¢ proibida a construcdo e desmatamento, entre outras atividades, dentro da

floresta (Brasil, 2000).

O PNT abriga uma variedade de rios e riachos que desempenham um papel crucial no
ecossistema local. Esses corpos d'dgua possuem caracteristicas unicas que contribuem para a
diversidade e a satide dos ecossistemas aquaticos do parque. Os rios sdo alimentados por
fontes de 4gua provenientes das montanhas circundantes, como o Pico da Tijuca e a Pedra da
Géavea. Essas fontes de 4gua fornecem um fluxo constante ao longo do ano, contribuindo para
a manutencao dos ecossistemas aquaticos e o fornecimento de agua nao sé para a fauna e flora

local, como também para diversos bairros vizinhos (Parque Nacional da Tijuca, 2020).

Essa topografia montanhosa também influencia a formacao dos rios, que formam
meandros por vales estreitos e desfiladeiros, criando uma variedade de habitats, como
corredeiras, quedas d'dgua e pequenas piscinas naturais. Esses diferentes habitats aquaticos
abrigam uma variedade de espécies de plantas, animais e microrganismos adaptados as
condigdes especificas de cada local (Por et al, 1992; Rezende et al., 2018). As pequenas
piscinas, que ndo possuem grande turbuléncia, podem fornecer as condigdes microaerodfilas

ideais para BMs.

As aguas do PNT geralmente apresentam caracteristicas organolépticas limpa e clara
devido a protecdo ambiental e a gestdo adequada da area. No entanto, a urbanizacdo e as
atividades humanas préoximas ao parque podem representar desafios para a manutengdo da
qualidade da agua, exigindo medidas de conservagao e monitoramento continuos (Rezende et

al., 2018).

Dessa forma, os rios e riachos do PNT, caracterizados por seu fluxo constante de dgua,
topografia montanhosa, vegetagdo ribeirinha e biodiversidade aquatica significativas e
qualidade da agua preservada, desempenham um papel vital na sustentagdo da vida selvagem,
na conservacao da biodiversidade e na oferta de recursos hidricos para a regido. A protecao e
a gestdo adequada desses corpos d'agua sdo fundamentais para a preservacao dos ecossistemas
do parque, e pesquisar sobre a biodiversidade local ¢ um passo para o entendimento sobre a

fauna e flora que leva a criacdo de medidas para essa protegao.
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1.6 BMs no PNT

Atualmente, ndo ha estudos sobre a diversidade de BMs dentro do PNT. Pelo potencial
biotecnolégico das BMs, seu papel importante nos ciclos biogeoquimicos e na ecologia de
ambientes aquaticos, além da importancia do conhecimento da biodiversidade, nao s6 em
areas de conservagdo, mas na Mata Atlantica como bioma, este se torna um estudo piloto para
que esses organismos sejam mais explorados no PNT e ao longo da Floresta Atlantica
brasileira, encorajando a descoberta de novas espécies, aumentando as possibilidades em

relagdo a novas tecnologias e ferramentas baseadas nas BMs e seus magnetossomos.
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2 JUSTIFICATIVA

O PNT ¢ um ambiente rico em biodiversidade, abrigando uma variedade de espécies
de plantas, animais e microrganismos e servindo como objeto de estudo para diversas areas.
Essa diversidade esta presente, além da terra, na agua. Os rios e riachos do PNT sao
ambientes complexos, com uma rica diversidade de animais aquaticos e, também, de
microrganismos. No entanto, esses rios sao pouco explorados em termos de diversidade
microbiana e ndo existem estudos relacionados a presenca e diversidade de BMs nesses
ambientes. As BMs sdo geralmente descritas com um papel importante nos ecossistemas
aquaticos, influenciando na ciclagem de nutrientes, principalmente ferro, e no equilibrio
ecologico. Estudar BMs nos riachos do PNT pode fornecer informagdes sobre sua
distribuicdo, abundancia e interagdes com outros organismos € com o ambiente, contribuindo
para a compreensdo do funcionamento desses ecossistemas e do papel que as BMs

desempenham neles.

Além disso, estudos dessa natureza podem propiciar a prospecc¢do de organismos com
potencial biotecnoldgico. Como mostrado pela baixa quantidade de BMs cultivadas hoje, os
locais mais estudados com o objetivo de bioprospeccao e cultivo ndo possuem bons resultados
nesses ambitos. Dessa forma, explorar um ambiente novo, sem estudos prévios, pode fornecer
resultados positivos, fazendo com que esforcos futuros se concentrem nas novas areas

caracterizadas.

Assim, entender a ecologia de BMs em ambientes como o PNT ¢ um passo necessario
para a sua bioprospec¢do e pode contribuir para o desenvolvimento de tecnologias inovadoras

em diversas areas, como medicina, nanotecnologia e meio ambiente.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Caracterizagao morfoldgica independente de cultivo de estirpes de BMs no sedimento
de rios do PNT, visando a andlise da diversidade morfoldgica desses organismos e
estabelecimento de uma relacao entre a presenca de certos morfotipos e fatores abidticos no
ambiente, gerando uma base para a bioprospeccdo de BMs no PNT e para a projecdo de
ensaios futuros com a finalidade de cultivar em laboratério novas espécies de BMs que

possam ser utilizadas para o desenvolvimento de ferramentas biotecnologicas.

3.2 Objetivos especificos

I) Coleta de amostras de sedimento e 4gua em diferentes areas de rios do PNT;

IT) Anélise de fatores abidticos na dgua dos rios;

IIT) Detec¢do de bactérias magnetotaticas;

IV) Caracterizacao morfologica e ultraestrutural das estirpes selecionadas;

V) Analise da diversidade morfoldgica de BMs nos pontos de amostragem.

VI) Relacionamento da diversidade morfologica com fatores abidticos no ambiente;

VII) Cultivo de estirpes de BMs selecionadas em meios especificos;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Area de estudo

Dentro do PNT existem 32 rios e riachos (Figura 7), cujos fluxos de dgua dependem
diretamente da quantidade de chuvas no periodo, variando entre as estacdes do ano. Esses
cursos d’agua, em geral, possuem larguras e profundidades pequenas. Em alguns pontos do
PNT, os rios formam quedas d’4gua, e pocos, permitindo a ocupagdo por banhistas e
comumente utilizados como atragdo para visitantes.

Parque Nacional da Tiju'ca :

i

Setor Serra da Carioca

Mapa d
1 Unidade de Conservagan Faderal .
Muricipia do Rio de Jansim R AR
. o 0,5 1
Area Total PNT: 3.955 ha ] =1
Basa Cartografica;
ICMBio | Institulo Perefra Pasaos.

Figura 7 — Mapa do Parque Nacional da Tijuca mostrando os rios e riachos presentes na
floresta, destacada em verde. Imagem retirada do site do Parque Nacional da Tijuca (2020).
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Foram realizadas quatro coletas em dois rios do PNT: Rio das Almas e Rio das
Trapicheiros (Figura 8), em duas épocas no ano: verdao, em dezembro de 2021, dezembro de
2022 e fevereiro de 2023, e outono, em maio de 2023 (Quadro 2). Dos trés pontos escolhidos
para amostragem em cada rio, um corresponde a areas sem a presenga de banhistas, enquanto

os dois restantes tém influéncia de utilizagdo recreacional pela populagio.

Figura 8 — Mapa da cidade do Rio de Janeiro com o Rio das Almas, a esquerda, e Rio
Trapicheiros, a direita, destacados em vermelho.

Quadro 2 — Pontos de amostragem e andlises realizadas em cada data de coleta.

Data Pontos Amostragem de Analise
dez./2021 P6 Sedimento BMs
dez./2022 P6 Sedimento BMs

fev./2023 PlaP5 Sedimentoe Agua BMs, Fatores abi6ticos

mai./2023 Pl aP6 Sedimentoe Agua BMs, Fatores abioticos

Como parte da caracterizagdo do ambiente, foram baixados dados pluviométricos do
sistema Alerta Rio da Prefeitura do Rio de Janeiro dos meses de coleta, a fim de determinar se
as chuvas poderiam afetar a diversidade de BMs. Foi desenhado um fluxograma das etapas de

coletas e analises realizadas, encontrado no Apéndice A.
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4.1.1 Rio das Almas

O Rio das Almas (Figura 9) tem sua nascente no setor Floresta da Tijuca do PNT, no
bairro do Alto da Boa Vista (22°95' S, 43°29' W), por onde corre até se juntar ao Rio Caveira,
formando o Rio Tijuca, que se estende até o bairro da Barra da Tijuca, onde desdgua na Lagoa
da Barra. No Rio das Almas esta localizada a Cachoeira das Almas, atragdo para visitantes,
que podem entrar na dgua e se banhar. A maior parte do rio ¢ coberta por arvores, fazendo
com que sua agua permane¢a em uma temperatura amena. As dimensdes de largura e
profundidade do rio sdo pequenas, com largura variavel de poucos metros, facilitando o
estudo do ambiente. Os pontos escolhidos para a amostragem variam entre as altitudes de 500

e 610 m em relagdo ao nivel do mar (Tabela 1).

Tabela 1 — Coordenadas e altitude dos pontos de amostragem no Rio das Almas.

Ponto de Amostragem Latitude (°) Longitude (°) Altitude (m)

P1 -22,948543  -43,287105 609
P2 -22,948443  -43,285168 571
P3 -22,951204  -43,281886 512

—
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Figura 9 — A. Rio das Almas com os pontos de amostragem em vermelho. O sentido da
corrente do rio ¢ de P1 a P3. O ponto P1 esta localizado um pouco antes da Cachoeira das
Almas, enquanto o P2 se localiza ap6s a cachoeira. B. Foto tirada no Rio das Almas.
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4.1.2 Rio Trapicheiros

O Rio Trapicheiros (Figura 10) ¢ um corpo d’4gua que nasce no Macico da Tijuca, no
setor Serra da Carioca do PNT, no bairro da Tijuca (22°94' S, 43°23' W), se estendendo por
6,19 km até o bairro Estacio, onde desagua no Rio Maracana, que tem sua foz na Baia de
Guanabara. O Rio Trapicheiros possui, em seu inicio, uma pequena represa, usada
antigamente para abastecer casas na regido. Hoje, a area ¢ utilizada por banhistas para nadar, e
a presenga de animais domésticos ¢ comum. Além disso, em volta da represa, estdo presentes
casas cujos moradores consomem a agua do rio. Os pontos escolhidos para a amostragem

variam entre as altitudes de 100 ¢ 135 m em relag¢do ao nivel do mar.

Tabela 2 — Coordenadas e altitude dos pontos de amostragem no Rio Trapicheiros.

| Ponto de Amostragem | Latitude (°) lLungitudn("]. Altitude (m) |

P4 -22,938217  -43,234725 132
P5 -22,936817  -43,234356 106
P6 -22,935863  -43,235016 101

| b 4
AYN
il
H P6°
P5 s
i .
) Pd e
%. a 250 500 m.
o

Figura 10 — A. Rio Trapicheiros com os pontos de amostragem em vermelho. O sentido da
corrente do rio € de P4 a P6. O ponto P6 corresponde a barragem presente no rio. Banhistas
foram observados em P5 e P6. B. Foto tirada no Rio Trapicheiros, no P6.
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4.2 Amostragem e transporte

Amostras de sedimento e dgua foram coletadas nos pontos marcados nas figuras 9 ¢ 10

a fim de caracterizar o ambiente e as BMs nele presentes.

Para a andlise fisico-quimica da agua e para contagem de bactérias e virus, foram
coletadas amostras de 4gua utilizando tubos tipo Falcon autoclavados. A fixa¢do dos
microrganismos para contagem foi realizada no local de amostragem em tubos de criogenia,

que foram armazenados em nitrogénio liquido até o momento da analise em laboratorio.

A amostragem de sedimento foi feita utilizando potes pléasticos de 500 mL,
retirando-se os primeiros 5 cm de sedimento do assoalho dos riachos, observando-se um
volume de dgua para a cobertura do sedimento no recipiente, deixando um headspace com ar.
Os potes foram, entdo, levados ao laboratério, onde foram mantidos em temperatura ambiente

até a concentracdo e analise das BMs.

4.3 Concentracao Magnética de BMs

Foram posicionados dois imas com polaridades opostas em pontos opostos de cada
recipiente contendo as amostras ambientais, visando atrair as BMs, concentrando-as na regiao
proxima ao ima (Figura 11). Depois de um intervalo entre 30 minutos e 1 hora, aliquotas de
dgua com as células concentradas foram retiradas de perto do ima e transferidas para
microtubos de 1,5 mL e concentradas novamente com imas por mais 10 minutos, a fim de

aumentar ainda mais a concentra¢do de BMs.

Figura 11 — Recipiente de amostragem de amostra com indica¢do do assoalho do rio e um
ima posicionado na lateral do pote, onde se observa a concentragdo de BMs.
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4.4 Caracterizacio morfologica
4.4.1 Microscopia dptica

Para visualizar em um microscopio o movimento das bactérias e sua reagao ao campo
magnético, foi feita a microscopia Optica utilizando a técnica de gota pendente com as BMs

previamente concentradas magneticamente, ou a partir de tubos com meio de cultura.
4.4.1.1 Gota pendente

Para a montagem da gota pendente (Figura 13), um espagador de borracha em formato
de anel ¢ posicionado entre uma ldmina de microscopia ¢ uma laminula de vidro contendo
gotas de 2 uLL com aliquotas com BM concentradas. As gotas sdo posicionadas na laminula de

modo a fazer com que elas fiquem pendentes.

As laminas foram levadas para os microscopios Zeiss Axioplan 2 ou Zeiss Axio
Imager.D2 (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) e foram visualizadas em aumento maximo de
1000x utilizando contraste diferencial interferencial (DIC, do inglés Differential interference
contrast). Durante a visualizagdo, um ima foi posicionado perto da ldmina e movimentado,
observando-se a reagdo das bactérias a variagdo no campo magnético. Durante o processo,
foram feitas fotografias e filmagens dos organismos utilizando as cameras AxioCam MRc no
Axioplan 2 e AxioCam HRm no Axio Imager.D2. As fotografias foram processadas
utilizando o software Adobe Photoshop 2021 e as filmagens com o Adobe Premiere Pro 2021
(Adobe Inc., CA, EUA).

Gota de amostra
Laminula

=z — Espacador de Borracha
_—
/” /

N

Lamina

Figura 12 — Esquema de montagem da lamina de microscopia para o uso da técnica da gota
pendente.
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4.4.2 Caracterizagdo da ultraestrutura

Das amostras observadas, foram selecionadas as com a maior quantidade de BMs para

facilitar as analises de caracterizagao.

4.4.2.1 Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

Foram depositadas gotas de 5 pL contendo BMs em grades de cobre 300 mesh
revestidas com filme de formvar e carbono, que foram posicionadas ao lado de um ima
(Figura 14). Apd6s 5 minutos, a gota foi seca utilizando papel filtro. As grades permanecerao
em dessecador a vacuo por uma semana. Depois de secas, as grades foram inseridas em um
microscopio eletronico de transmissdo FEI Morgagni (FEI Company, Hillsboro, OR, EUA),
com o qual foram obtidas imagens com voltagem de aceleracdo de 80 kV utilizando a cdmera

MegaView G2. As imagens foram processadas usando o programa Adobe Photoshop 2021.

— Grade de cobre para MET

Gota de amostra retirada da
regido proxima ao im3

Figura 13 — Grade de cobre préxima a um ima contendo uma gota com BMs enriquecidas
magneticamente.

4.4.2.2 Caracterizagdo e quantidade de magnetossomos e granulos

largura

A quantificagdo e medi¢ao da largura, comprimento e fator de forma ( -
comprimento

) dos

magnetossomos foram realizadas manualmente a partir das imagens obtidas por MET, com o
uso do software Image] (Schneider et al., 2012). A caracterizagdo morfologica dos
magnetossomos foi feita com base nas seguintes classificagdes: octaédrico; cuboctaédrico

truncado; prismatico ou pseudo-hexagonal alongado; e anisotrdpica (Figura 15).
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Figura 14 — Diversidade morfologica de magnetossomos. A. Magnetossomos cuboctaédricos
alinhados em cadeia em espirilo ndo cultivado de amostras coletadas no rio Ubatiba (Marica —
RJ). Ilustracdo inserida: morfologia cristalina cuboctaédrica. B. Magnetossomos octaédricos
alinhados em cadeia em vibrido ndo cultivado encontrado em amostras coletadas no Saco do
Mamanguéd (Paraty Mirim — RJ). Ilustragdo inserida: morfologia cristalina octaédrica. C.
Magnetossomos com morfologia prismatica alongada ou pseudo-hexagonal organizados em
cadeia em um vibrido ndo cultivado encontrado em amostras coletadas no Saco do Mamangué
(Paraty Mirim — RJ). Ilustragdo inserida: morfologia cristalina prismatica. D. Se¢do de um
corte ultrafino de um bastonete ndo cultivado encontrado em amostras provenientes do rio
Ururai (Campos dos Goytacazes — RJ) contendo magnetossomos com morfologia
anisotropica. Ilustracdo inserida: morfologia cristalina anisotropica. Todas as imagens foram
obtidas do acervo de imagens do Laboratorio de Biologia Celular e Magnetotaxia do IMPG,
UFRJ. Figura retirada de Taveira (2020).

4.3.2 Racetrack (RT)

O RT (Figura 12) consiste no deslocamento ativo de BMs através da secdo fina de uma
pipeta Pasteur de vidro com algumas adaptagoes, a fim de separar as BMs das bactérias nao

magnetotaticas (Wolfe et al., 1987).

4.3.2.1 Construgdo do aparato de RT

Para adaptar a pipeta, sua por¢ao de maior diametro € cortada a cerca de 5 cm do local
onde a pipeta se estreita. A extremidade de menor didmetro ¢ selada com fogo e uma camada
fina de algoddo ¢ posicionada na regido onde se inicia o estreitamento da pipeta. O algodao
deve ser posicionado de forma a ndo ter uma grande densidade, o que impediria a passagem
de BMs, mas também nao podem ficar tdo soltos, possibilitando a passagem de todos os
organismos. O tamanho do algoddo e sua compactacdo sdo controlados manualmente. Os
aparatos sao autoclavados a 120 °C por 20 minutos ¢ mantidos em recipiente fechado até a

utilizagao.
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4.3.2.2 Concentrac¢do das BMs

Para separar as BMs dos outros organismos e as concentrar, entre 400 ¢ 600 puL de
agua do ambiente previamente autoclavada e filtrada em filtro de 0,22 um estéril foram
adicionados a parte fina da pipeta pasteur para criar um microambiente para o qual as BMs
possam ser direcionadas. Entdo, entre 200 e 400 puL do concentrado de bactérias obtido a
partir da amostra ambiental foram adicionados no aparato de RT. Esse aparato foi entdo

posicionado com a parte mais fina na frente de um ima.

Apos 5 a 15 minutos, espera-se que as BMs estejam na extremidade da pipeta proxima
ao ima, enquanto as bactérias ndo magnetotaticas estejam proximas ao inicio da pipeta e os
organismos maiores, presos no filtro de algodao. A partir disso, foi realizada uma quebra da
pipeta e amostragem do liquido perto do ima, a fim de inocular as BMs possivelmente
isoladas em meio de cultivo, assim como utiliza-las para analises por microscopia em que sao

desejadas amostras com células filtradas.

Agua do ambiente filtrada
em 0,22 um

Algodao

: \
Quebra

Amostra previamente

BMs concentradas e concentrada
possivelmente isoladas

Figura 15 — Aparato de RT posicionado ao lado de um ima. Estdo representadas as BMs
(pontos pretos) e bactérias nao-magnetotaticas (pontos vermelhos) na dgua (em azul).
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4.6 Cultivo de BMs

Apbs a concentragdo das BMs, foi realizada sua inoculacdo em diferentes meios de
cultura semissélidos com gradiente de oxigénio para BMs de dgua doce adaptados de
Blakemore (1979), com composicao variavel, tanto para organismos autotroficos quanto
heterotroficos (Apéndice B). Na composicdo, diferentes fontes de nitrogénio e carbono foram
testadas, além de diferentes valores de pH, em torno do pH medido no ambiente. Apds o RT,
entre 20 e 50 uL do liquido contendo as BMs foram inoculados na IOA dos tubos contendo os
meios (Figura 16). Os tubos foram, entdo, incubados a 28 °C por duas semanas (Morillo,

2014).

Gradiente de

. Oxigénio .
Indculo de /\
s
N
—_—

Crescimento
|~ apbs24a72h

amostra &l

- -

Figura 16 — Tubo contendo o meio de cultura e o indculo inicial de BMs. Com o passar do

tempo, as BMs formam uma faixa de crescimento proxima a IOA.

4.7 Citometria de fluxo

Para avaliacao da abundancia de procariotos totais (APT), amostras foram fixadas com
uma mistura de paraformaldeido 1% + glutaraldeido 0,05% (adaptado de Gasol e del Giorgio,
2000). A citometria, assim como a microscopia de epifluorescéncia, ndo distingue bactérias de
arqueias, entdo, para este projeto, todos os procariotos foram contados como procariotos
totais. A fixagdo das amostras foi feita na regido de coleta, seguida de congelamento em
nitrogénio liquido, onde foram mantidas até a analise.

Uma vez em laboratorio, as amostras para APT foram descongeladas e coradas com

SYBR Green I (Molecular Probes), em uma concentragdo final de 5 x 107° da solugdo
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estoque comercial (Brussaard et al, 2004), e analisadas usando um citometro de fluxo
FACSCalibur (BD Biosciences) equipado com um laser de ion argdnio resfriado a ar que
emite a 488 nm a poténcia de 20 mW, com alinhamento de laser e componentes opticos fixos
e nozzle de 70 um. Agua Milli-Q (18,2 mQ) foi utilizada como fluido carreador. Grupos
procarioticos foram detectados e quantificados com base na intensidade de fluorescéncia em
um grafico de dispersao lateral (eixo X, relacionado pelo tamanho) versus fluorescéncia verde

(eixo Y, fluorescéncia verde de SYBR Green I, relacionada ao conteudo de acido nucleico).

4.8 Analise de nutrientes

As andlises de nutrientes foram realizadas usando um analisador automatico Seal Auto
Analyzer 3 (AA3). Os nutrientes foram mensurados pelos métodos convencionais da
oceanografia. Dessa forma, seguindo Grasshoft ef al. (1999), o ortofosfato foi determinado
pelo método fosfomolibidico; o fosforo total nas amostras foi digerido em meio adcido com
persulfato de potéssio, e determinado pelo método anterior; o nitrito foi determinado pelo
método da diazotagdo; o nitrato foi determinado por redug¢do em coluna de Cd-Cu seguido de
diazotacdo; o nitrogénio total nas amostras foi digerido por persulfato, e determinado pelo
método anterior; e o silicato foi determinado pelo método silicomolibidico. Além desses, o
nitrogénio amoniacal (amodnia) foi determinado pelo método do azul de indofenol (Parsons et

al., 1984).

O nitrogénio organico (Norg) foi determinado a partir da subtracdo do nitrogénio
inorganico total (NIT, somatorio da amonia, nitrito e nitrato) do nitrogénio total. Assim como
o Norg, o fosforo organico (Porg) foi determinado a partir da subtracdo do ortofosfato do
fosforo total. As analises de salinidade foram realizadas pelo método da clorinidade. Ja o
oxigénio dissolvido (OD) foi obtido através do método titulométrico de Winkler (Strickland e

Parsons, 1972).
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4.9 Estatistica

Calculos de regressao linear, desvio padrdo, teste de Mann-Whitney e coeficiente de
correlacdo de Spearman (rg) foram feitos no software QtiPlot v0.9.8.6 (IONDEYV, 2015). O

nivel de significancia a foi considerado como 5%.

Erros em calculos a partir de medigdes foram obtidos utilizando a equagdao de

5f = \/i(% x8x )

onde f ¢ a o parametro calculado, 6f ¢ o erro do parametro, X, ¢ um parametro do qual f

propagac¢ao de incertezas:

depende e n ¢ o nimero de parametros dos quais f depende.

O erro de parametros medidos manualmente foi definido em 1% do valor obtido.



27

5 RESULTADOS
5.1 Caracterizaciao do ambiente
5.1.1 Analise pluviométrica

A partir dos dados baixados do Alerta Rio, foi possivel montar graficos (Figura 17)
mostrando a quantidade de chuva diaria nos dias anteriores as amostragens de 2023. Também
foram analisadas as precipitagdes de dezembro de 2021 e 2022. Em 2021, o mesmo padrao de
coleta apos pico de precipitagao foi observado. No entanto, em 2022, ndo foi possivel obter

uma data exata de coleta. Assim, ndo foi possivel observar o padrao.
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Figura 17 — Precipitacdo medida nas estagdes meteoroldgicas mais proximas aos locais de
amostragem. A. Chuvas em dezembro de 2021 até a coleta no dia 11. B. Chuvas em dezembro
de 2022. A coleta foi realizada antes do dia 20, porém, nao foi possivel obter uma data exata.
C. Chuvas em fevereiro de 2023 até a coleta no dia 13. D. Chuvas em maio de 2023 até a
coleta no dia 15.
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5.1.2 Analise fisico-quimica dos rios

Os parametros fisico-quimicos analisados nas amostras de dgua dos rios nao tiveram
diferencas significativas entre os pontos de coleta, com exce¢do do P6, que teve uma
concentragdo de nitrato de aproximadamente 5 vezes maior (p = 1,3%), e de silicato, 2,5

vezes maior (p = 1,3%) que nos outros pontos do mesmo rio, como mostra a Tabela 3.

Tabela 3 — Média e desvio padrao dos valores dos parametros fisico-quimicos medidos em
cada coleta.

Rio Rio das Almas
Local Ponto de Amostragem P1 P2 P3
Data da Amostragem fev./2023 mai./2023 fev./2023 mai./2023 fev./2023 mai./2023
Temperatura (°C) 21,6 18,3 21.3 18,3 21,5 19,0
pH 6,67 6,20 5.90 6,20 5,90 5,90
OD (mg/L) 8,84 8,80 8,86 7,70 8,76 8,10
Dureza (ppm CaCO3) <350 <50 <50 <50 <50 <50
Aménia (uM) 1,768 £ 0,033  1,675+0,005 | 1,364+0,005 1,165+0,005 | 1,743 +0,01 1,167 + 0,016
Parimetro Nitrito (uM) 0,322 +0,002 0,114 £0,001 | 0,354+0,006 0,129 = 0,001 0,44 + 0,01 0,167 £ 0,003
Nitrato (uM) 13,85+0,325 16,887 +0,141 | 10,174 £0,304 16,946+ 0,163 | 14,424+ 0,337 22,416+ 0,365
N Total (uM) 17,227+ 0,037  22,436+0,054 | 13,806 £0,015 23,2+0,046 | 18,632+0,302 27,822 +(,62
Ortofosfato (uM) 0,141 +£0,001 0,137 +0,002 | 0,086+0,001 0,131+0,001 | 0,202 +0,003 0,112+ 0,001
P Total (uM) 0,305 +0,007 0,265 +0,001 0,3+0,005  0205+0,005 | 0,283 +0,005 0,341 £ 0,007
Silicatos (uM) 3,084 + 0,087 2,43+0,033 | 0,764 0,012 3,242+0,024 | 1,756 £0,024 2,257+ 0,049
Rio Rio Trapicheiros
Local Ponto de Amostragem P4 P5 P6
Data da Amostragem fev./2023 mai./2023 fev./2023 mai./2023 fev./2023 mai./2023
Temperatura (°C) 24,1 21,0 24,1 21,9 - 21,6
pH 6,57 6,36 6,63 5,76 - 6,43
OD (mg/L) 8,43 7.40 8,63 4,60 - 7.20
Dureza (ppm CaCO3) <350 <50 <50 <50 - <50
Aménia (uM) 1,808 + 0,01 2,049 +£0,047 | 1,475+0,032 1,556+ 0,016 - 1,698 + 0,033
Parimetro Nitrito (uM) 0,416 £0,008 0,228 +0,007 | 0,432+0,008 0,233+ 0,002 - 0,303 + 0,004
Nitrato (uM) 13,575+0,012 23,298 +0,328 | 12917+0,16 16,546+ 0,307 - 78351 +1911*
N Total (uM) 17,334+ 0,084 26,703+ 0,606 | 16,62+0,317 22,281 + 0,08 - 101,513 + 0,603 *
Ortofosfato (uM) 0,091 = 0,002 0,14+0,002 | 0,098 = 0,001 0,1 £0,001 - 0,334 + 0,003
P Total (uM) 0,273 £0,004 0,216 +0,006 | 0,560,006 0,283 + 0,005 - 0,175+ 0,001
Silicatos (uM) 6,417 +£0,02 5,866 +0,086 | 7,95+0,053  6,501+0,035 - 17,848 + 0,31 *

* Diferenca significativa pelo teste de Mann-Whitney; p < 0,05.
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5.1.3 Contagem de procariotos totais

A contagem de procariotos totais por citometria de fluxo mostrou estabilidade espacial

e variagdo temporal nos valores de abundéancia, como fica demonstrado na tabela 4.

Tabela 4 — Abundancia de Procariotos nos diferentes pontos de amostragem no verdao
(fev./2023) e outono (mai./2023).

Procariotos Totais (1/mL)

Rio Ponto fev./2023 mai./2023

P1 1,10 x 10° 7,09 x 10*

Rio das Almas P2 1,04 x 10° 9,44 x 10*
P3 1,06 x 10° 7,30 x 10*

P4 2,65 x 10° 6,45 x 10*

Rio Trapicheiros P5 1,98 x 10° 4,65 x 10*
P6 sem dados 1,23 x 10°
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5.3 Diversidade morfologica de BMs

Tanto no Rio das Almas quanto no Rio Trapicheiros, foi identificado um niimero

grande de BMs em todos os pontos de coleta (Quadro 3).

Quadro 3 — Quantidade relativa de BMs encontradas nos pontos de amostragem em cada data
de coleta.

Quantidade Relativa de BMs por Data
Ponto dez./2021 dez./2022 fev./2023 mai./2023
P1 - - . 1 i
P2 - - e s ++
P3 - - e ++
P4 - - + +
P5 - - + -
P6 +++ +++ - +++
5.3.1 Rio das Almas

Em todos os pontos de amostragem nesse rio foi observado um grande numero de
BMs, apesar da prevaléncia de apenas uma morfologia (Figuras 18A e 18B). Nota-se a
presenga de BMs, aparentemente com morfologia de bacilo, com nimero variavel de
granulos com um tamanho relativo grande, ocupando a maior parte do citoplasma. Além
disso, observando as imagens por MET, fica evidente uma cadeia de magnetossomos de

morfologia cuboctaédrica (Figuras 18C e 18D).
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Figura 18 — BMs encontradas nas amostras do ponto P1. A e B. Microscopia optica por DIC

4

da gota pendente feita a partir do recipiente de coleta. C. MET de um grupo de BMs. E
possivel ver os granulos e magnetossomos. D. Detalhe, por MET, da cadeia de
magnetossomos de morfologia cuboctaédrica de uma das BMs.

Os magnetossomos foram medidos com um tamanho médio de 66,3 + 1,4 nm e fator
de forma médio de 0,956 + 0,003. Uma regressao linear realizada no grafico de comprimento
x largura dos magnetossomos revelou um coeficiente angular de 0,942 + 0,003 ¢ R* de 0,98
(Figura 19A). Além disso, a maior parte dos cristais possui o fator de forma préoximo a 1

(Figura 19B).
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Figura 19 — A. Comprimento x Largura dos magnetossomos. A regressao linear com valores
de a= 0,942 £ 0,003 ¢ R* = 0,98 indica uma alta simetria dos cristais. B. Boxplot dos fatores
de forma, indicando uma distribuicdo ndo normal da simetria dos cristais, possuindo a
maioria uma alta simetria.
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A maior parte dos cristais, além de alta simetria, também possui um tamanho préximo
a média (Figura 20), também mostrando uma distribuicdo ndo normal com a cauda esquerda

indicando poucos cristais pequenos.

15

10

Mumero de Magnetossomos
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Figura 20 — Histograma dos comprimentos dos magnetossomos. Observa-se um pico nos
maiores tamanhos, préximo a média, e uma cauda nos menores.

Plotando uma dispersao fator de forma x comprimento, observa-se uma aglomeracgao
no quadrante superior direito (Figura 21), que indicaria uma tendéncia a maior simetria nos
maiores cristais quando comparados aos menores. No entanto, o coeficiente de correlacao de

Spearman e valor de p mostram que a correlagdo nao ¢ significativa (rg = 0,04 € p = 9,86%).
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Figura 21 — Grafico de dispersao do fator de forma x comprimento. Observa-se uma
aglomeragdo no quadrante superior direito. Porém, testes estatisticos revelam que a
correlacdo entre as duas varidveis ndo € significativa (rg = 0,04 e p = 9,86%).

Os granulos presentes t€ém o formato elipséide, com dimensdo maior média de 986 +
77 nm e dimensdao menor média de 846 = 59 nm, tendo as BMs observadas de um a quatro

granulos por célula e uma média de dois granulos.
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5.3.2 Rio Trapicheiros

Em dezembro de 2021, imagens do ponto de amostragem P6 revelaram a presenca de
um namero grande de BMs na regido (Figura 22A). A partir da obtencao de imagens em MET
(Figura 23), foram observados diversos tipos morfoldgicos de BMs (cocos, espirilos, vibrides
e bastonetes), variando em quantidade e formato de cristais. Ao observar no microscopio
optico a mesma amostra depois de 7 meses armazenada no laboratorio (Figura 22B), ainda
foram detectadas BMs vivas e que respondiam a mudancas no campo magnético. Porém,

houve uma diminuicdo aparente no numero de BMs, além de uma redugdo importante na

diversidade dessas células, porém os cocos continuam sendo o morfotipo mais abundante.

Figura 22 — Observa¢dao do comportamento magnetotatico das BMs coletadas no P6 em
dezembro de 2021 por microscopia Optica por DIC. As células se movimentam de forma
antiparalela ao campo magnético gerado pelo ima, se concentrando na borda da gota. A barra
vermelha representa o poélo norte do ima, enquanto a barra azul representa o polo sul. A.
Grande diversidade de BMs no dia da amostragem. B. Perfil da diversidade de BMs ap6s 7
meses da coleta, indicando resiliéncia de alguns grupos.
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Figura 23 — Diferentes morfologias de BMs e de magnetossomos encontradas na realizacao
de MET a partir da amostra ambiental do P6 em dezembro de 2021. Foram observados cocos
(A, B, C, F), espirilos (E), vibrides, (D) e bastonetes (G, H) com diferentes morfologias,
nimeros e arranjos de magnetossomos.
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Depois de um ano da primeira coleta, j4 em dezembro de 2022, foi realizada uma
nova amostragem no ponto de amostragem P6. Novamente, uma grande diversidade de BMs
foi observada na amostra bruta apos a primeira concentragao, apesar de a populagcdo dessas
bactérias aparentar ser diferente em relagdo a primeira amostragem. Os morfotipos
observados foram cocos, bastonetes e vibrides (Figura 24). Na observacdao da amostragem do
P6 de dezembro de 2022 com MET, também foi possivel observar a diversidade de BMs no
ambiente (Figura 25). Além disso, vé-se, também, que algumas BMs encontradas possuem

morfologia da célula e dos cristais diferentes dos presentes na primeira amostragem.
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Figura 24 — Células magnetotaticas na amostra coletada no P6 em dezembro de 2022. Vé-se
uma grande diversidade morfologica de BMs, como bacilos (B), cocos (C), vibrides (V) e o
morfotipo com granulos relativamente grandes (G).
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Figura 25 — MET das diferentes BMs encontradas na amostra coletada no P6 em dezembro
de 2022. Foram observados cocos (A, F), bacilos (B, C, D, E) e outras morfologias nio
mostradas na imagem, como espirilos e vibrides. E possivel ver diferentes arranjos de
magnetossomos, como dois pares de cadeias em (A), uma cadeia em (F), além de diferentes
morfologias, observando os cristais em (A) — cuboctaédricos —, (E) — anisotrdpicos — e (F) —
octaédricos.

Ja em 2023, nas duas coletas realizadas, tanto em fevereiro quanto em maio, foi
observada a prevaléncia do mesmo morfotipo do Rio das Almas (Figura 26), ¢ ndo foi mais

encontrada a mesma diversidade mostrada acima.

Figura 26 — Microscopia optica por DIC da gota pendente feita a partir da amostra ambiental
do P4, no Rio Trapicheiros, de fevereiro de 2023.
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5.4 Cultivo

Ao inocular as amostras de dezembro de 2021 nos diferentes meios de cultura
testados, mesmo ap0Os passar por uma etapa de concentragdo magnética das células desejadas,
na maior parte dos meios, apenas foi observado o crescimento de organismos ndo

magnetotaticos (Figura 27).

Figura 27 — Células ndo magnetotaticas nos meios de cultura heterotréficos com inéculo de
BMs do P6 de dezembro de 2021. A. Células com prolongamentos e bacilos. B. Bacilos. C.
Cocobacilos. D. Células com formato cocoide.

Foram observados, por MET, espirilos com a presenga de cristais parecidos com os
cristais magnéticos de BMs em uma amostra da faixa de crescimento de um meio de cultura
heterotréfico usando nitrato na forma de NaNO; como fonte de nitrogénio, inoculado com

uma aliquota do ponto P4 de maio de 2023 (Figura 28).



40

Figura 28 — MET de amostras das faixas de crescimento a partir do meio de cultura onde
foram observados espirilos possivelmente magnetotaticos. A. Espirilos contendo cristais
possivelmente magnéticos. B. Detalhe dos magnetossomos dos espirilos em (A).

Os espirilos observados possuem cristais de morfologia aparentemente cuboctaédrica,
sem organizacdo de cadeia especifica e com simetria variada, diferentemente das BMs
observadas diretamente a partir das amostras ambientais (Figuras 23 e 25). No entanto, apos
repicar essas bactérias para um novo meio de cultivo com a mesma composi¢ao, apenas
organismos aparentemente nao magnetotaticos foram encontrados na faixa de crescimento

(Figura 29).

Figura 29 — MET dos bacilos sem cristais no meio utilizado para repique dos espirilos.
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6 DISCUSSAO
6.1 O ambiente e seus fatores abioticos

Diversas semelhangas foram observadas entre os valores obtidos para os parametros
abiodticos, tanto para os pontos de cada rio quanto entre os dois rios. A constancia nos valores
em diferentes pontos de um mesmo rio pode ser explicada pela baixa influéncia antropica e
proximidade dos pontos ao longo do curso d'dgua. J4 a semelhanca entre os dois rios
estudados pode ser explicada por fazerem parte da mesma floresta, no mesmo bioma, em
regidoes geograficamente proximas (Veloso et al., 1992). Dessa forma, os fatores ambientais
ndo diferem tanto, o que permite que os parametros medidos estejam dentro de um mesmo

intervalo pequeno.

No entanto, um dos pontos do Rio Trapicheiros, o P6, teve algumas diferencas
significativas. Esse ponto faz parte de uma éarea de visitagdo que ndo ¢ controlada, ao
contrario do Rio das Almas e dos outros pontos do Trapicheiros, que possuem um controle na
entrada de visitantes. Ainda, a presenca de construgdes, como casas € uma barragem, proxima

ao ponto de amostragem P6 pode ter influéncia nos parametros ali medidos.

Existem poucos trabalhos que tratam da biogeografia de BMs (Lin et al., 2014),
correlacionando fatores abidticos com a presenga ou auséncia de determinados morfotipos
magnetotaticos. De fato, os unicos fatores que foram diretamente relacionados a presenca e
auséncia de espécies de BMs e caracteristicas de seus magnetossomos foram a salinidade do
ambiente e a intensidade do campo magnético local (Lin et al., 2013). No entanto, ambientes
de 4gua doce ainda ndo foram detalhadamente descritos quanto aos fatores abidticos e sua
correlagdo com morfotipos de BMs e seus magnetossomos, sendo este estudo pioneiro nesse

sentido.

6.1.1 Clima e chuvas

Um padrao observado na figura 17 foi que as coletas foram realizadas dias apds um
pico de chuva depois de um periodo sem chuvas. Porém, apesar de niveis diferentes na
precipitagdo em cada dia de amostragem e das diferentes estagdes do ano em que as coletas
foram feitas, as temperaturas do ar e agua se mantiveram parecidas em cada ponto medido
entre os dois rios, indicando que nao houve uma influéncia dos fatores meteorologicos nos

fisico-quimicos ou na diversidade de BMs.
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6.1.2 Fatores fisico-quimicos na dgua

Os diferentes pontos de amostragem, tanto no Rio das Almas quanto no Rio
Trapicheiros, apresentaram valores semelhantes para os fatores fisicos e quimicos, o que pode
indicar um ambiente cujos fatores abioticos sdo estaveis ao longo de sua geografia. Isso
resulta em uma alta probabilidade de encontrar as mesmas populagdes de BMs nos diferentes

pontos dos rios (Lin et al., 2014).

No entanto, no Rio Trapicheiros, houve uma grande variagdo da concentracdo de
nitrato e silicatos dos pontos P4 e P5 para o P6. Como mencionado, o ponto P6 recebe
visitantes de forma ndo controlada, muitas vezes entrando no rio, levando alimentos e se
banhando, as vezes junto a seus cachorros. Com isso, espera-se que a concentragdo de
nutrientes relacionados a degradacdo de matéria orgdnica e a excre¢do animal, como o
nitrogénio, estejam em abundancia, o que explica a diferenca para os outros pontos do mesmo
rio ¢ do Rio das Almas. Ainda, a preseng¢a de construgdes, como casas, proximas ao P6, pode
explicar o aumento de nitrato, ja que ¢é possivel que ocorra o despejamento de residuos, como

esgoto, nas aguas do rio (Sadayappan et al., 2022).

Na semana em que foram realizadas as amostragens, ocorreu um desabamento de terra
proximo ao P6 por conta das chuvas recentes. Parte dos minerais desabou até a dgua do rio, o
que pode explicar o aumento de silicatos. Novas medidas precisam ser feitas para determinar
se a concentragdo dessas substancias foi afetada pelo desabamento ou se € um fator natural da

area.

6.3 Caracterizacao dos magnetossomos e granulos

Os magnetossomos caracterizados a partir das amostras do Rio das Almas
apresentaram uma alta simetria e poucos defeitos (Figura 19), sustentando a hipdtese de que a
biomineralizagdo, altamente regulada geneticamente, gera cristais ditos de maior qualidade se
comparada a mineralizacdo abidtica. No entanto, outras analises precisam ser feitas para

determinar a composi¢ao dos minerais e granulos, além de confirmar as morfologias.

Ainda, a distribuicdo dos pontos na figura 21 aparenta indicar que os cristais dos
magnetossomos analisados possuem um monodominio magnético, sustentando o modelo
tedrico de Butler e Banerjee (1975) para a predicdo desse comportamento em cristais de

magnetita biogé€nicos (Figura 30).
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Figura 30 — Diagrama de fase magnética para magnetita biogénica de magnetossomos. Os
diagramas a direita representam esquematicamente o arranjo dos momentos magnéticos de
particulas com dois dominios, um dominio ou superparamagnéticas. Regides cinzas
representam o comprimento ¢ fator de forma de magnetossomos de BMs. Figura adaptada de
Kopp e Kirschinvik (2008).

Segundo Abragado et al. (2010), os cristais biomineralizados pelas BMs com
morfologias definidas, como a cuboctaédrica observada nas andlises, enquanto estdo
amadurecendo, quando tém um tamanho menor, ndo apresentam uma simetria grande,
possuindo um fator de forma menor, que chega mais proximo a 1 apds atingir o tamanho
maduro, quando o cristal ¢ mais simétrico. Esse fenomeno condiz com os resultados
observados na figura 21, que mostra fatores de forma préoximos a 1 em magnetossomos

maiores.

Além disso, foi observada uma curva de distribui¢do com pico de quantidade em
cristais de maior tamanho (Figura 20), o que indica que foram encontrados mais cristais

maduros do que em cristalizagao.
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6.2 Diversidade de BMs

Como dito anteriormente, as caracteristicas dos cristais, magnetossomos ¢ de seu
arranjo nas células sdo geneticamente controladas e relacionadas as espécies. Por isso, a
observagao de diferentes BMs, com varias morfologias da célula e de seus cristais, além de
diversos arranjos das cadeias de magnetossomos, mostra que ha uma diversidade de espécies

de BMs no PNT, principalmente no Rio Trapicheiros, onde foi encontrada a maior variagao.

A maior diversidade morfolégica encontrada, no entanto, ocorreu nas coletas
realizadas no verao em dezembro de 2021 e de 2022, tendo a prevaléncia de um morfotipo de
BMs nas amostragens de 2023. Como nao houve diferenga significativa nas condigdes
meteoroldgicas entre essas épocas, ¢ possivel que exista uma variacdo sazonal na comunidade

de BMs no PNT (Lin et al., 2010).

6.2.1 Rio das Almas

No Rio das Almas, como mostra a figura 20, a maior parte dos magnetossomos
medidos possui um tamanho maduro, enquanto poucos estdo no inicio da mineralizagdo. Com
1sso, pode-se deduzir que a multiplicagcdo das BMs nos riachos ndo ocorre em uma taxa alta,

sugerindo um equilibrio da populacao condizente com o equilibrio dos parametros abioticos.

No entanto, os cristais analisados vém de um mesmo morfotipo de BMs, que foi
prevalente nesse rio. Isso pode sugerir que essas bactérias encontradas estdo mais adaptadas
as condic¢des abiodticas encontradas no ambiente estudado durante a época da analise (Lin et
al., 2010), favorecendo o crescimento de sua populacdo, fazendo com que tenha o maior
numero de individuos dentro da comunidade de BMs do PNT. E possivel que em outras

épocas do ano os parametros ambientais mudem, gerando uma mudanca nessa diversidade.

6.2.2 Rio Trapicheiros

A maior diversidade de BMs foi observada no P6, no Rio Trapicheiros, onde também
foram medidas as maiores concentra¢des de nitrato. E conhecido que as concentragdes de
nitrato podem influenciar na diversidade de BMs em ambientes de agua doce (Lin e Pan,
2010), assim como, em ambientes salgados, a salinidade desempenha um papel similar (Lin et

al., 2012). Com isso, a diferenga nas concentracdes de nitrato obtidas nas analises, em
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conjunto com a maior diversidade encontrada nesse ponto, sustentam a hipdtese de que o

nitrato € um ion importante para definir a comunidade de BMs no ambiente.

Além disso, no P6, ao longo do tempo, foram vistos arranjos diferentes de cadeias de
magnetossomos, o que sustenta a mudanga da populagdo de BMs na segunda amostragem. As
estacdes do ano em que foram feitas as amostragens, assim como os niveis de precipitacao,
nao tiveram efeito na diversidade. Essas diferencas na comunidade de BMs observadas entre
as amostras do ponto P6 em dois periodos distintos, entdo, mostram certo dinamismo na
composic¢ao das populagcdes de BMs, o que pode indicar um nivel elevado de competi¢ao nos

rios (Pernthaler, 2013).

Ainda, o valor da APT no P6 ¢ aproximadamente duas e trés vezes maior,
respectivamente, quando comparado com os pontos P4 e P5. Isso pode ser explicado por se

tratar de um ponto mais eutrofizado, com a presenga de construgdes e visitantes.

De modo geral, em ambos os rios, mais coletas e andlises sdo necessarias para
entender o dinamismo na biodiversidade ao longo do tempo e observar possiveis padrdes nas
diferentes estacdes do ano, além de determinar se os fatores fisico-quimicos analisados sofrem

mudancas sazonais e se sdo determinantes na diversidade de BMs no ecossistema do PNT.

6.4 Crescimento em meio de cultura

O crescimento de bactérias ndo magnetotaticas favorecido no lugar das BMs pode ser
explicado pelo RT ndo ser totalmente capaz de filtrar os microrganismos ndo magnetotaticos,
além de as BMs serem extremamente fastidiosas, muito dependentes de gradientes quimicos
(Lefevre e Bazylinski, 2013), e de no local de amostragem existirem outros organismos mais

resistentes € menos exigentes.

Apesar de ter sido observado o crescimento, em um dos meios de cultura com nitrato,
de espirilos possivelmente magnetotaticos, suas cadeias de cristais eram desorganizadas, o
que sugere que as bactérias observadas cresceram no meio de cultura, em vez de apenas terem
sido inoculadas do ambiente, j4 que na visualizagdo direta das amostras ambientais, 0s
magnetossomos tém um arranjo especifico. Isso pode estar relacionado a falta, no meio de
cultivo utilizado, de alguns fatores quimicos, fisicos e biolégicos normalmente presentes no
ambiente (Morillo, 2014). Ainda, pode ter ocorrido uma mutagdo no cluster de genes do

magnetossomo (Murat et al, 2010), gerando esse padrdo desorganizado, que ndo ¢



46

caracteristico de espirilos magnetotaticos, mas comumente observado em cocos, mostrado na

figura 23F e em Abreu ef al. (2016).

Outro aspecto visto ¢ que os espirilos eram pouco abundantes na amostra ambiental,
mas foram o inico morfotipo selecionado pelo meio de cultura. Hé relatos na literatura de que
membros da biosfera rara de ambientes sdo capturados por métodos dependentes de cultivo,
podendo até nao estarem presentes em resultados de métodos independentes de cultivo (Shade
et al., 2012), o que pode gerar uma certa tendéncia em estudos da comunidade microbiana
baseada nesses tipos de métodos. Dessa forma, infere-se que, para obter a maior veracidade e
riqueza em relagdo a diversidade de BMs no ambiente, o ideal ¢ realizar analises

independentes de cultivo em conjunto com tentativas de cultura (Shade et al., 2012).

Assim, mais tentativas de cultivo devem ser feitas, utilizando diferentes pardmetros
para composi¢ao do meio de cultura, além de novos protocolos de isolamento com RT ou
outras técnicas, a fim de minimizar as diferencas para o ambiente e favorecer mais o
crescimento de BMs. Com isso, espera-se otimizar cada vez mais o crescimento dessas

bactérias em laboratorio e facilitar seu uso em ferramentas biotecnoldgicas.
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7 CONCLUSOES

Foram realizadas coletas de 4gua e sedimento em dois riachos do PNT, Rio das Almas
e Rio Trapicheiros, para a caracterizacao dos fatores abioticos e das BMs presentes. Os fatores
abidticos dos rios, incluindo pH, temperatura e concentragdo de nutrientes, mantiveram-se
relativamente constantes ao longo dos pontos de coleta, indicando um ambiente estavel com
pouca influéncia antrdpica, exceto em areas especificas como o ponto P6 do Rio Trapicheiros,
que apresentou variagdes significativas provavelmente devido a visitagdo descontrolada e

proximidade de construgdes.

A diversidade de BMs nos rios do PNT foi grande, com diferentes morfotipos
presentes em algumas amostras de sedimento. O morfotipo de BMs analisado apresentou
cristais de magnetossomos com alta simetria ¢ poucos defeitos, corroborando a hipotese de
que a biomineralizagdo ¢ um processo altamente regulado geneticamente, resultando em

cristais de alta qualidade, que podem ser extraidos e utilizados na biotecnologia.

Apesar das tentativas de cultivo de BMs a partir das amostras ambientais, apenas
espirilos provavelmente magnetotiticos foram observados em um meio de cultura, sem
sucesso na replicacdo. Isto reforga a necessidade de desenvolvimento de meios de cultivo

mais especificos e a continuidade dos estudos para a bioprospeccao de BMs.

No geral, este estudo fornece uma base para futuras pesquisas na bioprospeccao de
BMs na Mata Atlantica, tendo sido pioneiro no conhecimento sobre BMs no PNT e na relagao
de alguns fatores abidticos com a diversidade morfologica de BMs, destacando a importancia
de explorar novos ambientes para aumentar a probabilidade de encontrar cepas cultivaveis e
com potencial biotecnoldgico. A compreensdo detalhada da ecologia das BMs no PNT pode

contribuir para o desenvolvimento de tecnologias inovadoras em diversas areas.
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9 APENDICES

Apéndice A — Fluxograma de amostragens e analises. A. Fluxo da analise de agua. A agua foi
coletada com trés objetivos: citometria, andlise de nutrientes e andlise de fatores fisicos. B.
Fluxo da analise de sedimento. Apds o transporte para o laboratério e a concentracao
magnética de BMs, diversas analises foram feitas a partir da amostra enriquecida.
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Apéndice B — Quadro de composi¢ao dos meios de cultivo utilizados para 100 mL de agua.
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Meios

Reagente Concentracio ou Referéncia IT-1 sem Sal BMs de H20 doce | Cocos de H20 doce com NO3 INFb
H20 (mL) - 100 100 100 100
Agar (g) - 0,15 0,15 0,22 0,19
Acetato de Na (g) - 0,1 0,01 - -
Acido Milico (g) g e = 2 0,5
Bicarbonato (g) - - 0,1 - -
L-Cisteina (g) - - 0,06 - -
Cloreto de Aménio (g) - 0,024 0,02 - -
Cloreto de Sédio (g) - - - - 0,01
HEPES (g) - 03 03 - -
K2HPO4 (monobidsico) (g) - - - - 0,06
KH2PO4 (dibésico) (g) - - - - 0,18
K2HPO4 (monobdsico) (uL) 05M 400 400 150 -
Minerais de Wolfe (pL) Frankel et al.(1997) 500 500 500 -
MgS04.7TH20 (g) - - 0,01 - 0,02
NaNO3 (nitrato) (g) - - - 0,02
Quinato Férrico (uL) 0,01 M 200 200 - 1200
Resazurina (uL) 0,20% 20 20 20 20
Succinato (g) - 0,06 0,01 0,1 -
Sulfato Ferroso (mL) 0,001 M - 4 -
Tiossulfato (uL) 40% 300 500 150 -
Tris (g) - - 0,12 -
Vitaminas (pL) Frankel et al. (1997) 50 50 100 100




