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RESUMO

IGOR NUNES TAVEIRA

EVOLUCAO DA MAGNETOTAXIA: PREDICAO, ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE
BACTERIOFAGOS POTENCIALMENTE TRANSDUTORAS DE GENES DE
BIOMINERALIZACAO

Orientadora: Fernanda Abreu

Bactérias magnetotaticas (BMs) compdem um grupo de bactérias Gram-negativas que possuem
diversidade morfoldgica, filogenética e metabdlica, apresentando a capacidade sintetizar
nanocristais ferromagnéticos envoltos por uma membrana bioldgica, 0s magnetossomos.
Magnetossomos sdo organelas que auxiliam na navegagdo destes microrganismos em colunas
d’agua ou sedimentos quimicamente estratificados, utilizando o campo magnético da Terra como
guia. Esse comportamento € conhecido como magnetotaxia. A biomineralizagdo do
magnetossomo é altamente regulada a nivel genético e um conjunto especificos de genes é
responsavel por esse processo. Embora os genes de biomineralizacdo sejam conhecidos, sua
origem e distribuicdo ao longo da evolucdo de BMs ainda é desconhecida. Eventos de
transferéncia horizontal de genes (THG) podem explicar o espalhamento da magnetotaxia entre
0s representantes magnetotaticos dos filos Proteobacteria, Nitrospirae e Omnitrophica. Fagos sao
a entidade bioldgica mais abundante no planeta Terra e participam diretamente de processos de
transferéncia de genes, assim como em ciclos biogeoquimicos, controle populacional e ciclagem
de matéria organica nos oceanos. Nesse trabalho, foram preditos profagos em BMs bem como o
isolamento e caracterizacao de fagos produzidos por Magnetofaba. australis cepa IT-1. Fagos ja
foram evidenciados em culturas de Mf. australis cepa IT-1 por microscopia eletrdnica de
varredura e citometria de fluxo (Toledo, 2016). Nossos resultados mostram profagos preditos em
genomas de BMs descritas na literatura encontrando-se o predominio de sequéncias
correspondentes a fagos das familias Myo-, Sipho- e Podoviridae. Analises filogenéticas
permitiram inferir que profagos de Mf. australis cepa IT-1 estdo distantes filogeneticamente dos
fagos preditos na BM mais proxima descrita, Mc. marinus cepa MC-1. PopulacGes de fagos
produzidos por Mf. australis cepa IT-1 foram quantificados durante o cultivo e ap6s a purificagéo
destas particulas obtendo-se a ordem de 107 bacteriéfagos e 10° bactérias por mililitro.
Bacteridfagos envelopados com didmetro médio em torno de 100 nm foram observados por
microscopia eletronica de transmissdo (MET) e genes de biomineralizacdo foram amplificados
por PCR usando o genoma fagico como molde. Estes dados demonstram que fagos séo produzidos
em cultura por Mf. australis cepa IT-1 sdo potenciais transdutores de genes de biomineralizagao.

Palavras chave: bactérias magnetotaticas, biomineralizagdo, fagos, magnetotaxia e transducao.



ABSTRACT

IGOR NUNES TAVEIRA

MAGNETOTAXIS EVOLUTION: PREDICTION, ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF
BIOMINERALIZATION GENE’S POTENCIAL TRANSDUCING BACTERIOPHAGES

Supervisor: Fernanda Abreu

Magnetotactic bacteria (MTB) are group of Gram-negative bacteria comprising high diversity in
morphology, phylogeny and metabolism. They are capable of synthesizing magnetosomes, a
ferrimagnetic nanocrystal enveloped by a biological membrane. Magnetosomes are organelles
play a role in cell’s navigation through chemically stratified water columns or sediments guiding
the swim direction along Earth’s magnetic field. This behaviour is described as magnetotaxis.
Magnetosome’s biomineralization is highly controlled at genetic level and a set of genes are
responsible for this. Although most biomineralization genes are known, the dispersion of those
genes in Proteobacteria, Nitrospirae and Omnitrophica phyla remain unknown. Horizontal gene
transfers (HGT) might play a role in magnetotactic behaviour dispersion among those phyla.
Phages are the most abundant biological entity on the Earth and are known as transducing particles
taking part in biogeochemical cycles, populational control and organic matter cycling in oceans.
This work describes prophages predicted in MTB as well as isolating and characterizing phages
produced by Magnetofaba australis strain 1T-1. Phages have been observed in Mf. australis strain
IT-1 by scanning electron microscopy and flow cytometry (Toledo, 2016). Our results show that
prophages predicted in MTB genomes belong to Myo-, Sipho- and Podoviridae viral families.
Phylogenetic analysis revealed that Mf. australis strain IT-1 prophages are phylogenetically
distant from prophages of Mc. marinus strain MC-1, its most close MTB by 16S rRNA gene
phylogeny. Phage populations produced by Mf. australis strain 1T-1 during cultivation and
purified phages were quantified by flow cytometry obtaining the order of magnitude of 107 phages
and 10° bacteria per milliliter. Enveloped phages with average diameter of 100 nm were seen in
transmission electron microscopy and biomineralization genes were amplified by PCR using
phage genome as template. This data demonstrate that phages are produced during cultivation of
Mf. australis strain IT-1 and are potential transducers of biomineralization genes.

Keywords: magnetotactic bacteria, biomineralization, magnetotaxis, phages and transduction.
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1. Introducao

1.1 Bactérias magnetotéaticas

Bactérias magnetotaticas (BMs) compdem um grupo de bactérias Gram-negativas
aquaticas que possuem alta diversidade morfoldgica, filogenética e metabodlica. Sdo capazes de
sintetizar magnetossomos e navegam em ambientes quimicamente estratificados, orientando-se
de acordo com 0 campo magnético da Terra. Ja foram descritas BMs em ambientes de agua doce,
salobros, marinhos e hipersalinos (Bazylinski e Frankel, 2004). Esses microrganismos podem ser
encontrados tanto em regides costeiras (Abreu et al., 2018) como também em sedimentos
pelagicos e hemipelagicos no Oceano Atlantico (Petermann e Bleil, 1993; Stolz, Chang e
Kirschvink, 1986). Evidéncias da presenca de BMs também ja foram encontradas em regides
profundas do Oceano Pacifico, como sequéncias de DNA associadas a esse grupo bacteriano e

estruturas similares a magnetossomos (Dong et al., 2016).

A maioria das BMs descritas sdo mesofilas e estao restritas a ambientes com pH préximo
a neutralidade. No entanto, algumas BMs extremdfilas ja foram descritas: o procarioto
multicelular magnetotatico (MMP) de ambiente hipersalino, Candidatus Magnetoglobus
multicellularis (Abreu et al., 2007), uma BM termofilica com temperatura de crescimento
méaxima de 63 °C (Lefévre et al., 2010) e varias cepas de BMs alcalifilicas obrigatorias isoladas
de diferentes habitats aquaticos na California, com crescimento 6timo em pH >9,0 (Lefevre et
al., 2011a). Também ha relatos de cocos magnetotaticos psicrofilicos que toleram temperaturas
abaixo dos 4 °C encontrados na Antértica (Abreu et al., 2016) e uma betaproteobactéria

magnetotatica encontrada em ambiente acidico (Abreu et al., 2018).

Supde-se que os diferentes ambientes naturais selecionam populacfes especificas de
acordo com os parametros fisico-quimicos tipicos que impde pressdes seletivas diferentes
(Schiiler, 2008). Formas cocdéides predominam em lagos eutrofizados ou aguas com alto teor de
matéria organica, enquanto em ambientes oligotréficos, as populacdes de BMs sdo mais
diversificadas (Schuler, 2008). Alem de selecionarem as populacdes especificas de BMs, 0s
fatores fisico-quimicos também estdo relacionados ao tipo de mineral presente nos
magnetossomos. BMs que sintetizam cristais de greigita parecem estar restritas a ambientes
anaerobios, onde esses microrganismos encontram condi¢fes mais redutoras (Bazylinski,
Frankel e Jannasch, 1988; Simmons et al., 2004). A salinidade é um dos fatores determinantes

na localizacdo de populagdes especificas de BMs (Spring et al., 1998; Lin et al., 2012).



Aparentemente, 0s cocos magnetotaticos sdo 0s mais abundantes nos diversos ambientes (Lin et
al., 2014a) e apresentam alta diversidade relacionada ao tamanho e a organizacdo dos

magnetossomos (Spring et al., 1993; Zhang et al., 2012).

As BMs apresentam morfologia diversa como cocos, espirilos, vibrides, bastonetes e
formas multicelulares (Bazylinski, Frankel e Jannasch, 1988; Bazylinski e Frankel, 2004) (Figura
1). Estas bactérias estdo amplamente distribuidas no filo Proteobacteria (nas classes Alpha-,
Beta-, Gamma-, Delta- e Ca. Etaproteobacteria) (Abreu et al., 2018; Lin et al., 2018), no filo
Nitrospirae (Lin et al., 2018) e no filo Omnitrophica (Kolinko et al., 2012) (Figura 2). Mais
recentemente, analises de dados metagendmicos de amostras do lago Sakinaw (British Columbia
— Canada) sugerem a presenca de BMs pertencentes ao filo Latescibacteria. Entretanto, ndo ha
dados sobre 0 comportamento magnetotatico ou presenca de magnetossomos em bactérias desse
filo (Lin e Pan, 2015). Um outro estudo recente realizou analises de dados metagenémicos de
amostras coletadas na China e na Australia que indicaram a presenga de genes de
biomineralizacdo pertencentes a bactérias da classe Zetaproteobacteria e a classe candidata
Lambdaproteobacteria (Lin et al., 2018). Porém, novamente ainda sdo necessarios estudos que
comprovem o0 comportamento magnetotatico ou a presenca de magnetossomos em

microrganismos pertencentes a estes filos.

Figura 1. Diversidade morfolégica de BMs. A. Coco néo cultivado com 2 cadeias de magnetossomos cuboctaédricos
(Paraty Mirim — RJ). B. Ovéide ndo cultivado de Gold Strike apresentando magnetossomos prismaticos
desorganizados (Nevada — EUA). C. Vibrido ndo cultivado com magnetossomos prisméticos alinhados em cadeia
(Paraty Mirim — RJ). D. MMP esférico ndo cultivado encontrado em lagoa hipersalina (Araruama — RJ). Retirado
de Abreu et al., 2008 E. Espirilo ndo cultivado com uma Unica cadeia de magnetossomos cuboctaédricos alinhados
(Marica — RJ). F. Bacilo ndo cultivado com magnetossomos anisotropicos alinhados (Campos dos Goytacazes — RJ).
G. MMP elipsoide ndo cultivado encontrado na China (Rongcheng City, China) (Ledo et al., 2017). Todas as



imagens, exceto 2F, foram obtidas do acervo de imagens do Laboratério de Biologia Celular e Magnetotaxia do
IMPPG, UFRJ. A, B, C., E. e F. correspondem a BMs observadas por MET. D. e G. correspondem a MMPs
observados por microscopia eletrénica de varredura (MEV).
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Figura 2. 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 andlises metagendmicas que encontraram genes de
biomineralizacdo. Nesta analise ndo foi incluida a betaproteobactéria magnetotéatica descrita por Abreu et al., 2018.
Em vermelho encontram-se as sequéncias obtidas por metagenoma em Lin et al., 2018. Figura retirada de Lin et al.
(2018).

Arqueias que sintetizem magnetossomos nos ambientes estudados ndo foram relatadas
até o presente momento (Lin, Pan e Bazylinski, 2017). Considerando o fato de que é possivel que
0s genes de biomineralizacdo de magnetossomos possam ter sido adquiridos por transferéncia
horizontal de genes (THG) entre os diversos grupos de bactérias, seria possivel a presenca desses
microrganismos em ambientes ainda ndo explorados.

O cultivo de BMs é de grande dificuldade pelo fato da dificil reproducédo das condi¢cdes
ideais para o crescimento desses microrganismos, como por exemplo a manutencédo de condi¢bes
microaerdfilas ou anaerdbias, ou ainda a criacdo de gradientes fisico-quimicos como o de
oxigénio ou do potencial redox, similares aqueles encontrados nos ambientes estratificados onde
esses microrganismos habitam. Porém, com os avancos nas técnicas de cultivo nos ultimos anos,

um namero consideravel de BMs foi isolado em cultura axénica (Lefévre e Wu, 2013).



1.2 Magnetossomo

O magnetossomo € uma organela constituida de uma bicamada lipidica que envolve um
cristal ferromagnético, representando a principal assinatura estrutural das BMs. Estes cristais
apresentam tamanhos entre 35 e 120 nm e sdo compostos por éxido (magnetita; FesO4) ou sulfeto
de ferro (greigita; FesSs). O cristal é um monodominio magnético, 0 que garante a sua
permanente magnetizagéo. Isso é explicado pelas propriedades do mineral bem como a faixa de
tamanho do cristal e a sua morfologia (Butler e Banerjee, 1975). Os magnetossomos estéo
organizados em unica ou multiplas cadeias no citoplasma da célula e se mantém alinhados gracas
as proteinas do citoesqueleto bacteriano (Bazylinski e Frankel, 2004). Até o presente momento
foram descritos cristais de magnetita que possuem morfologia cuboctaédrica, prismatico ou
anisotropica (ponta de lanca) (Figura 3). Ja para os cristais de greigita sua morfologia €
usualmente classificada como irregular ou pleiomorfica. Tanto a morfologia dos cristais quanto
a composic¢ao da membrana bioldgica sdo variaveis de acordo com a espécie e as condi¢des nas

quais as BMs sdo encontradas (Grinberg et al., 2004).

Figura 3. Diversidade morfologica de magnetossomos. A. Magnetossomos cuboctaédricos alinhados em cadeia em
espirilo ndo cultivado. B. Magnetossomos com morfologia prismatica alongada organizados em cadeia em um
vibrido encontrado em amostras coletadas no Saco do Mamangué (Paraty Mirim — RJ). C. Secdo de um corte
ultrafino de um bastonete ndo cultivado encontrado em amostras provenientes do rio Ururai (Campos dos
Goytacazes — RJ) contendo magnetossomos com morfologia anisotrdpica bullet-shape. D. Cadeia de
magnetossomos octaédricos alongados encontrados no interior de um espirilo ndo cultivado isolado de amostras
coletadas no Saco do Mamangué (Paraty Mirim — RJ). E. Magnetossomos de morfologia prismatica desorganizados
no interior de uma célula ovéide néo cultivada encontrada em Gold Strike (Nevada — EUA). F. Magnetossomos ndo



alinhados e de morfologia anisotrépica ponta de lanca (Maricad— RJ). Todas as imagens foram obtidas do acervo de
imagens do Laboratério de Biologia Celular e Magnetotaxia do IMPPG, UFRJ.

A composic¢do quimica e o formato dos magnetossomos sdo espécie-especifica, ou seja,
todos os cristais produzidos por uma mesma espécie sao idénticos estrutural e quimicamente
(Jogler e Schiler, 2009). Entretanto, espécies diferentes podem produzir cristais com estruturas
cristalogréficas e quimicas semelhantes. Até agora existem algumas excec@es ja documentadas
a esta regra como: (i) uma bactéria observada em amostras de sedimento coletadas em Rhode
Island - EUA, capaz de alinhar em uma mesma cadeia cristais quimicamente diferentes
(Bazylinski et al., 1993); (ii) algumas espécies de MMP encontradas na lagoa de Itaipu em
Niter6i (Lins et al., 2007), no lago Yuehu na China (Zhang et al., 2014; Chen et al., 2016) e no
mar do Norte na Alemanha (Kolinko et al., 2014) apresentavam magnetossomos de magnetita e
greigita a0 mesmo tempo; e (iii) por Gltimo, a Gnica bactéria produtora de greigita cultivada em
laboratorio até o presente momento, denominada Desulfamplus magnetovallimortis cepa BW-1,
cuja variacdo nas condicgdes de cultivo pode permitir que essa cepa biomineralize cristais de

magnetita ou greigita (Descamps et al., 2017).

Dentro do género Magnetospirillum as espécies como: Ms. gryphiswaldense cepa MSR-
1, Ms. magnetotacticum cepa MS-1, Ms. magneticum cepa AMB-1, Ms. caucaseum cepa SO-1,
Ms. marisnigri cepa SP-1 e Ms. moscoviense cepa BB-1, dentre outras produzem uma Unica
cadeia de magnetossomos de magnetita cuja morfologia é cuboctaédrica (Posfai et al., 2007;
Diziuba et al.,2016) (Figuras 3A, 3D, 4A e 4B). Os vibrides e cocos magnetotaticos costumam
apresentar cristais de magnetita com morfologia alongada, classificada como prismatica (P6sfai
et al., 2007; Williams et al., 2012) (Figuras 3B e 4C), como descrito para as espécies
Magnetovibrio blakemorei cepas MV-1 (Bazylinski, Frankel e Jannasch, 1988), MV-2 e MV-4
(Meldrum et al. 1993a), Magnetococcus marinus cepa MC-1 (Meldrum et al., 1993b; Bazylinski
et al., 2013a) e nos cocos ndo cultivados encontrados na China (Zhang et al., 2012) e na lagoa
de Itaipu (Farina et al., 1994). Os cristais ponta-de-lanca (anisotropicos) encontrados até o
momento sdo compostos de magnetita enquanto apenas dois trabalhos encontraram cristais ponta
de lanca de greigita (Abreu et al., 2008; Lefreve et al., 2011c). Estes cristais ponta de lanca de
magnetita podem ser encontrados em representantes do filo Nitrospirae (Figura 4D), como
Candidatus Magnetoovum mohavensis cepa LO-1 e Candidatus Thermomagnetovibrio
paiutensiscepa HSMV-1 (Lefevre et al., 2011b), assim como em representantes da classe

Deltaproteobacteria, como os MMPs caracterizados até 0 momento (Lins et al. 2007; Wenter et



al., 2009; Zhou et al., 2012; Chen et al., 2016) e Desulfovribrio magneticus cepa RS-1
(Sakaguchi, Araraki e Matsunaga, 2002).

Figura 4. Modelo estrutural dos cristais que
compdem 0s magnetossomos. A. Modelo de um
cristal octaédrico alongado (Figura 2D). B. Modelo
de um cristal cuboctaédrico (Figura 2A). C.
Modelo de um cristal prismatico alongado (Figura
2B e 2E). D e E. Modelos de cristais anisotropico
bullet-shape e ponta de lanca, respectivamente.
Modelo de cristal bullet-shape pode ser visto na
Figura 2C e 2F. Os valores apresentados no modelo
representam as faces cristalograficas que formam
cada uma das formas dos cristais. Figura adaptada
de Posfai et al. (2013).

Em relacdo as estruturas cristalograficas dos magnetossomos, nas espécies do género
Magnetospirillum até o momento s6 foram descritos magnetossomos de morfologia
cuboctaédrica com faces [100] e [111] (Pdsfai et al., 2013) (Figura 4B). Em cocos e vibrides
afiliados as classes Ca. Eta- e Alphaproteobacteria, respectivamente, o cristal cuboctaédrico é
alongado paralelamente ao eixo [111] do cristal, que se encontra também paralelo ao eixo da
cadeia de magnetossomos na célula (Posfai et al., 2013). BMs pertencentes a classe
Deltaproteobacteria e ao filo Nitrospirae produzem cristais anisotropicos alongados (Figura 4D).
Alguns outros magnetossomos anisotropicos desses grupos parecem piramides duplas, como dois
triangulos isésceles com base comum, sendo que quando maduros, um triangulo é mais longo
que o outro (Posfai et al., 2013). Assim como nos outros magnetossomos, 0S cristais
anisotropicos estdo geralmente orientados na cadeia de magnetossomos com seu eixo mais longo
paralelo ao eixo da cadeia. No entanto, no caso desses magnetossomos, o eixo de alongamento
do cristal pode ser 0 [100], [110], ou [111] (Posfai et al., 2013). Os magnetossomos de greigita
séo produzidos por deltaproteobactérias e, em geral, ndo possuem morfologia bem definida como
0s magnetossomos de magnetita, tendo forma irregular e muitas vezes se encontram em cadeias

menos organizadas no interior das células (Pdsfai et al., 2013).



1.3 Genes e proteinas de biomineralizacdo do magnetossomo

O processo de formacdo dos magnetossomos € controlado geneticamente pela célula
bacteriana, sendo classificado como uma biomineralizacdo biologicamente controlada
(Bazylinski & Frankel, 2004). Esse controle é feito em nivel genético, existindo conjuntos de
genes especificos comuns a todas as BMs descritas até 0 momento. Esses genes sdo chamados
de genes mam (do inglés magnetosome membrane) ou mms (do inglés magnetic particle
membrane specific) (Uebe e Schiler, 2016). Além desses, outros genes associados a
biomineralizacdo de magnetossomos também ja foram descritos, sendo restritos a alguns grupos
especificos de BMs, como os genes mad (do inglés magnetosome associated
Deltaproteobacteria), descritos inicialmente em deltaproteobactérias (Lefevre et al., 2013a), e
0s genes man, descritos inicialmente em BM pertencentes ao filo Nitrospirae (do inglés
magnetosome genes in Nitrospirae) (Lin et al., 2014b). Entretanto, a funcdo especifica e a
regulacdo dos genes mad e man ainda ndo foram completamente esclarecidas, principalmente

pelo fato de estes genes estarem em sua maioria presentes em BMs ndo cultivadas.

Como descrito anteriormente, as BMs sdo capazes de produzir magnetossomos, organelas
compostas por cristais ferromagnéticos (Bazylinski e Frankel, 2004). Para que o ferro presente
no ambiente seja internalizado pela BM e dé origem ao magnetossomo, uma série de etapas sdo
necessarias. Dentre as principais etapas estdo o sequestro de ferro através de bombeamentos
ativos para o citoplasma da célula, bem como a deposicédo dessas particulas de forma organizada

e bem estruturada a fim de formar os nanocristais (Werckmann et al., 2017).

Muitos genes mam envolvidos na sintese do magnetossomo tém sido identificados nos
Gltimos anos, entretanto 0s mecanismos moleculares da formacdo da organela ainda ndo foram
completamente elucidados. Grande parte da informacdo que se tem sobre o processo de
biomineralizacdo dos magnetossomos foi adquirida a partir de estudos realizados nas espécies
Ms. magneticum cepa AMB-1 (Taoka et al, 2017) e Ms. gryphiswaldense cepa MSR-1 (Murat et
al., 2010). Nesses estudos foram realizadas delecdes de genes mam e mms, permitindo que, a

partir de alteracdes fenotipicas nesses mutantes, a funcao do gene fosse inferida.

As proteinas relacionadas a produgdo dos magnetossomos pertencem a familias com
caracteristicas variadas que incluem: proteinas TPR (Tetratrico Peptide Repeat: MamA),
transportadores CDF (Cation Diffusion Facilitators: MamB e MamM), serina proteases HtrA-

like (MamE, MamP e MamO), proteinas actina-like (MamK), transportadores genéricos (MamH



e MamN) e proteinas especificas de BMs sem homologia com outras proteinas em organismos
ndo magnéticos (MamG, MamF, MamD, MamC, MamJ, MamW, MamX, MamY, Mms6, MtxA)
(Uebe e Schiiler, 2016). De forma geral, as proteinas Mam estdo envolvidas em quatro fungdes
principais na formagdo do magnetossomo: (i) formacéo da membrana do magnetossomo (Maml,
MamL e MamAB); (ii) formacéo do cristal (MamE, Mms6, MamB e MamM); (iii) maturacao
do cristal (MamE, MmsF, MamGFDC e Mam P, S, T); e (iv) alinhamento do magnetossomo em
cadeia (MamJ e MamK) (Murat et al., 2010).

Com o avanco das técnicas moleculares muitas BMs tiveram seus genomas sequenciados
e, portanto, novas anélises e comparacdes entre esse grupo de procariotos foi possivel. Até o
momento estdo disponiveis 0s genomas completos das alfaproteobactérias produtoras de
magnetossomos de magnetita (Matsunaga et al., 2005; Lohfe et al., 2011; Zhu et al., 2010; Wang
etal., 2015) e deltaproteobactérias magnetotaticas produtoras de magnetita ou de ambos minerais
(Nakazawa et al., 2009; Kovaliova et al., 2017; Descamps et al., 2017). Devido a relativa
facilidade em se obter amostras contendo BMs néo cultivaveis a partir de amostras ambientais,
alguns genomas parciais de espécies ndo cultivadas tambem foram descritos (Abreu et al., 2013;
Lefévre et al., 2013a; Lefévre et al., 2012; Jogler et al., 2010; Kolinko et al., 2016; Lin et al.,
2018; Lin et al., 2014b). O estudo do genoma dessas BMs ndo cultivadas permitiu a identificacéo
de genes mam e mms em espécies do filo Nitrospirae (Jogler et al., 2010) e a descoberta de que
0s genes de biomineralizacdo de greigita e magnetita possuem origem comum (Abreu et al.,
2011). Dentre as BMs produtoras de greigita, as espécies Ca. M. multicellularis e Ca. D.
magnetomortis cepa BW-1 sdo as Unicas das quais se conhecem 0s genes envolvidos na
biomineralizacdo do magnetossomo. Além disso, a bactéria Ca. D. magnetomortis cepa BW-1
pode produzir cristais tanto de magnetita quanto greigita, dependendo das condicGes de

crescimento (Lefévre et al., 2011c).

Anélises comparativas dos genomas totais ou parciais das BMs pertencentes a classe
Alphaproteobacteria e Ca. Etaproteobacteria revelaram uma regido bem conservada e moével que,
em analogia as ilhas de patogenicidade, foi chamada de ilha do magnetossomo (MAI,
MAgnetosome Island), que contém genes essenciais para a formacgao de magnetossomos (Richter
et al., 2007). A analise comparativa dos genomas de BMs de Proteobacteria e Nitrospirae

mostrou que esses genes sao conservados (Figura 5; Lefevre e Wu, 2013).
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Figura 5. Organizacdo dos genes mam em diferentes BMs. Os genes mam conservados em todas as BMs apresentam
setas coloridas com letras em preto. Os genes encontrados unicamente em algumas bactérias estdo indicados por

setas pretas e letras em cinza.
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1.4 Evolucéo de bactérias magnetotaticas

O alinhamento em cadeia dos nanocristais ferromagnéticos faz com que o momento
magnético de cada cristal seja somado, o que confere a célula um momento dipolo magnético
otimizado, e sendo responsavel pela capacidade das BMs de se orientarem passivamente ao longo
das linhas do campo magnético da Terra (Bt) (Dunin-Borkowski et al., 1998). Somado ao
alinhamento passivo ao Bt estd a capacidade de natagdo ativa destes microrganismos,
promovendo a navegacdo da célula através de ambientes quimicamente estratificados na coluna
d’agua ou sedimento. Estas duas caracteristicas descrevem a magnetotaxia, ou seja,
comportamento magnetotatico (Bazylinski e Frankel, 2004).

O comportamento magnetotatico geralmente esta associado a outros tipos de quimiotaxia
em busca de condigBes ideais de sobrevivéncia. Um exemplo é o cofuncionamento da
magnetotaxia e a quimiotaxia associada a concentracdo de O, dando origem ao termo magneto-
aerotaxia (Figura 6). Esse termo foi primeiramente usado para descrever o comportamento de
espirilos (Blakemore, Maratea e Wolfe, 1979) e posteriormente cocos magnetotaticos (Frankel
et al., 1997). Desta forma, as BMs buscam a zona de transicdo Oxica-andxica (ZTOA) (Frankel,
Williams e Bazylinski, 2006), regido que apresenta condi¢des de microaerofilia na coluna d’agua

ou sedimento e onde a forca préton-motiva gerada pela célula é maxima (Zhulin et al., 1996).

Figura 6. Descricdo do
comportamento magnetotatico. A
cadeia de magnetossomos (preto) é
alinhada passivamente em relagdo a
componente do Br (seta rosa). O
torque na cadeia de magnetossomos é
transferido para a célula e o corpo
celular é alinhado de acordo com a
componente do Br (seta vermelho
claro). Existem duas situagdes: (i)
guando a célula esta abaixo da ZTOA,
o flagelo rotaciona em sentido horario
permitindo que a célula suba na
coluna d’agua nadando paralelamente
a componente do Br; e (ii) quando a
célula estd acima da ZTOA, o flagelo
rotaciona em sentido anti-horario
permitindo que a célula desga na
coluna d’agua nadando
antiparalelamente a componente do
Br. Gradientes de enxofre (seta roxa)
e oxigénio (seta verde) também estdo
representados.
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O surgimento da magnetotaxia e a sua distribuicdo pelos diferentes filos do dominio
Bacteria sempre foi um dos temas de maior discussdo entre os grupos que se dedicam ao estudo
de BMs. Apesar de essa linha de pesquisa ser relativamente recente, um grande nimero de BMs
ja foi estudado até 0 momento e 0 que marca esse grupo € a grande diversidade do ponto de vista
ecologico, metabolico e filogenético. Somando isso a caracteristica da organizacao particular dos
genes envolvidos na producdo dos magnetossomos, trés possiveis hipoteses sobre a evolugédo de

BMs foram propostas ao longo do tempo e séo alvo de constante discusséo.

A primeira hipotese proposta foi a de que BMs que sintetizam magnetossomos de
magnetita teriam evoluido independentemente daquelas capazes de produzirem magnetossomos
de greigita (DeLong, Frankel e Bazylinski, 1993). Essa hipdtese propde uma origem polifilética
da magnetotaxia, sugerindo que as BMs produtoras de magnetita e greigita teriam evoluido
independentemente sem compartilhar um ancestral comum. Tal sugestdo se fez possivel com
base nos estudos dos parametros bioquimicos e nutricionais para sintese de magnetita e greigita
serem completamente diferentes. Além disso, pelo conhecimento da época sabia-se que todas as
alfaproteobactérias magnetotaticas sintetizavam magnetossomos de magnetita e as
deltaproteobactérias magnetotaticas sintetizavam magnetossomos de greigita, corroborando com
a hipotese citada acima (DelLong, Frankel e Bazylinski, 1993).

Essa hipdtese foi refutada dado que MGCs (do inglés magnetosome gene cluster) de
magnetita e greigita tém origem comum. Especula-se que a biomineralizacdo de magnetossomos
greigita pode ter surgido a partir de uma modificagdo nos genes de biomineralizagdo de
magnetossomos de magnetita em bactérias redutoras de sulfato, como o MMP Ca.

Magnetoglobus multicellularis (Abreu et al., 2011).

Apoiado nessa evidéncia, foi proposta a origem monofilética do surgimento da
magnetotaxia apOs observar-se que a evolucdo baseada nas sequéncias de proteinas Mam
conservadas entre BMs de diferentes filos e no gene que codifica o rRNA 16S se apresentavam
de forma similar (Figura 7). Essa informacéo sugere que todas as BMs do filo Proteobacteria
dividiram um mesmo ancestral comum que era magnetotatico, e ao longo do tempo, conforme
diferentes pressdes seletivas ocorriam, alguns microrganismos teriam perdido a capacidade de
biomineralizar o magnetossomo, resultando na perda da magnetotaxia nestes individuos durante

a evolucdo (Lefévre et al., 2013b).
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Figura 7. Filogenia, evolucdo da magnetotaxia e proteinas associadas a biomineralizacdo segundo a proposta da
origem monofilética. A. Arvore filogenética baseada no gene que codifica o rRNA 16S; B. Arvore filogenética
baseada nas sequéncias concatenadas das proteinas conservadas MamABIKQ entre BMs. Figura retirada de Lefévre
et al. (2013b). Note a congruéncia das arvores filogenéticas.

Por fim, existe uma corrente de pesquisadores que basearam sua hipétese na importancia
de maltiplos eventos de THG de biomineralizagdo na evolugdo de BMs (Schiibbe et al., 2003;
Richteretal., 2007; Jogler et al., 2009, Jogler e Schiiler, 2009). A partir desses eventos, diferentes
espécies de diferentes filos teriam recebido de forma horizontal (ndo hereditaria) genes de
biomineralizacdo fazendo com que bactérias ndo magnetotaticas se tornassem de fato

magnetotaticas e capazes de biomineralizar o magnetossomo.

Em 2017, um estudo realizado por metagendmica, filogenia e datagdo molecular
bayesiana propds que o grupo de genes responsavel pela biomineralizacdo de magnetossomos e
0 arranjo de magnetossomo em cadeia(s) dentro das celulas, tiveram origem anterior ou proxima
a divergéncia dos filos Nitrospirae e Proteobacteria (Lin et al., 2017). Essa divergéncia
filogenética ocorreu cerca de 2.7 bilhGes de anos atrds no éon Arqueano antes do evento da
Grande Oxigenacéo (Lin et al., 2017). Sabe-se que o Bt se originou ha pelo menos 4.2 bilhGes
de anos atrés e sofreu diversas inversdes durante o curso do tempo (Tarduno et al., 2015).
Considerando esse panorama, € provavel que a magnetotaxia e o Bt tenham coevoluido ao longo
do tempo selecionando BMs capazes de resistir a tais variacdes, bidticas e abidticas, durante o

curso do tempo geoldgico da Terra (Lin et al., 2017).

Lin et al., (2018) publicou o primeiro estudo em larga escala de metagenoma de BMs
propondo dois modelos sobre evolu¢do da magnetotaxia. Ambos modelos propde eventos de
THG para explicar o espalhamento dos genes de biomineralizacdo entre os filos Proteobacteria,
Nitrospirae e Omnitrophica. Nesse estudo foram recuperadas sequéncias de metagenoma

contendo genes para biomineralizacdo do magnetossomo nas classes Zetaproteobacteria, nas
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classes candidatas Lambdaproteobacteria e Etaproteobacteria além de organizar os cocos

magnetotaticos na classe candidata Etaproteobacteria.

1.5 Transferéncia horizontal de genes

O fendmeno da THG ¢é caracterizado pelo fato de que genes possam ser compartilhados
entre seres de mesma geracao através de elementos genéticos moveis (EGMs) e ndo através do
conceito classico de hereditariedade ou transferéncia vertical. A primeira observacdo desses
eventos foi descrita em 1928 em cepas de Pneumococcus (Griffith, 1928), porém a THG so
comecou a ser associada com a evolucdo dos seres vivos 20 anos apés a sua descoberta. Esse
fendmeno de transferéncia genética em bactérias ocorre basicamente gracas a trés fendbmenos
principais, sendo estes: conjugacdo, transformacdo e transducdo (Figura 8). Todos estes
envolvem uma célula doadora — aquela que doa, direta ou indiretamente, parte de seu DNA seja
ele cromossomal ou plasmidial — para uma célula receptora. Uma vez ocorrida a transferéncia,
geralmente parte do DNA do doador é incorporado ao genoma do receptor e o material genético
restante € degradado por nucleases. A célula receptora, que recebeu esse material genético, é

chamada de recombinante (Gogarten e Townsend, 2005).

A descoberta da THG permitiu aos pesquisadores classificarem este evento como uma
importante forca que confere maior diversidade fenotipica entre individuos e, portanto, os molda
de acordo com as pressdes evolutivas sofridas por estes (Soucy, Huang e Gogarten, 2014). Hoje
sabe-se que eventos de THG desempenham um papel importante também na diversidade da
evolucdo do genoma de eucariotos, ndo sendo estes eventos restritos a evolugdo de procariotos
(Keeling e Palmer, 2008) (Figura 9). Genes podem ser transferidos de forma horizontal tanto
entre espécies de bactérias bem como transferidos entre dominios como o fluxo de genes de
bactérias e arquéias para eucariotos (Soucy, Huang e Gogarten, 2015). Exemplo desta
transferéncia esta na figura 8, mostrando a transferéncia do gene que codifica a biossintese de
riboflavina (Husnik e McCutcheon, 2018).
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Figura 8. Todos os eventos possiveis de THG descritos até o0 momento: A. Conjugacdo. B. Fusdo entre células. C.
Transdugdo. D. Agentes de transferéncia de genes. E. Transformacdo. F. Transferéncia por endossimbiose. Retirado

de Soucy, Huang e Gogarten (2015).
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Figura 9. Exemplo de THG entre dominios distintos. O gene ribD, referente a biossintese de riboflavina (vitamina
B,), foi transferido horizontalmente de uma alfaproteobactéria para um inseto da familia Pseudococcidae (Husnik e
McCutcheon, 2018). Figura retirada de Husnik e McCutcheon (2018).
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1.6 Transducéo

Transducdo é o processo pelo qual o DNA pode ser transferido de uma célula bacteriana
a outra via a acao de fagos. Esse fendmeno foi primeiramente descrito na década de 1950 nas
bactérias Salmonella typhimurium, Escherichia coli (Zinder e Lederberg, 1952) e Pseudomonas
aeruginosa através da acéo do fago P110 (Holloway e Monk, 1959). S&o descritos dois tipos de
transducdo: a generalizada e a especializada (Figura 10). Na transducéo generalizada segmentos
de &cidos nucleicos sdo randomicamente incorporados dentro do capsideo viral durante a
montagem da particula viral. Na transducgéo especializada o genoma de um fago integra o genoma
bacteriano, assumindo a forma de profago. Durante a sua fase de excisdo do genoma bacteriano,
o0 profago € capaz de carrear regides do DNA que flanqueiam a regido a qual ele foi incorporado.

Fagos capazes de se integrar ao genoma da célula hospedeira sdo denominados fagos temperados.

A transducdo ocorre em uma variedade de bactérias, no entanto nem todos os fagos séo
capazes de transduzir, assim como nem todas as bactérias sao transduziveis e tampouco todos os
acidos nucleicos de bactérias sdo transduziveis. Embora tais condicdes, o fenbmeno é
suficientemente disseminado e, por isso, desempenha um importante papel na transferéncia
génica na natureza (Clokie et al., 2011). O papel dos fagos na transferéncia génica é justificado
por evidéncias como o fato de serem a entidade bioldgica mais abundante do planeta Terra.
Estima-se que existam 10%! particulas no globo (Briissow e Hendrix, 2002) e que 0s oceanos so
0 maior reservatorio destes virus, contendo de 107 a 108 fagos por mililitro (Suttle, 2007).
Também sdo conhecidos por participarem de ciclos biogeoquimicos e por controlarem as
populagOes bacterianas respectivas ao nicho que ocupam (Fuhrman, 1999).

Exemplos de genes transferidos por fagos sdo massivamente descritos em estudos de
resisténcia bacteriana bem como genes que codificam proteinas que participam da fotossintese

em cianobactérias e fixacdo de Nitrogénio em diversas espécies (Balcazar, 2014).

1.6.1 Transducgéo generalizada

Historicamente, os primeiros estudos sobre transducdo generalizada foram publicados
estudando as espécies Salmonella enterica com o fago P22 (Zinder e Lederberg, 1952; Susskind
e Botstein, 1978) e Escherichia coli com os fagos P1 (Lennox, 1955). Hoje sabe-se que durante

a replicacdo dos fagos, 0 DNA e as proteinas fagicas sdo sintetizados pela célula bacteriana
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hospedeira. Durante a etapa de montagem do fago, as proteinas do capsideo devem se polimerizar
e formar uma estrutura que seja capaz de receber o DNA viral que deve ser internalizado no
capsideo. Entretanto, o DNA bacteriano, 0o DNA plasmidial ou até mesmo o DNA de outro fago
podem ser empacotados dentro do capsideo proteico de forma randémica. Virtualmente, todos
0s genes contidos dentro de uma bactéria infectada por um fago transdutor generalizado tém
probabilidades iguais de serem empacotados em um revestimento de fago e transferidos para uma
outra bactéria posteriormente infectada (Salmond e Fineran, 2015) (Figura 10B). O
empacotamento acidental do DNA da célula hospedeira pode ocorrer a uma frequéncia de 1 em
cada 10° a 10° eventos (Salmond e Fineran, 2015). A particula viral resultante é denominada
particula transdutora. Quando essa particula transdutora carrega todos os genes capazes de
promover uma infeccdo em uma nova bactéria, esse fago € chamado de completo ou intacto.
Quando particulas transdutoras sao incapazes de promover uma infec¢do viral, elas séo referidas
como defectivas ou questionaveis por ndo conter todos 0s genes necessarios para promover uma
nova infeccdo. Ambos os tipos de particulas, completas e defectivas, sdo liberadas no ambiente
(Figura 10) (Clokie et al., 2011).

Durante a infec¢do de uma nova célula bacteriana, 0 DNA fagico pode sofrer 3 destinos:
(i) esse DNA seré absorvido pela bactéria, degradado e seus nucleotideos serdo reciclados para
uso no DNA bacteriano; (ii) caso esse DNA original seja um plasmideo, no momento que ele
entrar na célula hospedeira ele poderd se recircularizar novamente e se manter na célula
bacteriana; ou (iii) caso o0 DNA fégico seja homologo a uma regido do cromossomo da célula
hospedeira, havera a troca de material genético entre ambos de forma similar a recombinacédo

homologa em bactérias (Briissow, Canchaya e Hardt, 2004).

a Specialized transduction b Generalized transduction
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Figura 10. Mecanismos de transducdo. A. Modelo de como ocorre a transducéo especializada na qual somente uma
regido especifica do genoma do hospedeiro é carreada pelo fago. B. Modelo de como ocorre a transducao
generalizada, na qual fragmentos randémicos de acidos nucleicos sdo empacotados no capsideo. Figura retirada de
Salmond e Finerman (2015).
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1.6.2 Transducdo especializada

A transducdo generalizada permite a transferéncia de qualquer gene de uma bactéria a
outra, porém com baixa frequéncia. Por outro lado, a transdugdo especializada permite uma
transferéncia extremamente eficiente, de forma seletiva, transferindo apenas uma pequena regido
do cromossomo bacteriano (Figura 10A). O primeiro caso descrito de transducéo especializada
foi observado em genes envolvidos no metabolismo da galactose transduzidos pelo fago A (Sato

e Campbell, 1970) e pelo fago @81 (Takeda, Morishita e Yura, 1970) ambos na espécie E. coli.

Ao infectar a célula, o DNA do fago integra-se ao genoma bacteriano, caracterizando o
processo de lisogenia. O genoma fagico integra-se ao cromossomo ou plasmideo da célula
hospedeira em um sitio especifico através de um processo de recombinacdo homologa (Soucy,
Huang e Gogarten, 2015). Uma vez integrado, 0s genes que pertencem ao genoma fagico é
chamado profago (Figura 11A). Apds a insercdo, a replicacdo do DNA viral passa a ser
controlada pela célula bacteriana hospedeira. Quando ocorre a inducdo do ciclo litico, o DNA
fagico separa-se do DNA hospedeiro por um processo inverso a integracdo. Geralmente, o DNA
do fago é excisado precisamente como uma unidade. Porém, ocasionalmente, o genoma do fago
é excisado de forma incorreta e alguns dos genes bacterianos adjacentes a uma das extremidades
do profago sé@o excisados juntamente com o DNA viral. Concomitantemente, alguns genes virais
sdo perdidos durante esse processo Vvisto que o capsideo comporta um numero limitado de pares
de base. Esta particula transdutora pode subsequentemente transferir para uma célula receptora
genes bacterianos que foram previamente internalizados em seu capsideo (Feiss, Adyha e Court,
1972; Hogness, 1966).

A lisogenia, fendmeno apresentado acima, apresenta trés consequéncias importantes. Em
primeiro lugar, as células lisogénicas sdo imunes a reinfeccdo pelo mesmo fago, entretanto, ndo
sdo imunes a infeccdo por outros tipos de fagos. A segunda consequéncia é que as células
hospedeiras podem exibir novas propriedades, o que é conhecido como conversdo fagica. Por
exemplo, a bactéria Corynebacterium diphtheriae, que causa a difteria, € um patégeno cujas
caracteristicas promotoras da doenca sao relacionadas a sintese de uma toxina. Essa bactéria s6
pode produzir a toxina quando possui um fago temperado, pois 0 gene que codifica esta toxina
estd no profago (Welkos e Holmes, 1981). O fago temperado é capaz de disparar o ciclo
lisogénico, embora nem todos os fagos temperados sejam capazes de integrar seu material
genético ao cromossomo bacteriano. Em alguns casos o genoma do fago pode circularizar e

permanecer no citoplasma da bactéria, na forma epissomal, sem que haja a integracdo ao
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cromossomo, caracterizando um ciclo pseudolisogénico (Salmond e Fineran, 2015) (Figura
11B). A terceira consequéncia da lisogenia € que ela torna possivel a transducdo especializada,

€COmo Visto acima.
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Figura 11. Lisogenia e pseudolisogenia. A. Ciclo lisogénico. O genoma do fago é integrado ao da célula hospedeira
e entdo transferido de forma vertical para as proximas linhagens bacterianas. B. Ciclo pseudolisogénico. O genoma
do fago néo é degradado pela célula hospedeira e entéo é circularizado na forma epissomal. Figura retirada de Feiner
et al. (2015).

1.7 Profagos em BMs

Estudos envolvendo os genomas de BMs permitiram a descoberta de profagos e genes
relacionados a fagos no genoma de BMs (Schiibbe et al., 2009; Rioux et al., 2010; Leféevre e
Bazylinski, 2013). Em especial, os genes de fagos encontrados em regides proximas aos operons
que contém genes de biomineralizacdo, podem representar um indicio da correlagdo entre fagos
e a transferéncia desses genes de biomineralizacdo entre espécies bacterianas (Rioux et al., 2010).
No entanto, até 0 momento, a transducdo ndo foi avaliada de forma consistente no cenario da
evolucdo da magnetotaxia. Como pode ser observado na tabela 1, poucos trabalhos fizeram a
predicédo de profagos nos genomas de BMs.

A primeira descri¢do detalhada de profagos em genoma de BMs foi feita por Schiibbe et
al. (2009) no estudo do genoma da bactéria Mc. marinus cepa MC-1, no qual foram preditas 14
sequéncias de profagos com tamanhos variando entre 5,287 a 42,314 pares de base e contetdo
GC entre 52.14 e 58.34%. Ainda no trabalho de Schibbe et al. (2009), foram encontradas
sequéncias de profagos incompletos nas BMs Ms. magneticum cepa AMB-1 e Ms.
gryphiswaldense cepa MSR-1 utilizando a ferramenta Prophage Finder (Bose e Barber, 2006).
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Profagos incompletos foram descritos em Ca. Magnetococcus massalia cepa MO-1 (Ji et al.,
2017). Enquanto a predicdo de profagos no genoma da BM Magnetospira thiophila cepa QH-2
utilizando a ferramenta Prophage Finder (Bose e Barber, 2006) ndo detectou a presenca de

nenhum profago completo ou incompleto (Ji et al., 2014).

A observacdo da BM Mf. australis cepa IT-1 por MEV mostrou a presenca de inimeras
estruturas regulares na superficie da célula semelhantes a fagos (Toledo, 2016). Na analise do
genoma parcial dessa bactéria foram preditos 10 profagos (Toledo, 2016) sendo 3 destes
completos e 7 incompletos usando a ferramenta de predicdo PHASTER (Arndt et al., 2017). O
tamanho dos fagos varia entre 10 e 44.5 kb. Foram encontrados fagos associados as familias
Siphoviridae e Myoviridae, sendo essa classificacdo baseada na similaridade das sequencias
desses profagos com sequencias encontradas no banco de dados do programa PHAST (Zhout et
al., 2011).

Estudos da inducdo quimica do ciclo litico de profagos na BM Mf. australis cepa IT-1
mostraram duas populagdes presentes no cultivo desta célula (Toledo, 2016). Tais populacdes
foram evidenciadas por citometria de fluxo através da marcacdo de &cidos nucleicos. A
microscopia eletronica de transmissdo confirmou a presenca destas duas populag¢@es sendo: (i) a
BM estudada e (ii) particulas virais. A célula com e sem indu¢do quimica do ciclo litico produziu

particulas virais (Toledo, 2016).

Neste trabalho, Toledo (2016) utilizou a ferramenta PHAST (Zhout et al., 2011) para
identificar profagos no genoma de outras BMs (Tabela 2). Foram preditos 10 profagos na bactéria
Mc. marinus cepa MC-1 utilizando o PHAST, divergindo do resultado apresentado por Schiibbe

et al. (2009) que utilizou a ferramenta Prophage Finder (Toledo, 2016).
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0
Grupo filogenético BM N° de acesso Status do genoma da BM Classificacdo pr':fag?)s Artigo
preditos
Magnetospirillum gryphiswaldense cepa MSR-1 HG794546 Completo Incompleto 6 Schiibbe et al., 2009
Magnetospirillum magneticum cepa AMB-1 AP007255 Completo Incompleto 12 Schiibbe et al., 2009
Magnetospirillum magnetotacticum cepa MS-1 JXSL00000000 Parcial (36 contigs) Nao predito - Smalley et al., 2015
Magnetospirillum caucaseum cepa SO-1 AONQO01000000 Parcial (261 contigs) Nao predito - Grouzdev et al., 2014
Magnetospirillum sp. cepa XM-1 PRJEB11958 Completo N&o predito - Wang et al., 2015
Alpha- Magnetofaba australis cepa IT-1 JX534168 Parcial (21 contigs) N&o predito - Morillo et al., 2014
Ca. Magnetococcus massalia cepa MO-1 LO017727 Completo Incompleto 5 Jietal., 2016
Magnetococcus marinus cepa MC-1 CP000471 Completo Questionavel 14 Schiibbe et al., 2009
Magnetovibrio blakemorei cepa MV-1 MCGG00000000 Parcial (91 contigs) N&o predito - Trubitsyn et al., 2016
Ca. Terasakiella magnetica cepa PR-1 PRJEB14583 Parcial N&o predito - Monteil et al., 2018
Magnetospira tiophila cepa QH-2 PRJEB1386 Completo Né&o encontrado 0 Jietal., 2013
— Gammaproteobacterium cepa SS-5 ABZS01000000 Parcial Néo predito - Lefevre et al., 2012
Gammaproteobacterium cepa BW-2 HQ595728 Parcial N&o predito - Lefevre et al., 2012
Desulfovibrio magneticus cepa RS-1 AP010904 Completo N&o predito - Nakazawa et al., 2009
Desulfovibrio sp. cepa DV PRINA344948 Completo N&o predito - Kovaliova et al., 2017
Ca. Magnetoglobus multicellularis PRINA52963 Parcial (3706 contigs) N&o predito - Abreu et al., 2014
Delta- Ca. Magnetomorum cepa HK-1 PRINA252699 Parcial (3036 contigs) Nao predito - Kolinko et al., 2015
Ca. Desulfamplus magnetomortis cepa BW-1 PRJEB14757 Completo Nao predito - Descamps et al., 2017
Deltaproteobacterium cepa FH-1 JF330268.1 Parcial (contig dos genes mam) N&o predito - Lefevre et al., 2011
Deltaproteobacterium cepa ML-1 JX869937 Parcial (contig dos genes mam) N&o predito - Lefevreetal., 2011
Ca. Lambda- Ca. Lambdaproteobacterium PCRbin3 PDZZ01000000 Parcial (contig dos genes mam) Néo predito - Linetal., 2018
Zeta- Ca. Zetaproteobacterium PChin4 PRINA400260 Parcial (contig dos genes mam) Néo predito - Linetal., 2018
Ca. Magnetobacterium bavaricum LACI00000000 Parcial (2752 contigs) N&o predito - Jogler et al., 2010
Nitrospirae Ca. Magnetoovum chiemensis cepa CS-04 JZJ100000000 Parcial (1019 contigs) N&o predito - Kolinko et al., 2015
Ca. Magnetominusculus xianensis cepa HCH-1 NZ_LNQRO01000000 | Parcial (contig dos genes mam) N&o predito - Linetal., 2017
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Ca. Magnetobacterium casensis JMFO00000000 Parcial (70 contigs) Néo predito Linetal, 2014

Nitrospirae bacterium SG8_35_4 LJTM01000000 Parcial (contig dos genes mam) Nao predito Baker et al., 2015
Planctomycetes Planctomycetes bacterium SM23_25 LJTY01000000 Parcial (contig dos genes mam) Nao predito Baker et al., 2015
Omnitrophica Ca. Omnitrophus magneticus SKK-01 JYNY00000000 Parcial (656 contigs) Nao predito Kolinko et al., 2014
Latescibacteria Latescibacteria bacterium SCGC AAA252-B13 ASWY00000000 Parcial (138 contigs) Nao predito Lin et al., 2017

Tabela 2. Profagos preditos em BMs utilizando PHAST (Zhou et al., 2011). Retirado de Toledo (2016).

Magnetospirillum magneticum cepa AMB-1 3 7 10
Magnetospirillum magnetotacticum cepa MS-1 0 2 2
Magnetospirillum gryphiswaldense cepa MSR-1 0 8 8
Magnetospirillum sp. SO-1 0 0 0
Magnetospira thiophila QH-2 0 0 0
Magnetococcus marinus cepa MC-1 3 7 10
Magnetofaba australis cepa IT-1 3 7 10
Magnetovibrio blakemorei cepa MV-1 0 1 1
Cepa SS-5 0 2 2
Desulfovibrio magneticus cepa RS-1 0 3 3
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2. Justificativa

A evolucdo da magnetotaxia é assunto recente na literatura. Apesar de a THG ser
considerada como uma das hipoteses para explicar a grande diversidade de BMs, ndo ha estudo
que aborde esse tema especificamente. Uma vez que poucas BMs possuem plasmideos e estdo
sdo ndo conjugativos, € provavel que a THG dos genes de biomineralizacdo nesse grupo de
bactérias possa ter ocorrido atraves de fendmenos de transducdo e transformagéo. Dessa forma,
a predicdo de profagos completos e incompletos nos genomas disponiveis de BMs, pode
acrescentar informac0es relevantes sobre as familias de virus que infectam BMs e sua capacidade
tedrica de promover a THG. Outra questdo relevante sobre a presenca de profagos nos genomas
de BMs é se esses sdo capazes de se replicar através da inducdo do ciclo litico. Em vista das
observacdes realizadas em Mf. australis cepa IT-1, nas quais foi possivel detectar estruturas
semelhantes a fagos na superficie da célula, e os resultados da analise da cultura apds inducéo do
ciclo litico por citometria de fluxo, fagos sdo produzidos na cultura pura da bactéria mantida em
laboratdrio. Assim, a caracterizacdo da ultraestrutura da Mf. australis cepa IT-1 pode mostrar
evidéncias importantes sobre a producdo de particulas virais, bem como a caracterizacdo

ultraestrutural e gendmica pode indicar a relevancia dos profagos na THG.
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3. Objetivos

3.1 Objetivos gerais

Os objetivos gerais dessa monografia sdo (i) detectar a presenca de profagos nos genomas
de BMs e inferir relagdes evolutivas e (ii) realizar a visualizacgdo e caracterizagdo molecular das

particulas virais produzidas durante o crescimento de Mf. australis cepa IT-1 em meio liquido.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos desse projeto foram divididos de acordo com cada item dos

objetivos gerais mencionados acima.

3.2.1 Analise de genomas de BMs e seus respectivos profagos

i.  Predicédo de profagos nos genomas de BMs utilizando PHASTER (Arndt et al., 2017).
ii.  Anélise filogenética dos profagos de BMs utilizando VICTOR (Meier-Kolthoff e Goker,
2017).

3.2.2 Estudo de profagos em Mf. australis cepa IT-1

i.  Avaliacdo da producéo de particulas virais liberadas pela BM Mf. australis cepa IT-1 em

meio de cultura liquido por citometria de fluxo.

ii. Determinacdo da morfologia da particula viral purificada apds cultivo de Mf. australis
cepa IT-1 em meio de cultura liquido através da técnica de contrastacdo negativa e observacao

por microscopia eletrénica de transmissao (MET).

iii.  Extracdo de DNA dos fagos e amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
dos genes de biomineralizagdo mam e mms em seu genoma, garantindo a auséncia de
contaminacdo de DNA bacteriano atraves do controle feito pela auséncia do gene que
codifica o rRNA 16S.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Predicgéo de profagos em genomas de BMs e analise filogenética

Foram preditas sequéncias de profagos em genomas publicados de BMs (Tabela 1) e
sequéncias de metagenoma de Lin et al. (2018) utilizando a ferramenta PHASTER (Arndt et al.,
2017). Os profagos preditos foram classificados em completo, questiondvel e incompleto. Os
dados obtidos foram comparados aos resultados obtidos na literatura. A analise filogenética de
profagos preditos foi realizada pela ferramenta VICTOR (Meier-Kolthoff e Goker, 2017) para

inferir relacdes evolutivas entre essas sequéncias dentro das BMs descritas na literatura.

4.2 Cultivo da BM Magnetofaba australis cepa IT-1 em meio liquido sob microaerofilia

O ind6culo inicial da BM Mf. australis cepa IT-1 foi obtido do banco de células do proprio
Laboratorio de Biologia Celular e Magnetotaxia (LaBMax). A BM foi cultivada em meio
heterotrofico utilizando o succinato e acetato de sodio como fontes de carbono (Morillo et al.,
2014) e seus componentes estdo listados na Tabela 3. Este € um meio que tem como base a &gua
do mar artificial (ASW — artificial seawater) (Tabela 4) e em seguida foram adicionados 0s
seguintes reagentes para um volume final de 500 mL de meio de cultura: (i) 1,2 g HEPES; (ii)
0,15 g de cloreto de amdnia como fonte de nitrogénio; (iii) 0,6g de bicarbonato de sédio como
fonte autotrofica de carbono; (iv) 0,5 g de acetato de sddio e 0,5 g de succinato de sdédio como
fontes heterotroficas de carbono; (v) 2,5 mL de solucdo de minerais (Tabela 5); e (vi) 100 uL de
resazurina 0,2% como indicador redox. O pH do meio foi ent&o corrigido para 7,2 utilizando uma
solucéo de HCI 0,1M.

Como a bactéria Mf. australis cresce sob condicdo de microaerofilia, 0 meio foi purgado
com gas nitrogénio (N2) durante 10 minutos. Em seguida, o headspace foi purgado com uma
mistura gasosa composta de dioxido de carbono (CO-) e géas nitrogénio (N2) durante 10 minutos.
O meio foi entdo autoclavado a 121°C e 1,5 atm durante 30 minutos. O restante dos reagentes foi
adicionado em fluxo laminar. Estes foram (para volume de 500 mL de meio de cultura): (i)
solucdo com 0,1g de L-cisteina (pH 7,2); (ii) 750 pL de fosfato dipotassico a 1,86% (pH 7,2);
(i) 1500 pL de sulfato ferroso 10mM; (iv) 250 pL de solugéo de vitaminas (Tabela 6); e (v)
1500 pL de tiossulfato de sodio 40% (pH 7,2).



Tabela 3. Componentes do meio liquido para cultivo de Mf. australis cepa IT-1.

Agua do mar artificial 500 mL
HEPES 1,2¢g
Cloreto de ambnia 0,15¢
Bicarbonato de sddio 0,69
Acetato de sodio 059
Succinato de sddio 05¢g
Solugéo de minerais 2500 pL
Resazurina (0,2%) 100 pL
L-cisteina 0,1g
Fosfato dipotassico a 1,86% | 750 pL
Sulfato ferroso a 10mM 1500 pL
Solugéo de vitaminas 250 pL
Tiossulfato de sédio a 40% 1500 pL

Tabela 4. Componentes da dgua do mar artificial.

Agua Milli-Q 500 mL
Cloreto de sodio 8,215 ¢
Cloreto de magnésio 1,745¢g
Sulfato de sodio 1,37¢g
Cloreto de célcio 0,193 g
Cloreto de potassio | 0,2325¢g

Tabela 5. Componentes da solugdo de minerais.

Agua Milli-Q 500 mL
Sulfato de Magnésio Heptahidratado 159
Sulfato de Manganés Il 0,25¢g
Cloreto de Sodio 059
Sulfato de Ferro 11 0,059
Cloreto de Cobalto Il 0,05¢
Cloreto de Calcio 0,059
Sulfato de Zinco Il Heptahidratado 0,05¢
Sulfato de Cobre Il 0,005 g
Sulfato duplo de Aluminio e Potassio 0,005 g
Acido Bérico 0,005 g
Molibdato de Sédio Dihidratado 0,005 g
Cloreto de Niquel Il Hexahidratado 0,005 g

25
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Tabela 6. Componentes da solu¢do de vitaminas.

Agua Milli-Q 100 mL

Tiamina 90 mg

Inositol 40 mg
Pantotenato de célcio 4 mg
Acido p-aminobenzdico (PABA) 5mg
Vitamina B2 5 mg
Piridoxina 4mg

Niacina 0,1 mg

Acido folico 0,04 mg

4.3 Microscopia Optica

Aliguotas de 2 pL da cultura de células foram observadas atraves da técnica da gota
pendente (Figura 12) em microscopio Optico com contraste interferencial diferencial (DIC, do
inglés differential interference contrast) (ZEISS Axiolmager D2) acoplado com cameras
(AxioCam HRm e AxioCam MRc) (Wenter et al., 2009). Selecionou-se o campo visual na borda
da gota, e um ima foi posicionado ao lado da lamina e entdo foi verificada a resposta

magnetotatica das celulas.

Figura 12. llustragdo da técnica de gota pendente. A.
Vista topografica da lamina preparada. Espacador
(laranja) entre lamina em laminula somado ao baixo
volume da gota (azul) garante que a mesma esteja
pendente. B. Esquema mostrando a visdo lateral da
lamina preparada. Em azul a gota contendo o espécime
que sera observado e em laranja a borracha espacadora
que sustenta a laminula sobre a lamina.

O comportamento magnetotatico foi avaliado ao posicionar o polo norte magnético do
imd voltada para a borda da gota. As células nadaram em direcdo a borda da gota, ou seja,
antiparalelamente ao campo magnético externo gerado. No momento em que rotacionou-se 0
imd, a polaridade foi invertida para o sul magnético e entdo as bactérias entdo nadaram em
direcdo oposta a borda da gota, isto é, nadaram paralelamente ao campo magnético externo

gerado.
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4.4 Purificacdo das particulas virais

A garrafa de cultura contendo o crescimento da bactéria Mf. australis foi aberta e o
volume distribuido em tubos de polipropileno de 50 mL, para posterior centrifugacdo a 7197 g
(Centrifuge 5430R; Eppendorf) durante 30 minutos. O sobrenadante foi filtrado em membrana
de policarbonato com porosidade de 0,22 um. O sobrenadante filtrado foi transferido para 6 tubos
45Ti de policarbonato (REF: 355622; Beckamn Coulter). Os tubos foram ultracentrifugados a
100.000 g durante 1 hora (Ultracentrifuga Optima LE-80K; Beckman Coulter). Para ressuspender
0 apos a centrifugacdo, foi adicionado 200 pL de tampdo k36 estéril (pH 7,0) (Tabela 7) e a
amostra foi agitada a uma rotagdo de 50 rpm overnight a uma temperatura de 4 °C. O conteudo

dos tubos foi recuperado e guardado a 4°C.

Tabela 7. Componentes do tampéo k36.

Agua Milli-Q 500 mL
Cloreto de potassio | 0,4383 g
Cloreto de sodio 3,7275¢
Fosfato dipotassico | 3,402 g

4.5 Extracdo de DNA dos fagos purificados

A extragdo de DNA dos fagos foi realizada como descrito por Higuera et al. (2013).
Retirou-se 1 mL da amostra contendo fagos purificados e tratou-se com 1 pL de RNAse (100
mg/mL — 7000 U/mL) e 4,5 pL de DNAse (1 U/uL). Apos o tratamento, a amostra foi incubada
por 1h a 37 °C em banho maria. Em seguida, foram adicionados 10 uL de proteinase K (50
mg/mL) e a amostra foi incubada a 65 °C durante 15 minutos. Na proxima etapa, foram
acrescentados 50 pL de SDS 10% e incubou-se por 45 minutos a 65 °C. Foi adicionado 500 pL
de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1). A amostra foi homogeneizada por inversdo dos
tubos e, entdo, centrifugada a 3.000 g durante 5 minutos. A fase aquosa foi transferida para um
novo tubo. Essa ultima etapa foi repetida por mais duas vezes. A fase aquosa foi transferida para
um novo tubo e ao volume recuperado de 500 pL acrescentou-se 50 pL de acetato de s6dio 3M
(pH 5) e 1000 pL de isopropanol 100%, seguido de incubacdo a -20 °C. Em seguida, a amostra
foi centrifugada a 20.000 g por 20 minutos. Lavou-se o pellet com 500 uL de isopropanol 100%
e centrifugou-se novamente a 20.000 g por 2 minutos. A lavagem foi repetida usando 500 pL de
isopropanol 70%. O pellet foi secado em um concentrador SpeedVac™ (Savant™; Thermo
Fisher; REF: SPD131DDA-115), ressuspendido em 60 pL agua Milli-Q estéril e guardado no
freezer -20°C. Apds a extracdo de DNA, foi realizada a quantificacdo de DNA por
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espectrofotometria (NanoDrop™ 2000/2000c ThermoFisher), avaliando a pureza (razfes de
absorbancia 260/280 e 260/230) e a quantidade de DNA em ng/uL.

4.6 Reacdo em cadeia da polimerase

Foi realizada a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para 0s seguintes genes: rrs, mamBb,
mamC, mamD, mamH, mamK, mamS e mms6. A reac¢do de PCR foi montada utilizando a enzima
GoTag® Green Master Mix (REF: M7122; Promega) segundo as instrugcfes do fabricante. Para
a amplificacdo do gene que codifica o rRNA 16S foram usados os iniciadores universais 27F e
1492R (Lane et al., 1991) e U515F e U806 (Caporaso et al., 2011) (Tabela 8). Os iniciadores
para os genes mamB, mamC, mamD, mamH, mamK, mamS e mms6 foram desenvolvidos de
acordo com o genoma da BM Mf. australis cepa IT-1 (Araujo et al., 2016) e foram adquiridos na
empresa BIONEER (Tabela 9).

Tabela 8. Iniciadores universais utilizado na PCR para o gene que codifica o rRNA 16S.

27F | AGAGTTTGATCCTGG CTC AG
1465 Lane et al., 1991
1492R | GGT TACCTT GTTACG ACT T
U515F | GTG CCA GCM GCC GCG GTAA
291 Caporaso et al., 2011
UB06R | GGA CTA CHV GGG TWT CTA AT

Tabela 9. Iniciadores usados na PCR para 0s genes mam e mms6.

mamBF | AAC GCC CTC TTC AAC TGG AG 249 bp

mamBR | GCC GGA GAT GGA TGA GCT AC

mamCF | TAA GAC TCC AGC CCC AGA TCC 249 bp

mamCR | ATA AGG GGT TGG TGT CAC GC

mamDF | GCG GCA AAT GGG TGT TCT TG S

mamDR | ACC TTC ATC ATC ACC AGC GC

mamHF | AAG AAC CGA CTC CAC ACG TC 249 bp Este
mamHR | GGT AAA ACG CAA ACC CGA GC trabalho
mamKF | CCC GAT CAT ATT GCA ACC GC

mamKR | TCT GGC GCA GAA GAT CAA GG 249 bp

mamSF | TAA ACC CCC GAC CAT TCACC

mamSR | AAA ACA ACA CAG CAG GAT GGC 249 bp

mms6F | CGT TGC AAA ATG GCG AGT GG ol

mms6R CCA GGC TGG TTC CCG AAC
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As reacdes montadas foram colocadas no termociclador (Eppendorf Mastercycler®
Nexus). Para a reacdo de PCR do gene que codifica o rRNA 16S as configuracdes do ciclo usadas
foram: 95 °C na pré desnaturagcdo durante 2 minutos, para os 35 ciclos repetiu-se 95 °C na
desnaturacdo por 30 segundos, 56 °C no anelamento durante 30 segundos e 72 °C durante a
extensdo por 2 minutos. A extensdo final foi configurada para 72 °C durante 8 minutos e
temperatura de manutencéo de 4 °C. Enquanto isso, para 0s genes mam e mms6 foram utilizadas
as seguintes configuragdes: 95 °C na pré desnaturacao durante 2 minutos, para os 35 ciclos sera
repetido 95 °C na desnaturagédo, 53 °C no anelamento e 72 °C durante a extensdo. A extensdo

final foi configurada para 72 °C durante 8 minutos e temperatura de manutencéo de 4 °C.

4.7 Eletroforese em gel de agarose

Foi feita uma eletroforese em gel de agarose 1% com intuito de observar os produtos das
PCRs realizadas. O gel foi preparado dissolvendo 0,3 g de agarose em 30 mL de tampao Tris-
Acetato-EDTA 1x (TAE; Tabela 10) aquecido. O gel foi corado usando 3 pL de SYBR SafeDNA
Gel Stain (Invitrogen; REF: S33102) e corrido em tampao TAE 1x. As condicdes da eletroforese
foram Us= 80 V e Is=350 mA durante 40 minutos. Como padréo de peso molecular foi utilizado
1kb DNA Ladder (Promega). Apos o final da corrida o gel foi revelado no transiluminador

(Transllluminator L-P1X; Loccus Biotecnologia).

Tabela 10. Componentes do tampdo TAE 1x.

Agua destilada | 993,574 mL
EDTA 0,372 g
Tris base 4,844 g
Acido acético 1219

4.8 Microscopia eletronica de transmissao

Para observar as particulas virais purificadas a partir da cultura da BM Mf. australis cepa
IT-1 foi utilizada a técnica de contrastacdo negativa (Brenner e Horne, 1959). Foi adicionada
uma aliquota de 5 puL da amostra de fagos purificados sobre a superficie de uma grade de cobre
revestida com filme suporte de Formvar (resina vinilica) e carbono. Apds um minuto de secagem
ao ar o excesso de amostra foi secado cuidadosamente com papel filtro. A amostra foi contrastada
negativamente com 5 pL de acetato de uranila 2% por 30 segundos. O excesso de contrastante

foi seco com papel filtro. Essas grades foram observadas no microscopio eletrénico de
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transmissdo Tecnai F20 FEG (FEI Company) operado com voltagem de aceleracdo de 200 kV.
A partir das imagens obtidas, foi medido o diametro médio das particulas virais utilizando-se o
software iTEM (Olympus Soft Imaging Solutions; OLYMPUS). Desvio padrdo e média foram

calculados com base nestes dados.

4.9 Citometria de fluxo

Foram realizadas duas preparacdes para analise pelo citbmetro de fluxo FACSCalibur
(BD Biosciences) com laser de argdnio 488 nm refrigerado a ar, operado a 20 mW e com nozzle
de 70 pum. Essas amostras foram: (i) a cultura da bactéria Mf. australis cepa IT-1 ap6s 4 semanas
de crescimento e (ii) a amostra de fagos purificados. As amostras foram fixadas em glutaraldeido
na concentracdo final de 0,5%, em seguida incubada a 4°C por 10 minutos e coradas com SYBR
Green | na concentragdo final de 5 x 10 (Invitrogen; REF: S7563). O sinal detectado
corresponde a fluorescéncia emitida pela amostra e o espalhamento lateral (side scatter; SC) com
angulo de 90° resultado da interacédo da luz com a amostra a um fluxo de 43,07 pL/min (Junger
et al., 2017). As amostras foram diluidas para que sejam lidos de 200 a 800 eventos/segundo a
fim de garantir a precisdo da leitura evitando eventos sobrepostos e coincidéncia eletronica.
Microesferas fluorescentes de latex (Fluoresbrite YG carboxylate 1.0 um, Polysciences) foram
usadas para calibrar o equipamento e agua Milli-Q estéril (18,2 mQ) foi utilizada como o padrdo
de branco do equipamento (Cabral et al., 2017). Foram analisadas amostras de 5 cultivos de
experimentos independentes (L1, L2, L3, L4 e L5) e lidas em quintuplicata. Desvio padrdo e

média foram calculados com base nestes dados.



31

5. Resultados

5.1 Predicéo de profagos em BMs

Foram preditas sequéncias de profagos em 20 das 30 bactérias analisadas utilizando a
ferramenta PHASTER (Arndt et al., 2017). Estes profagos estdo descritos de forma resumida na
Tabela 11. Em Alphaproteobacteria, foram encontradas sequéncias de profagos intactos,
questionaveis e incompletos nos espirilos magnetotaticos Ms. magneticum cepa AMB-1, Ms.
gryphiswaldense cepa MSR-1, Ms. caucaseum cepa SO-1, Ms. magnetotacticum cepa MS-1 e
Ms. sp. cepa XM-1. Também foram encontradas sequéncias de profagos intactos, questionaveis
e incompletos nos cocos magnetotaticos pertencentes a classe Ca. Etaproteobacteria: Ca. Mc.
massalia cepa MO-1, Mc. marinus cepa MC-1 e Mf. australis cepa IT-1. Cocos magnetotaticos
aparentam, a principio, conterem maior nimero de sequéncias intactas e questionaveis de

profagos.

Na classe Deltaproteobacteria, somente 1 profago intacto foi encontrado pertencendo ao
MMP Ca. Magnetoglobus multicellularis cepa Araruama. Em Ds. magneticus cepa RS-1 foi
encontrado 1 profago questionavel ocupando metade de um de seus 2 plasmideos. Dentro dos
filos Nitrospirae e Omnitrophica ndo foram encontradas quaisquer sequéncias intactas, porém
algumas sequéncias questionaveis de profagos foram preditas em Ca. Magnetoovum chiemensis
cepa CS-04, Ca. Magnetominusculus xianensis cepa HCH-1 e Ca. Omnitrophus magneticus cepa
SKK-01. O numero real de profagos nos filos Nitrospirae e Omnitrophica e na classe
Deltaproteobacteria podem estar subestimados, visto a maior parte dos representantes destes
grupos sdo estudados por técnicas independentes de cultivo. Dessa forma, apenas a

deltaproteobactéria Ds. magneticus cepa RS-1 é cultivada e tém seu genoma fechado.
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Tabela 11. NGmero e classificagio de profagos preditos em BMs pelo PHASTER (Arndt et al., 2017).

_ Grupo_ BM NUmero de profagos Total
filogenetico Intactos _ Incompleto
Magnetospirillum magneticum cepa AMB-1 - 5
Magnetospirillum gryphiswaldense cepa MSR-1
Magnetospirillum caucaseum cepa SO-1
Magnetospirillum sp. cepa XM-1
Alpha- Magnetospirillum magnetotacticum cepa MS-1
Magnetospira tiophila cepa QH-2 - -

|-

e
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Magnetospirillum cepa ME-1 - -

Magnetovibrio blakemorei cepa MV-1 2 -

Ca. Terasakiella magnetica cepa PR-1 - -

Magnetofaba australis cepa IT-1 3 4

Ca. Eta- Ca. Magnetococcus massalia cepa MO-1 - 2
3

1

27

Magnetococcus marinus cepa MC-1 5
Desulfovibrio magneticus cepa RS-1 -
Ca. Desulfamplus magnetomortis cepa BW-1 - -
Ca. Magnetoglobus multicellularis cepa Araruama 1 -
Desulfovibrio cepa DV - -

Delta- 13

Ca. Magnetoovum chiemensis cepa CS-04 - 1
Ca. Magnetominusculus xianensis cepa HCH-1 - 1

Nitrospirae - -
Ca. Magnetobacterium bavaricum cepa TM-1 - -

Ca. Magnetobacterium casensis cepa MYR-1 - -

A INIFPIFPIPINDNNWIAAAPWWIFRLRFIWOINIEFLIDO| &N

Omnitrophica | Ca. Omnitrophus magneticus cepa SKK-01 - 1

Foram encontradas em maior nimero sequéncias de profagos em BMs da classe
Alphaproteobacteria, seguido das classes Ca. Etaproteobacteria e Deltaproteobacteria e,
posteriormente, dos filos Nitrospirae e Omnitrophica (Figura 13A). Ndo foram encontradas
sequéncias em dados metagenémicos de BMs dos filos Planctomycetes e Latescibacteria.
Profagos questionaveis e incompletos foram encontrados em todos os tdxons de BMs descritas
na literatura. Estas sequéncias de profagos pertencem as familias Siphoviridae, Myoviridae e
Podoviridae, da ordem Caudovirales, e da familia Inoviridae (Figura 13B). Também foram
encontradas sequéncias de profagos que ainda ndo foram classificados em nenhuma familia ou
ordem de virus. A familia Siphoviridae contém o maior nimero absoluto de sequéncias dentre as
BMs enquanto a familia Myoviridae esta presente em todas as classes e filos de BMs ja descritas.
A classe Alphaproteobacteria é a que possui, até 0 momento, maior nimero de BMs descritas e
possui 0 maior nuimero absoluto de profagos encontrados (Figura 13B). A classe Ca.
Etaproteobacteria, de cocos magnetotaticos, possui apenas 3 BMs descritas até 0 momento, no

entanto € o segundo grupo filogenético de BMs a conter maior nimero absoluto de sequéncias
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de profagos preditas e o maior grupo filogenético que contém sequéncias intactas de profagos
(Figura 13A). Nesta classe foram encontradas sequéncias pertencentes as 3 familias da ordem
Caudovirales: Myo-, Sipho- e Podoviridae (Figura 13B). No filo Nitrospirae foram preditas
sequéncias de profagos das familias Sihpo- e Myoviridae, da ordem Caudovirales,
correspondente a fagos caudados dsDNA. Também foi predita 1 sequéncia de profago

incompleto de morfologia filamentosa pertencente a familia Inoviridae (Figura 13B).

Profagos preditos em sequéncias de metagenoma obtidas por Lin et al., 2018 também
foram analisados (Tabela 12). Encontrou-se 5 profagos intactos, 7 profagos questionaveis e 30
profagos incompletos na classe candidata Etaproteobacteria (Tabela 12). As sequéncias obtidas
foram utilizadas para dar maior robustez a analise filogenética de profagos intactos em cocos
magnetotaticos presentes na Ca. Etaproteobacteria (Figura 15). Encontrou-se 2 sequéncias de
profagos questionaveis e 12 profagos incompletos no filo Nitrospirae (Tabela 12). As sequéncias
obtidas foram utilizadas para dar maior robustez a analise filogenética dos profagos questionaveis
no filo Nitrospirae (Figura 15).

Classificagao dos profagos preditos em BMs Familias de profagos preditos em BMs
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Figura 13. Profagos preditos em BMs utilizando a ferramenta PHASTER (Arndt et al., 2017). A. Classificagio
dos profagos preditos em BMs. B. Familias de profagos preditos em BMs. Cada barra contém o niimero absoluto de
sequencias.
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Tabela 12. Numero e classificacdo de profagos preditos pelo PHASTER (Arndt et al., 2017) em sequéncias
recuperadas por metagenoma. Sequéncias obtidas por Lin et al., 2018.

Grupo Sequéncia Namero de profagos

. " A Total
filogenético | metagendmica Intactos_lncompleto

DC0425hbin3 - - 7
DChin2 - 1
DChin4 - -
ER1bin7 1 -

HA3dbinl - -
HA3dbin3 1
HAa3binl -
HCHbin5 1

WMHbinl - -

WMHbin3 1

WMHbinv6 -

YDO0425bin7 1 -

DC0425hbinl - -
HCHbinl - 1
MY bin2 - -
MY bin3 - -
MYbin6 - 1 -
MYbinv3 - - 2
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5.2 Filogenia de profagos encontrados em BMs

Utilizando a ferramenta VICTOR (do inglés Virus Classification and Tree Building
Online Resource) (Meier-Kolthoff e Goker, 2017) foram inferidas relagdes evolutivas entre as
sequéncias de profagos preditas em BMs. Os nomes foram reduzidos para 0 nome da cepa da
BM seguidos pelo nome do fago e o nimero de acesso entre parénteses. Em algumas analises
foram incluidos profagos preditos de sequéncias de metagenoma de BMs (Lin et al., 2018) com
0 objetivo de dar maior robustez as analises. VICTOR (Meier-Kolthoff e Goker, 2017) é uma
plataforma online que otimiza a combinacdo de pardmetros GBDP (do inglés Genome Blast
Distance Phylogeny), analisado a nivel de nucleotideo e aminoacidos com objetivo de render o
maior numero de taxa suportados como monofiléticos. S&o levadas em consideragdo o conteido
completo e organizacdo do genoma fagico indicando que fagos com proximidade filogenética
podem utilizar sistemas de infeccdo e excisdo do genoma parecidos. Dessa forma, as sequéncias
foram renomeadas seguindo o padrao: (i) primeiro 0 nome da cepa de BM, e.g. “MC-17; (ii) trago
sublinhado separando o nome do bacteriéfago indicado pelo PHASTER (Ardnt et al., 2017) em
seguida, e.g. “Ralstonia phage RS138” e (iii) por ultimo, entre parénteses, o nimero de acesso

da sequéncia do bacteriofago.
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Para a analise filogenética dos fagos preditos nos filos Nitrospirae e Omnitrophica foram
utilizadas sequéncias pontuadas como questionaveis, uma vez que ndo foram encontradas
sequéncias de profagos intactos nestes filos (Figura 14). Destas sequéncias, a maior parte
pertence a familia Siphoviridae. Sequéncias de profagos de um ponto de coleta na China
nomeado como “HCH” foram recuperadas e dividem o mesmo ramo da evolugéo. Estes virus
foram preditos a partir da BM Ca. Magnetominusculus xianensis cepa HCH-1 (Lin et al., 2017)
e a sequéncia de metagenoma nomeada como “HCHbin” (Lin et al., 2018). Ou seja, 0 mesmo

ponto de coleta em um intervalo de um ano apresentou sequéncias similares entre si.

100 | SKK-01_Enterobacteria phage fiAAS81ss (NC_022750)
100 L mybine_Bacteriophage Lily (NC_028841)
CS-04_Bacillus phage BalMu1 {NC_030945)
100 | HECH-1_Rhodovulum phage vB_RhkS_P1 (NC_031058)

| HCHbin1_Ralstonia phage RS138 (NC_029107)

Legenda

0.2 Siphoviridae
Myoviridae
S/ classif.

Figura 14. Diversidade filogenética de profagos questiondveis preditos em BMs dos filos Nitrospirae e
Omnitrophica. Fagos Rhodolovum vB_RhkS P1 (NC_0311059) e Ralstonia RS138 (NC_02107) ndo apresentam
divergéncia evolutiva. Ambos os foram preditos de sequéncias recuperadas de um ponto de coleta na China (Lin et
al., 2017; Lin et al., 2018) e foram preditos em sequéncias recuperadas por técnicas independentes de cultivo.
Familias virais na legenda.

Para o grupo de cocos magnetotaticos foram preditos profagos em sequéncias recuperadas
de metagenoma (Lin et al., 2018) (Tabela 12) a fim de dar maior robustez a analise (Figura 15).
Tais dados foram analisados com sequéncias de profagos preditos nos cocos magnetotaticos: Mf.
australis cepa IT-1, Mc. marinus cepa MC-1 e Ca. Mc. massalia cepa MO-1. Os fagos
encontrados em Mf. australis cepa IT-1 agrupam-se em clusters préximos e ndo dividem
proximidade evolutiva com fagos preditos em Mc. marinus cepa MC-1, embora esta seja a BM

filogeneticamente mais préxima descrita na literatura (Morillo et al., 2014).
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61 [ IT-1_Entercbacteria phage fiAA91-ss (NC_022750)
80 L IT-1_Pseudomonas phage NP1 (NC_031058)
WMHbin3_Shewanella sp. phage 1/44 (NC_025463)
IT-1_Escherichia phage vB_EcoM_ECO01230-10 (NC_027995)

73 HA3dbin3_Ralstonia phage RS138 (NC_029107)
98 Ll_— ¥D0425bin7_Ralstonia phage RS (NC_029107)
HCHbin5_Shewanella sp. phage 1/44 {(NC_025463)

MC-1_Ralstonia phage RS138 region 8(NC_029107)
100 ——— ER1bin7_Escherichia phage vB_EcoM-ep3 (NC_025430)
9% [ | MC-1_Microcystis phage MaMVDC (NC_029002)
| MC-1_Ralstonia phage RS138 region 12 (NC_029107)
MC-1_Ralstonia phage RS138 region 6 (NC_029107)
MC-1_Ralstonia phage RS138 region 5 (NC_029107)

Legenda

| siphaviridae
| Myoviridae

0.086

Figura 15. Diversidade filogenética de profagos intactos em cocos magnetotaticos. Profagos preditos a partir de
sequéncias obtidas por metagenoma (Lin et al., 2018) utilizando PHASTER (Arndt et al., 2017) foram adicionadas
para dar maior robustez a andlise. Familias virais na legenda.

Dentro do filo Proteobacteria os profagos preditos em Mf. australis cepa IT-1 continuam
a se agrupar em um cluster distante dos profagos preditos na BM mais proxima
filogeneticamente, a alfaproteobactéria Mc. marinus cepa MC-1 (Figura 16). Sequéncias de fagos
de Microcystis preditas em Mc. marinus cepa MC-1 (NC_029002) e Mv. blakemorei cepa MV-
1 (NC_008562) dividem um ancestral comum.

28 MC-1_Ralstonia phage RS138 region 12 (NC_029107)
MC-1_Microcystis phage MaMVDC (NC_02%002)
MV-1_Microcystis phage Ma-LMM01 (NC_008562)
MC-1_Ralstonia phage R5138 region 6 (NC_029107)

_ $0-1_Vibrio phage martha 12B12 (NC_021070)

98 IT-1_Enterobacteria phage fiAA91-ss (NC_022750)
100 100 eizd XM-1_Rhodovulum phage vB_RhkS_P1 (NC_031059)
IT-1_Pseudomonas phage NP1 (NC_031058)
IT-1_Escherichia phage vB_EcoM_ECO1230-10 (NC_027995)

- MC-1_Ralstonia phage RS138 region 8(NC_029107)

73 | MV-1_Synechococcus phage ACG-2014f (NC_026927)
100 L MMP-Araruama_Mycobacterium phage Xeno (NC_031243)
MC-1_Ralstonia phage R5138 region 5 (NC_029107)
Legenda
] Siphoviridae
| Myoviridae
0.2

Figura 16. Diversidade filogenética de profagos intactos em bactérias magnetotaticas. Fagos de Mf. australis cepa
IT-1 dividem um ancestral comum entre si e se agrupam em um cluster distante dos fagos da BM filogeneticamente
mais préxima, Mc. marinus cepa MC-1. Familias virais na legenda.

5.3 Cultivo da BM Mf. australis cepa I1T-1 e observagdo do comportamento magnetotatico
As células de Mf. australis cepa IT-1 foram crescidas em meio liquido sob microaerofilia
e o crescimento foi acompanhado ao longo de 6 semanas (Figura 17). Ap6s 3 semanas observa-
se 0 crescimento microbiano através da formacao de uma faixa branca caracteristica (Figura 17A;
seta preta) na interface headspace-liquido. A altura desta faixa no liquido varia de acordo com a
quantidade de gas oxigénio injetada diariamente para manter o crescimento sob microaerofilia.
Apos 6 semanas o cultivo foi interrompido e foram retiradas aliquotas para as analises a serem

realizadas (Figura 17B).
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Figura 17. Crescimento de Mf. australis cepa IT-1 em meio liquido. A. Crescimento em meio liquido sob condicdo
de microaerofilia apés 3 semanas do indculo. As células crescem formando uma banda (seta preta) que se desloca
verticalmente de acordo com a quantidade de O injetada diariamente no meio. B. Crescimento apds 6 semanas. O
crescimento ndo se apresenta mais em forma de banda e passa a ocupar todo o volume de liquido na garrafa.

Apos o cultivo ser interrompido, a avaliacdo da resposta magnetotatica da BM Mf.
australis cepa IT-1 mostrou células respondendo ao campo magnético externo gerado pelo ima
posicionado na platina do microscépio dptico (Figura 18A). Em seguida, as células sdo
visualizadas em maior aumento (Figura 18B) elucidando a sua morfologia cocoide/ovdide e

auséncia de contaminacao.

Figura 18. Observacao do comportamento magnetotatico da BM Mf. australis cepa IT-1 por microscopia de DIC.
A. As células estdo nadando de forma antiparalela ao campo magnético externo gerado pelo ima que se concentrando
na borda da gota. B. Observacdo em maior aumento dessas bactérias confirmando a morfologia cocéide/ovoide. O
Norte magnético esta representado em vermelho e o Sul magnético esta representado em azul.
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5.6 Diferenciacéo e quantificacdo de populacdes por citometria de fluxo

Dentre as amostras preparadas para a citometria de fluxo, foram retiradas aliquotas em
duas condigdes diferentes: um primeiro no qual foram retiradas aliquotas somente da cultura de
células bacterianas e em um segundo momento no qual foram retiradas aliquotas do purificado
de particulas virais. Quando a cultura de células (Figura 19A) foi analisada no citdmetro, foram
observadas duas populacdes distintas, isto €, uma populacdo de bactérias demarcada em
vermelho e uma populacdo de que se supBe que sejam particulas virais, demarcadas em azul,
produzidas pela propria bactéria. Ao passo que, quando observamos o resultado da purificacéo
de particulas virais apenas observamos uma populacdo demarcada em azul, a suposta populacéo
de bacteriofagos purificados (Figura 19B). Calibracao feita com esferas de latex demarcado em
verde (Figura 19A e B).

A Cultura de Mf. australis cepa IT-1 B Fagos purificados
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Figura 19. Perfil populacional por citometria de fluxo. A. Cultura de células bacterianas analisada no citdmetro.
Podemos observar duas populagGes diferentes: bactérias (vermelho) e fagos (azul). Foram quantificadas 5,5 x 10°
bactérias/mL e 2,3 x 107 particulas virais/mL. B. Apés a purificacio das particulas virais apenas observamos a
populacio de particulas virais em uma concentracdo de 7,53 x 107 particulas virais/mL. Esferas de latex (EL) usadas
para calibragéo estdo em verde.

A partir dessas observac6es, foram quantificados o numero de eventos a fim de tomar
conhecimento das proporc¢des de virus e bactéria na amostra. Essa observacdo e quantificacdo
foi possivel gragas a marcacdo dos &cidos nucleicos tanto da bactéria quanto das particulas virais
(Figura 20). Na condicdo na qual foram lidos os eventos da cultura bacteriana, obteve-se 5,54 +
1,48 x 10° bactérias/mL e 22,82 + 3,86 x 10° particulas virais/mL ao passo que apds a purificacio

das particulas obteve-se 7,53 + 0,96 x 10° particulas virais/mL (Figura 20A). A proporgao entre
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0 namero de fagos e o nimero de bactérias também foi determinado, chegando ao valor médio

de 46,9 £ 17,5 particulas virais por bactéria (Figura 20B).

B
Quantificagao de populagdes por FACS Numero de fagos por bactéria
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Figura 20. Quantificacdo das populacGes por citometria de fluxo. A. Quantificacdo de populacdes por FACS. Séo
descritas duas populagdes para quantificacdo: fagos e bactérias. Na condicdo A, a amostra retirada do cultivo
bacteriano, obteve-se 22,82 + 3,86 x 10° fagos/mL e 5,54 + 1,48 x 10° bactérias/mL. Na condigdo B, quando os
fagos foram purificados, obteve-se 7,53 + 0,96 x 108 particulas virais/mL. B. Nimero de fagos por bactéria. Foram
feitas 5 leituras (n=5), em quintuplicata, em 5 experimentos independentes (L1, L2, L3, L4 e L5) e obteve-se o valor
médio de 46,9 £17,5 fagos por bactéria.

5.4 Observacao das particulas virais por MET

O sobrenadante da cultura liquida de Mf. australis cepa IT-1 foi processado para
purificag@o de particulas virais como consta em no item “4.4 Purificacdo de particulas virais” e
entdo foi realizada a contrastacdo negativa. Através dessa técnica e posterior observacdo no MET,
é possivel observar estruturas semelhantes a fagos presentes em nossa cultura de Mf. australis
cepa IT-1 (Figura 21). Devido a provavel presenca de envelope viral torna-se mais dificil a
visualizagdo da morfologia das particulas virais. O envelope dificulta a deposic¢éo do contrastante
entre as proteinas do capsideo, fazendo com que o acetato de uranila se deposite majoritariamente
em volta do virus. Em virus ndo envelopados o contrastante se deposita em depressdes formadas
pelas proteinas do capsideo e estas tém sua visualizacdo facilitada. O diametro médio das

particulas foi medido no software iTEM e obteve-se 101,9 + 10,3 nm (n=20) (Figura 22).
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Figura 21. A. e B. Bacteriéfagos provavelmente envelopados observados por MET. A morfologia viral é de dificil
elucidacao devido a provavel presenga de envelope que dificulta a penetracdo do contraste na amostra.

Medida (nm)

1304
1254
1204
1154
1104
1054
1004

954

904

Diametro médio do fago

85

Figura 22. Diametro médio do fago. As particulas virais possuem diametro médio de 101,9 + 10,3 nm (n=20).

5.5 Amplificacdo de genes de biomineralizacdo e gene que codifica o rRNA 16S

Para realizarmos qualquer analise sobre o genoma do bacteriéfago, o DNA extraido

deveria conter apenas 0 genoma das particulas virais, sem nenhum contaminante bacteriano. Para

isso & amplificacdo por PCR do gene que codifica o rRNA 16S foi realizada com dois pares de

iniciadores diferentes, gerando amplicons de tamanhos diferentes (Figura 23). Na Figura 23A

foram utilizados os iniciadores universais 27F e 1492R (Lane ,1991) que resultam em um

amplicon de 1465 pares de base. Apenas obtivemos amplificacdo em nosso controle positivo, no
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qual foi utilizado DNA de Mf. australis cepa IT-1 como molde. O controle negativo nédo
apresentou amplificacdo, garantindo que a PCR ndo estava contaminada. A amostra de DNA
extraido do fago também ndo apresentou amplificacdo para o gene que codifica o rRNA 16S,
garantindo que ndo houve contaminacdo bacteriana na nossa amostra. Na Figura 23B foi
realizada outra PCR para 0 gene que codifica o rRNA 16S, porém utilizando os iniciadores
U515F e UB06R (Caporaso et al., 2011) que resultam em um amplicon de 291 pares de base. Tal
tamanho do amplicon foi escolhido para detectar possiveis fragmentos de DNA bacteriano que
estivessem presentes em nossa amostra e garantir um tamanho parecido com os amplicons

gerados pelos iniciadores de genes que codificam proteinas Mam e Mms.

Figura 23. Eletroforese em
gel de agarose do resultado
da PCR para o gene que
codifica 0 rRNA 16S. A
Utilizando os iniciadores
universais 27F e 1492R
obteve-se um amplicon de
cerca de 1465 pares de base.
O controle negativo nao
amplificou, como esperado;
o0 controle positivo, 0 DNA
extraido d BM Mf. australis
cepa IT-1, amplificou como
esperado segundo 0
tamanho de 1465 pares de
base (setas); e o DNA
extraido de fagos nao
amplificou, garantindo que ndo ha DNA bacteriano na amostra. B. Utilizando os iniciadores universais U515F e
U8BO06R obteve-se um amplicon de 291 pares de base. O controle negativo ndo amplificou, como esperado; o controle
positivo, 0 DNA extraido da BM Mf. australis cepa IT-1, amplificou como esperado segundo o tamanho de 1465
pares de base (setas); e 0 DNA extraido de fagos ndo amplificou, garantindo que ndo ha contaminacdo com DNA
bacteriano na amostra.

Abaixo, na figura 24, foi feita a PCR para os seguintes genes: mamB, mamC, mamD,
mamH, mamK, mamS e mms6. A coluna “C-” representa o controle negativo empregado para
cada par de iniciadores, a coluna “IT-1” representa a PCR da amostra de DNA extraida de Mf.
australis cepa IT-1, funcionando como controle positivo para a detec¢cdo destes genes. A coluna
“Fago” representa justamente a PCR da amostra de DNA extraido dos bacteriofagos. Todos os
controles negativos e positivos funcionaram de acordo com o esperado, tendo apenas uma baixa
amplificacdo para o gene mamC no controle positivo que pode ter ocorrido devido a eficiéncia
dos iniciadores ndo ter sido boa. Todos os amplicons foram desenhados para terem 249 pares de
base. Para os genes mamB, mamC, mamD, mamK, mamH e mamK houve amplificagédo na
amostra que contém o DNA extraido do purificado de particulas virais, indicando que estes genes

de alguma forma estéo presentes no material genético analisado (Figura 24). Para 0s genes mamsS
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e mms6 ndo houve amplificacdo na amostra contendo o DNA do fago, o que sugere que tais genes

ndo estdo presentes na amostra de DNA extraido dos bacteriofagos (Figura 24).

Figura 24. Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR para 0s genes mamB, mamC, mamD, mamH e
mamK, mamS e mms6. Todos os controles negativos (C-) ndo amplificaram, como esperado; todos os controles
positivos (IT-1) amplificaram com o tamanho esperado — 249 pares de base; e quase todos 0s genes para 0 DNA de
bacteriéfago, exceto mamC, geraram amplicons no tamanho esperado — 249 pares de base (setas). Padrdo de peso
molecular de 1 kb.



43

6. Discussao

6.1 Predicéo e filogenia de profagos em BMs

O estudo de profagos em BMs e a sintese de particulas virais por BMs € inovador visto
gue nenhum estudo foi publicado exclusivamente sobre o tema. Profagos estdo presentes em mais
de 60% das sequéncias de genomas bacterianos depositados no NCBI e quando se trata de BMs
ja existem alguns estudos que propuseram a presenca de profagos no genoma de alguns
representantes magnetotaticos. Dentre estes estudos estdo a presenca de 14 profagos na
alfaproteobactéria Mc. marinus cepa MC-1 (Schiubbe et al., 2009), os quais tém tamanho
variando entre 5 de 41 kb e com conteudo GC entre 52.14 e 58.34% (Schubbe et al., 2009). A
predicdo de profagos neste estudo utilizou a ferramenta Prophage Finder (Bose e Barber, 2006).
Profagos incompletos também foram encontrados no genoma dos espirilos magnetotaticos Ms.
gryphiswaldense cepa MSR-1 e Ms. magneticum cepa AMB-1, porém o tamanho nem a
organizacdo dos genes dos profagos é descrita no trabalho (Schilbbe et al., 2009). Além do
trabalho de Schiibbe et al., 2009, sequéncias de profagos também foram preditas nos trabalhos
descrevendo as BMs Ca. Mc. massalia cepa MO-1 (Ji et al., 2017) e Magnetospira sp. cepa QH-
2 (Ji et al., 2014). Em Magnetospira sp. cepa QH-2 nenhuma sequéncia de profago foi
identificada enquanto em Ca. Mc. massalia cepa MO-1 foram preditas 5 sequéncias de profagos,

porém sem maior descri¢cdo dos dados obtidos na predicao.

Na BM Mf. australis cepa IT-1, alvo deste estudo, foram preditos 10 profagos (Toledo,
2016) sendo 3 destes completos e 7 incompletos usando a ferramenta de predicdo PHASTER
(Arndt et al., 2017). O tamanho dos profagos varia entre 10 e 44.5 kb e dentre estes foram
associados as familias Siphoviridae e Myoviridae. No profago 1, o maior dos profagos, com 40
kb, estdo presentes genes que codificam integrase, transposase, proteinas phage-like e um sitio

de recombinacdo (attachment site).

Apos a predicdo de profagos nos genomas de BMs descritas na literatura (Tabela 1) foi
possivel perceber que existem sequéncias de profagos em 20 das 30 bactérias analisadas. Os
profagos preditos correspondem a ordem Caudovirales, conhecida por possuir fagos caudados e
dupla fita de DNA e a fagos de morfologia filamentosa da familia Inoviridae. Dentro da ordem
Caudovirales foram encontradas 3 familias diferentes: Myoviridae, Siphoviridae e Podoviridae.
A familia Myoviridae esta presente em todas as classes e filos de BMs descritas. 1sso pode sugerir

que (i) BMs exibem algum fenotipo néo especifico que permita a infec¢do de todas as BMs por
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fagos dessa familia ou (ii) todos os grupos de BMs sejam suscetiveis a infeccdes por fagos da
familia Myoviridae (Molineux e Panja, 2013). Em relacdo ao nimero absoluto de sequéncias, a
familia Siphoviridae possui 0 maior nimero de profagos preditos em BMs (Figura 13B).
Profagos da familia Siphoviridae foram encontrados em todos os grupos filogenéticos exceto na
BM Ca. Omnitrophus magneticus cepa SKK-01 do filo Omnitrophica (Figura 13B). No filo
Omnitrophica foram encontradas profagos pertencentes a familia Myoviridae. A presenca dessa
familia viral corrobora com os dados analisados para outros grupos filogenéticos de BMs e a
auséncia de profagos da familia Siphoviridae pode ser justificada pelo fato de sé existir um Gnico

representante magnetotatico descrito neste filo (Kolinko et al., 2014).

A respeito da diversidade filogenética destes profagos preditos em BMs, ao compararmos
a relacdo evolutiva entre estes virus, percebemos que: (i) dentre os profagos preditos de
sequéncias de BM do filo Nitrospirae, existem duas sequéncias que foram recuperadas de BMs
por técnicas independentes de cultivo em momentos diferentes (Lin et al., 2017; Lin et al., 2018)
de um mesmao ponto de coleta e que possuem 0 mesmo ancestral comum (Figura 15A); (ii) dentro
dos cocos magnetotaticos, a BM Mf. australis cepa IT-1 tém seus profagos preditos agrupando-
se em um cluster que divide um ancestral comum relativamente distante dos fagos encontrados
no genoma da BM filogeneticamente mais proxima a ela, a etaproteobactéria Mc. marinus cepa
MC-1 (Figura 15); (iii) dentro do grupo de cocos magnetotaticos, profagos preditos em Mf.
australis cepa IT-1 dividem ancestrais comuns com profagos preditos em sequéncias recuperadas
por metagenoma a partir de amostras coletadas na China (Lin et al., 2018) (Figura 14); (iv)
sequéncias de profagos preditos nos espirilos magnetotaticos cepas XM-1 e SO-1 aparentam
dividir ancestral comum relativamente antigo uma vez que seus fagos se agrupam em clusters
com Mf. australis cepa IT-1 e com as cepas Mc. marinus cepa MC-1 e Mv. blakemorei cepa MV-
1, respectivamente (Figura 16); e (v) o Uunico profago intacto da predito na classe
Deltaproteobacteria e entre 0s MMPs estd agrupado no mesmo cluster de um fago predito na

alfaproteobactéria Mv. blakemorei cepa MV-1 (Figura 16).

Essas informacg6es sugerem uma alta diversidade nas sequéncias de profagos adquiridas
por BMs ao longo da evolucgéo (Figura 13A). Tais sequéncias estdo presentes, majoritariamente,
na ordem Caudovirales, responsavel por conter fagos caudados dupla fita de DNA (Figura 13B).
A diversidade destas sequéncias pode estar subestimada visto que em bancos de dados de
sequéncias de genomas de fagos cerca de 95% corresponde a fagos da ordem Caudovirales

(Mavrich e Hatfull, 2017). A diversidade destes virus ainda € pouco abordada fora dessa ordem
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e poucos representantes foram isolados de amostras ambientais e possuem genoma sequenciado
(Ofir e Sorek, 2018) (Figura 25). Este ultimo fato corrobora com os resultados encontrados na
predicao realizada pelo programa PHASTER (Arndt et al., 2017) cuja maior parte das sequéncias
preditas correspondem as familias Myo-, Sipho- e Podoviridae, da ordem Caudovirales (Figura
13B). Uma Unica sequéncia fora da ordem Caudovirales foi predita na BM do filo Nitrospirae

Ca. Magnetobacterium casensis cepa MYR-1, correspondente a um profago de morfologia

filamentosa da ordem Inoviridae.
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6.2 Bacteriofagos em Mf. australis cepa 1T-1

Apo6s uma nova predicdo de profagos no genoma da alfaproteobactéria magnetotatica Mf.
australis cepa IT-1 (Morillo et al., 2014) indicar a presenca de 10 sequéncias de fagos,
investigacOes sobre estes virus passaram a ser desenvolvidas. Particulas semelhantes a
bacteri6fagos ja haviam sido observados antes gracas a imagens de MEV (Toledo, 2016).
Populagdes virais também j& haviam sido identificas por citometria de fluxo buscando indugéo
do ciclo litico de fagos em Mf. australis cepa IT-1 (Toledo, 2016). Estas particulas foram entdo

purificadas e isoladas para sua caracterizagdo molecular e morfoldgica.

A BM Mf. australis cepa IT-1 é de dificil cultivo em meio liquido e altas densidades
celulares s&o dificeis de serem obtidas. As células crescem em microaerofilia formando uma
banda branca (Figura 17). Conforme ha o crescimento celular, o oxigénio disponivel é consumido

e adicOes diarias do gas sdo necessarias, visando manter o crescimento bacteriano. Ndo ha um



46

sistema que purgue o O» conforme as necessidades especificas da célula. O processo de adigdo
do gas é feito manualmente na cultura. A adigdo manual do gas € um processo grosseiro e muitas
vezes € adicionado mais do que o necessario para a manutencdo do cultivo. Consequentemente,
essa adi¢do grosseira e provavelmente excessiva pode desencadear um estresse celular, visto que
a célula é microaerofilas. E possivel que esse estresse ative o ciclo litico de profagos presentes
no genoma da BM Mf. australis cepa IT-1. Estudos prévios demonstraram que diversos tipos de
estresse podem ativar o ciclo litico de fagos, concomitando na producéo de particulas virais (Erez
et al., 2017). Toledo, 2016 induziu o ciclo litico desses profagos com adi¢do de mitomicina,
contundo, em analises por FACS observou-se que tanto na situacdo controle quanto na inducgao
do ciclo litico havia particulas virais sendo produzidas (Figura 26). Esse dado corrobora com o
fato que particulas virais sdo produzidas por Mf. australis cepa IT-1 em qualquer momento do

ciclo celular visto que o estresse diario pode promover a liberagdo destes fagos.
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Figura 26. Quantificacdo de Mf. australis cepa IT-1 e particulas virais por citometria de fluxo (Toledo, 2016). A.
Andlise realizada 24 horas ap6s a inducdo do ciclo litico viral pela adi¢cdo de mitocicina C. B. Anélise realizada 24
horas apds o cultivo no meio de cultura liquido para crescimento celular sem a adi¢éo de mitocimica C.

Na citometria de fluxo, realizada nesta monografia, foi possivel observar duas populacdes
bem distintas de acordo com a marcacéo para acidos nucleicos. Foi possivel observar que durante
0 crescimento da bactéria a populacdo de particulas virais encontra-se também presente,
sugerindo que estas séo produzidas, de alguma maneira, pela BM Mf. australis cepa IT-1 de
forma constante (Figura 19). Através da etapa purificacdo das particulas virais conseguimos
eliminar de forma eficiente a populagéo celular, restando apenas a populacao de particulas virais.
Essa purificacdo é importante pois com ela conseguimos maximizar a obtencdo das particulas
virais, ao inves de trabalharmos apenas com o sobrenadante da cultura.
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A andlise do purificado de particulas virais por citometria de fluxo resultou em um
numero menor na quantificacdo por mL de amostra (Figura 20). A diferenca entre a quantificacdo
dos fagos na cultura e no purificado pode ser resultante: (i) da perda de particulas virais durante
0 processamento para purificacdo e/ou (ii) da marcagéo indevida de fagos na condicdo do cultivo,
visto que alguns debris celulares podem ter sido marcados em conjunto, mascarando o0 namero
total de virus quantificados. Na figura 20, resultados da quantificacdo da populacao de fagos na
cultura (circulos vermelhos) encontram-se mais dispersos e com desvio padrdo maior do que a
distribuicdo da populacdo de fagos purificados (tridngulos azuis). Na purificagdo de particulas
virais (condicéo B; tridngulos azuis) a quantificacdo da populagéo resultou em dados mais coesos
e proximos, com desvio padrdo menor, reforcando a ideia de particulas virais estavam sendo
marcadas de fato. Estes dados sugerem que debris celulares podem ter sido marcados também na
condicdo A (Figura 20A). Em respeito a proporc¢édo de fagos por bactéria, ndo foi observado um
padrdo (Figura 20B). Em 5 experimentos independentes (L1, L2, L3, L4 e L5), a leitura da
proporcao de fagos por bactéria resultou em diferentes resultados, mesmo as aliquotas tendo sido
retiradas com o mesmo tempo de crescimento bacteriano. 1sso pode ser um indicativo de que ndo
h& uma proporcdo exata do numero de fagos produzidos pelo nimero de bactérias e que esse

nUmero esta sujeito a varia¢des de acordo com a condigdo de cultivo, visto anteriormente.

Um dos aspectos interessantes sobre a producdo de particulas virais na cultura de Mf.
australis cepa IT-1 em meio liquido é que ndo ocorre o processo de clarificacdo da cultura,
mesmo havendo liberacdo dos fagos com ou sem inducéo de ciclo litico (Figura 26). Isso pode
indicar que esses profagos apresentam o comportamento cronico, como descrito por Hobbs e
Abedon, 2016. O comportamento crénico foi descrito primeiramente em fagos filamentosos da
familia Inoviridae e diz respeito a fagos que sdo liberados de forma constitutiva pelo hospedeiro,
sem que haja perda de integridade de membrana. Fagos da familia Inoviridae foram
caracterizados com liberacdo por meio de extrusdo (Marvin, Symmons e Straus, 2014) e fagos
da familia Plasmaviridae (Krupovic, 2018). Portanto, é sugerido que os fagos produzidos por Mf.

australis cepa IT-1 adotam um comportamento crénico visto os pontos discutidos até o momento.

Citometria de fluxo e microscopia eletronica séo técnicas que complementares entre si,
na qual os resultados observados por uma técnica podem ser confirmados pela outra. Dito isto, 0
processamento classico para material biologico visando a sua observagdo em MET consiste em
sua fixacdo, inclusdo em polimeros e nos respectivos cortes ultrafinos, o que resulta em

observacdes bidimensionais. Quando se trata de estruturas muito pequenas, como o caso das
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particulas virais, torna-se indispensavel o preparo de amostras integras que visem a sua
representacdo tridimensional. Nesse contexto, surge a preparacdo de amostras pela técnica de

contrastacdo negativa, descrita por Brenner e Horne (1959).

Assim, quando observamos em MET as particulas virais que foram contrastadas
negativamente, tais resultados corroboram com as andlises de citometria de fluxo. O principio da
técnica consiste na deposicdo do acetato de uranila ao redor da particula e ndo penetra nela de
fato. Essa deposicdo do contrastante permite a observacao da morfologia da particula, isto é, seu
contorno. Caso a particula possua envelope, a deposi¢cdo do contrastante no capsideo viral se
torna mais dificil devido a presenca da uma membrana lipidica. A presenca desse envelope
atrapalha a elucidacdo da estrutura do capsideo. Por fim, o didmetro medio da particula se
encontra dentro da faixa de tamanho esperada para fagos envelopados como os fagos descritos
nas familias Tectiviridae (San Martin et al., 2002), Corticoviridae (Oksanen e Consortium, 2017)

e Plasmaviridae (Kuprovic, 2018).

Embora nas observagdes por MET o bacteriéfago produzido por Mf. australis cepa IT-1
possua envelope, este resultado ndo confere com a predicdo de profagos realizada pelo
PHASTER (Arndt et al., 2017). Os fagos preditos em Mf. australis cepa IT-1 correspondem a
fagos dsDNA caudados pertencentes as familias Myo- e Siphoviridae da ordem Caudovirales.
Como discutido anteriormente esse resultado pode ser um artefato da predicdo uma vez que a
diversidade destes virus ainda é pouco abordada fora dessa ordem e poucos representantes foram
isolados de amostras ambientais e possuem genoma sequenciado (Ofir e Sorek, 2018). Portanto,
0 conteldo majoritario depositado em bancos de dados de fagos corresponde a fagos da ordem
Caudovirales (Mavrich e Hatfull, 2017).

6.2 Estudo do papel de profagos na evolucéo da magnetotaxia utilizando Mf. australis
cepa IT-1 como modelo

A partir dos dados anteriores, foram observados populac6es de fagos por citometria de
fluxo e o purificado de particulas virais foi observado por microscopia eletrénica de transmissao
como discutido anteriormente. Estas analises contribuem com dados prévios obtidos por Toledo,
2016 para o entendimento de profagos em BMs bem como a producgéo de fagos por Mf. australis
cepa IT-1. Logo, € possivel estabelecer o modelo celular de Mf. australis cepa IT-1 para estudo

e analises posteriores envolvendo a producdo de bacteriéfagos por BMs. Andlises moleculares,
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a serem discutidas, visaram aumentar o entendimento sobre o papel de fagos como possiveis

agentes na evolucdo de BMs.

Buscando investigar a presenca de genes de biomineralizacdo ap6s a purificacdo dos
fagos, foram desenhados 6 pares de iniciadores que abrangem 6 diferentes operons que codificam
proteinas Mam e Mms de acordo com a sequéncia do genoma parcial de Mf. australis cepa IT-1.
Tais genes amplificaram como esperado no DNA extraido de Mf. australis cepa IT-1 e, portanto,
garantem que o controle positivo funcionou de acordo. Ao usar o DNA fagico como molde, genes
de biomineralizagdo foram detectados. S&o estes: mamB, mam C, mamD, mamH e mamK. A
amplificagdo por PCR destes genes sugere que a(s) particula(s) viral(is) produzida(s) pela BM
Mf. australis cepa IT-1 empacota(m) estes genes de alguma forma durante o processo de
montagem da particula. Os genes mamS e mms6 ndo foram detectados usando o DNA fagico

como molde para amplificagéo por PCR.

A amplificacdo dos genes de biomineralizacdo a partir de experimentos independentes
revelou que o mesmo conjunto de genes sdo amplificados no genoma fagico enquanto outros nao
(Figura 24). Esses dados podem sugerir que ha um empacotamento, de forma organizada ou
preferencial, destes genes no capsideo viral. Este empacotamento de somente um grupo de genes
de biomineralizagcdo pode ser um indicio de que o fago realize transducdo especializada. Na
transducdo especializada, regides franqueadoras ao genoma do profago podem ser carreadas no
momento da montagem da particula viral (Balcazar, 2014). Tém-se 0 genoma parcial de Mf.
australis cepa IT-1 (Morillo et al., 2014) e, portanto, algumas informacGes sobre o genoma
podem estar em partes ndo cobertas pelo sequenciamento. Ao observar a organizagao dos genes
em Mf. australis cepa IT-1 (Figura 27) os genes mamS e mms6, que ndo foram detectados no
genoma do fago, nao foi possivel inferir se a posi¢do destes genes na ilha do magnetossomo é
decisiva ou possui algum papel no ndo empacotamento destes genes. Maiores investiga¢des sobre
0 mecanismo e frequéncia de empacotamento destes genes sdo necessarias para o melhor

entendimento deste processo.
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Figura 27. Organizacéo dos genes de biomineralizagdo em Mf. australis cepa IT-1. Os iniciadores foram desenhados
para 0s genes mamB, mamC, mamD, mamH, mamK, mamS e mms6. Estes genes encontram-se em operons distintos
e coficiam fun¢des de invaginacdo da membrana do magnetossomo, transporte de ferro, controle do tamanho e
morfologia do cristal e alinhamento da cadeia. Figura retirada de Morillo et al., (2014).

Portanto, podemos observar que a partir de diferentes técnicas é possivel confirmar que
as sequéncias de profagos preditas em Mf. australis cepa IT-1 de fato correspondem a producao
de uma ou mais particulas virais produzidas pelo coco magnetotatico isolado da lagoa de Itaipu,
a Mf. australis cepa IT-1 (Figuras 19, 20 e 21). E possivel, entdo, notar que alguns genes de
biomineralizagcdo sdo, em um primeiro momento, empacotados pelo(s) fago(s). A partir do
sequenciamento destes fagos sera possivel determinar de fato quais genes sdo empacotados pela
particula viral dentre outras analises. Também pretendemos utilizar a reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa (QPCR do inglés quantitative polymerase chain reaction) como
ferramenta de quantificacdo para comparar com a quantificacdo de particulas virais feita por
citometria de fluxo (Figura 19). Neste ensaio, serdo futuramente desenhados iniciadores para
genes (i) do bacteridéfago e (ii) de biomineralizagdo a partir do genoma sequenciado destas
particulas virais. Embora inicial, este estudo pode ajudar na compreensdo de fagos como

ferramentas para a evolucdo do comportamento magnetotético dentro dominio Bacteria.

Ainda sobre a evolucdo da magnetotaxia, sabe-se que esse comportamento esta
amplamente disseminado em microrganismos pertencentes ao dominio Bacteria. Ja foram
descritos representantes magnetotaticos nos filos Proteobacteria, Nitrospirae e Omnitrophica.
Estes representantes apresentam diversidade quanto a morfologia da célula, do magnetossomo e
a composicdo quimica do cristal. Dessa forma, estudos genémicos sobre BMs tém se
intensificado nos ultimos anos e tais estudos sdo responsaveis por fornecerem informacdes que

permitam um melhor entendimento sobre a evolugdo da magnetotaxia e da biomineralizacdo em
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microrganismos procariotos. Estes microrganismos estdo envolvidos na ciclagem de diferentes
elementos quimicos no meio ambiente como carbono, nitrogénio, enxofre, fosforo e ferro
(Bazylinski e Frankel, 2004). O Ferro é o elemento quimico que mais tem sido estudado
ultimamente pelos grupos que pesquisam BMs e este é componente imprescindivel para a

formacdo do nanocristal ferromagnético.

Estima-se que o comportamento magnetotatico entre microrganismos possa ter sido
selecionado a partir de pressdes evolutivas como grandes concentracdes de Ferro (I1) nos oceanos
e baixas pressdes de Oxigénio na atmosfera (Lin et al., 2017). Essas condi¢fes, durante o éon
Arqueano, transformavam os oceanos em uma atmosfera redutora que também possuia nutrientes
como CO2, Hz, SOz, H2S, NO, NOs, NO-2 e NH.", para sustentar um metabolismo anaerébico
ou microaerofilo entre os microrganismos antes da Grande Oxigenacdo (Canfield, Rosing e
Bjerrum, 2006). Baseado nestas observacGes, supde-se que o comportamento magnetotatico
tenha sido selecionado positivamente visto que: (i) todas as BMs descritas até 0 momento sdo
microaerdfilas ou anaerdbias (Bazylinski e Frankel, 2004); (ii) muitas BMs
quimiolitoautotroficas e sdo capazes de fixar CO, através do ciclo reverso dos acidos
tricarboxilicos (Williams et al., 2006); (iii) todas as BMs sdo capazes de reduzir NO3", NO2', e
NO por denitrificacdo e capazes de oxidar H.S pela via da oxidacdo de enxofre; e (iv) e a
temperatura dos oceanos era parecida com as atuais temperaturas dos oceanos tropicais, variando
de 26 a 35°C (Blake, Chang e Leplan, 2010) e de 55 a 85°C (Knauth, 2005).

Lin et al. (2018) prop6s dois modelos sobre a evolu¢do do comportamento magnetotatico
entre bactérias (Figura 28). Ambos os modelos consideram um LUCA magnetotatico (LUCA do
inglés last universal common ancestor) e prop6e eventos de THG para explicar a transferéncia
dos genes de biomineralizacdo entre bactérias de filos distantes filogeneticamente como é o caso
dos filos Proteobacteria e Nitrospirae. Também propde neste trabalho que os genes que codificam
a sintese dos magnetossomos de greigita (FesSs) podem ter origem a partir de um evento de
duplicacdo e divergéncia dos genes que codificam a sintese dos magnetossomos de magnetita
(Fe30a4).

No primeiro modelo proposto (Lin et al., 2018), o LUCA magnetotatico seria uma
bactéria produtora de magnetossomos de magnetita e seria ancestral de bactérias dos filos
Proteobacteria, Omnitrophica e Nitrospirae (Figura 28A). Multiplos eventos independentes de
perda de MGCs podem ter acontecido em cada filo ou classe de BM. O MGC de magnetita sofreu

uma duplicacdo, em algum momento, e estes genes divergiram ou mutaram passando a ser um
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MGC de greigita em Deltaproteobacteria. Suspeita-se que o0 MGC de greigita pode ter sido
transferido para os filos Planctomycetes e Latescibacteria. Esses eventos podem caracterizar uma
THG antiga visto a grande distancia filogenética entre eles (Figura 28; seta azul claro tracejada).
Além disso, eventos recentes de THG (Figura 28; seta azul escuro) podem ser responsaveis pela
transferéncia e troca de alguns genes de biomineralizacdo entre os filos Proteobacteria,

Nitrospirae e Omnitrophica.

No segundo modelo proposto (Lin et al., 2018), um MGC desconhecido estaria presente
no LUCA magnetotatico e este ancestral seria comum aos representantes magnetotaticos dos filos
Proteobacteria, Nitrospirae, Omnitrophica e das sequéncias de metagenoma recuperadas dos filos
Planctomycetes e Latescibacteria (Figura 28B). Este MGC desconhecido teria sido duplicado,
em algum momento, e divergido em MGCs de greigita e magnetita. Estes MGCs podem ter sido
perdidos ao longo do tempo e algumas bactérias ficaram com os dois MGCs — de magnetita e
greigita — enquanto algumas perderam os dois e outras perderam apenas um dos MGCs,
conservando o outro. Eventos de THG recentes (seta azul) podem ter ocorrido entre bactérias dos
filos Proteobacteria, Nitrospirae e Omnitrophica sendo responsavel pela transferéncia de alguns
genes de biomineralizagdo. Em ambas os dois modelos propostos, o que se tém como evidenciado
é que a heranca vertical junto com eventos independentes de THG e perdas de MGCs séo 0s
fatores que tem determinado a evolucdo da magnetotaxia. Embora os eventos de THG de genes
de biomineralizacdo sdo considerados uma das forcas da evolucdo de BMs, nenhum estudo

propds 0 mecanismo pelo qual estes genes foram adquiridos.



53

a p— ff’_h B
- “F Proteobactena (without Delta-)
= | Nitrospirae
- o ] P .
— v Omnitrophica -
. P :
SEVAN i Pj} (&= MTE producing both magnetite and greigite
= . .
LUCA MTB = = — (= ) magnetite-producing MTB
= &= &
S P )
Duplication & Divergence ’( _“} & Il peodcng MTE
’:_ = Defta- = .
[ e { — 3 unknown type of MTB
- P (=
. -
H et (’: % non-MTB
.Irr“ & -
ol
X loss events of magnelite-typs MGCs
A
pr— —;
: o X loss avents of greigite-lype MGCs
a0 Latescibacteria
']\_’__:j Planctomycetes X loss events of both magnelite- and greigite-type MGCs
T, 3 "
+jf; /] - - - ancient horizontal gene transfers
. —— recent horizontal gene ransfers within the Frotecbacterfa
— &1.(} . )
I Proteobacteria (without Delta-)
}( N;'!m@:’rae_
+ Omnitrophica
e
o=
N
=
Dupiication e _—
& AT
e, Divergence .o, —— I"‘«,_,:;‘:' Delta-
LUCAMTB (5D —E= b4
e
e
@
—
. 4
3 Latescibacteria
N Flanctomycetes
—e
S

Figura 28. Modelos possiveis sobre a evolugdo da magnetotaxia no dominio Bacteria. A. Modelo considerando
eventos de THG antigos e recentes. B. Modelo considerando apenas eventos de THG recentes. Ambos modelos
propde a existéncia de um LUCA magnetotatico. Divergéncia e duplicacdo de MGCs e eventos de THG seriam
necessarios para explicar o espalhamento dos genes de biomineralizag@o. Figura retirada de Lin et al. (2018).

Desse modo, a predicdo, isolamento e caracterizacdo de bacteriéfagos na BM Mf.
australis cepa IT-1 pode ajudar na compreensdo da disseminacdo do comportamento
magnetotatico no dominio Bacteria. Sabe-se, por fim, que bacteri6fagos sdo produzidos pela Mf.
australis cepa IT-1 e que estes podem carrear genes de biomineralizacdo. Estudos futuros se
tornam necessarios para determinar o papel destes fagos na transferéncia horizontal de genes de

biomineralizacéo.

Um estudo recente demonstrou a presenca de ions de ferro no dominio needle da cauda
do fago T4, mais especificamente na proteina gp37 (Bartual et al., 2010) (Figura 29). Sabe-se
que o ferro é um elemento limitante nos oceanos (Gordon, Martin e Knauer, 1982) e que BMs
possuem um alto aporte de Ferro (Bazylinski e Frankel, 2004). Em sistemas ndo-marinhos ja é
bem estabelecido que fagos competem pelos receptores de sideréforos da bactéria, utilizando

como uma estratégia de infeccdo (Neilands et al., 1979). Nesse contexto, Bonnain, Breitbart e
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Buck (2016) propuseram, entdo, a “hipotese do cavalo de Troia de Ferro” (do inglés Ferrojan
Horse Hypothesis). Os autores propdem que no ambiente marinho a competicdo de fagos pelo
receptor de sideréforos em bactérias pode acontecer e talvez essa possa ser considerada uma
estratégia de infeccdo destes virus (Figura 30). Portanto, durante 0 momento da adsorcao do fago
na superficie celular, o fago seria favorecido pela interacdo entre os ions de ferro presente em

sua cauda e o receptor bacteriano para siderdforos.
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Figura 29. Presenca de ions de ferro na cauda do fago T4. Os ions de ferro (esferas vermelhas) se localizam no
dominio needle da cauda de forma octaédrica na proteina gp37 e interagindo diretamente com dominios de histidina.
Figura retirada de Bonnain, Breitbart e Buck (2016).

Competitionfor |The Ferrojan Horse Hypothesis |
receptor s
Phage Q Siderophore-
J bound iron
Cellularlysis
Siderophore-bound releases phages to
iron receptor infect new hosts g "\
Phage DNA y
takes over
host cell
- S
*G\ - by ) W N~
\ / [& Synthesis of ‘ﬁﬁ [}
13\ O\ll £ phageDNA #j Phageassembly
@ [\\ and proteins with ironions

incorporatedinto
tail fibers Bacterial cell
(Not to scale)

Figura 30. “Ferrojan Horse Hypothesis” proposto por Bonnain, Breitbart e Buck (2016). Tal modelo expde que
fagos talvez possam se beneficiar, em ambientes marinhos, da interacéo de ions de Ferro presente em sua cauda e 0
receptor do hospedeiro para sideréforos. fons de Ferro estdo demarcados como esferas vermelhas. Figura retirada
de Bonnain, Breitbart e Buck (2016).

Dentro do contexto de BMs essa hipOtese se tornaria mais viavel ainda visto que essas
bactérias necessitam quantidades de ferro maior do que outras bactérias ndo magnetotaticas
(Bazylinski e Frankel, 2004). Inclusive, algumas BMs ja foram descritas possuindo sideréforos

como os espirilos magnetotaticos Ms. magneticum cepa AMB-1 (Calugay et al., 2003) e Ms.
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magnetotacticum cepa MS-1 (Taoka, Umeyama e Fukumori, 2009). Portanto, em BMs a
competicéo de fagos por receptores de sideroforos pode ajudar a entender melhor o contexto em
que essas bactérias foram infectadas por esses fagos. Embora a hip6tese pareca promissora, ela
ainda carece de estudos que comprovem que fagos sdo capazes de infectar bactérias marinhas
através da competicdo pelo receptor de sidero6foros assim como ja é descrito para sistemas nao-

marinhos.
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A predicdo de profagos utilizando os genomas disponiveis nos bancos de dados e
a sua analise pela ferramenta PHASTER (Arndt et al., 2017), indica que BMs
possuem profagos classificados em 4 familias: Myoviridae, Siphoviridae,
Podoviridae e Inoviridae. Em namero absoluto de sequéncias, profagos da familia
Siphoviridae foram os mais encontrados em BMs. Profagos da familia Myoviridae
estdo presentes em todos os grupos taxondmicos de BMs descritas na literatura.
Profagos presentes na espécie Mf. australis cepa IT-1 agrupam-se em cluster
distante dos fagos preditos na sua bactéria mais préxima filogeneticamente, Mc.
marinus cepa MC-1.

Dentro do grupo de cocos magnetotaticos, os profagos de Mf. australis cepa I1T-1
dividiram um ancestral comum com profagos de cocos magnetotaticos preditos de
sequéncias de metagenoma de BMs.

Por citometria de fluxo € possivel observar duas populac@es na cultura bacteriana:
(i) a etaproteobactéria magnetotatica Mf. australis cepa IT-1 e (ii) as particulas
virais. Também é possivel quantificar as populacbes observadas bem como
estabelecer uma relacdo entre a quantidade de fagos produzidos por bactéria. Na
analise do cultivo, obteve-se 22,82 + 3,86 x 10° fagos/mL e 5,54 + 1,48 x 10°
bactérias/mL, sendo a razdo de 46,9 £17,5 fagos por bactéria. Ao purificar os
fagos, obteve-se 7,53 + 0,96 x 10° particulas virais/mL.

O bacteriéfago produzido na cultura de Mf. australis cepa IT-1 tem didmetro
médio de aproximadamente 101,9 + 10,3 nm (n=20), que corresponde ao tamanho
esperado de fagos envelopados descritos na literatura. A determinacdo da
morfologia do capsideo é dificultada por conta de um provavel envelope viral que
tém composicdo lipidica, o que dificulta a penetragdo do contrastante na amostra.
Os genes de biomineralizacdo do magnetossomo mamB, mamC, mamD, mamH e
mamK foram detectados usando como molde o genoma do bacteriéfago produzido
por Mf. australis cepa IT-1. Em contrapartida, os genes de biomineralizagdo mamS
e mms6 ndo foram detectados no genoma do fago. Esses resultados sugerem a
presenca de genes de biomineralizagdo no genoma fagico e que esse mesmo grupo

de genes € empacotado no bacteri6fago produzido por Mf. australis cepa IT-1.
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