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RESUMO

A descoberta dos virus nos ecossistemas aquaticos iniciou-se ha algumas
décadas. Porém, até hoje existem muitas lacunas a serem preenchidas,
necessitando ainda de estudos para respondé-las. Esta revisdo de literatura
aborda a relacéo entre virus ecossistemas aquéaticos, como o modo que 0s virus
atuam neles, descrevendo algumas das espécies mais estudadas, bem como a
sua distribuicdo nestes ambientes e suas interacbes com seus hospedeiros,
além de descrever as caracteristicas das constituicdes principais de um
ecossistema aquatico, distingdo entre as subdivisbes de um lago e mares, 0
modo de multiplicacéo viral e suas estratégias de acordo com as caracteristicas
ambientais. Faz ainda uma pequena abordagem das técnicas mais utilizadas
nos estudos das interacdes entre os virus e seus hospedeiros. Os virus de
ecossistemas aquaticos participam de varios processos na cadeia alimentar,
atuando diretamente na mortalidade do bacterioplacton e fitoplancton,
transferéncia de genes entre hospedeiros, regulagdo do fluxo de nutrientes e
carbono, diversidade e diversificacdo de espécies. Esta breve revisdo visa
relatar a importancia dos virus nos ecossistemas aquaticos, bem como mostrar

que é necessaria a realizagdo de mais estudos nesta area.

Palavras — chaves: ecossistemas aquatico; virus; bacteri6fagos;

bacterioplancton; fitoplancton; diversidade e ciclagem de nutrientes



ABSTRACT

The discovery of viruses in aquatic ecosystems started few decades ago.
However, there are still many gaps to be filled, requiring further studies to
answer them. This literature review addresses the relationship between viruses
and aquatic ecosystems, and the way that viruses act on it, describing some of
the most studied species, as well as their distribution in this environment and
their interactions with their hosts. Mo it describes the main features of the
constitution of the aquatic ecosystem, a distinction between subdivisions of a
lake and seas, the mode of viral replication and their strategies according to their
environmental characteristics. It also has few details of the technical approach
used in the study of interactions between viruses and their hosts. The viruses of
aquatic ecosystems of various processe are involved in the food chain, acting
directly on the mortality of phytoplankton and bacterioplankton, gene transfer
between hosts, regulating the flow of nutrients and carbon, diversity and
diversification of species. This revision aims to report the importance of viruses
in aquatic ecosystems, as well to show achievements the need have more

studies in this area.

Key words: ecosystemaquatic; viruses; bacteriophage; bacterioplankton,
phytoplancton, abundance; diversity; nutrient cycling.
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1 INTRODUCAO

Os microorganismos como fungos, bactérias e virus estdo amplamente
distribuidos no ambiente, sendo encontrados em todos os ecossistemas, tanto
aquéticos quanto terrestres, participando de vérias relacdes ecoldgicas. Existem
diversos estudos sobre o papel dos fungos no meio ambiente, principalmente
em relacdo a funcdo que desempenham no processo de decomposi¢cdo e
consequente reciclagem de nutrientes para o meio ambiente. Além disso, o0s
fungos sdo frequentemente utilizados pelo setor industrial no processo de
fermentacdo de vérios produtos. Em relagdo as bactérias, também existem
véarios estudos sobre sua importéncia, tais como sua participagdo na microbiota
indigena dos organismos, como agentes etioldgicos de vérias doencas, além de
serem de grande interesse para industrias de varios setores, pois sdo utilizadas
como vetores para muitas técnicas laboratoriais, sendo também amplamente
empregadas na fermentagdo e producdo de medicamentos. No entanto,
existem poucos estudos sobre a interagdo que os virus mantém com o meio
ambiente, principalmente o aquético. A diversidade, importancia e papel
ecoldgico dos virus, presentes no solo, sedimentos de lagos e mares sdo pouco
conhecidos. Em relagdo aos virus, os estudos de diversidade sdo recentes e
tém mostrado até o presente momento que estes organismos sdo capazes de

infectar representantes de todos os dominios: Eukarya, Archaea e Bactéria.

Os virus sdo muito estudados na &rea da saude, pois sdo agentes etioldgicos
de diversas doencas que atingem potencialmente todas as espécies conhecidas
espécies, desde plantas a animais. Essas doencas podem gerar grandes
prejuizos ao setor agropecuério e para a populagdo humana em geral, e muito
do que j& se tem sido estudado e descoberto sobre a biologia dos virus foi
devido a sua importdncia como agentes causais de diversas doengas,

conhecidas como viroses.

Os estudos de interagd@o entre virus e o meio ambiente vem aumentando desde
1990, com maior énfase na interagdo dos virus com 0s ecossistemas aquaticos.

Atualmente, as informac¢des disponiveis, apesar de serem relevantes para a

12



compreensao das interagbes ambientais, ainda apresentam grandes lacunas a
serem desvendadas (BETTAREL et al.,, 2004). E quando se compara a
compreensdo dos virus ambientais com os da area da saude, ainda séo
necessarios mais estudos e desenvolvimento de novas tecnologias para

entender as vérias interagfes que estes virus apresentam no ecossistema.

Os virus estdo presentes em grande quantidade e diversidade no meio
ambiente, ocorrendo na proporgédo de 10° a 10° virus por mililitro de agua
marinha ou por grama de solo, sendo aproximadamente 10*! na escala global
(MIDDELBOE, 2008).

Os virus de ambientes aquaticos, tanto marinhos quanto dulcicolas, ainda sao
pouco conhecidos. Isto ocorre porque um dos maiores problemas enfrentados
pelos pesquisadores no estudo dos virus, bem como de outros microorganismos
componentes do ecossistema aquético, € a grande dificuldade metodoldgica
para coleta e isolamento destes microorganismos. Um dos problemas é o
grande volume de &gua necessario para realizar os estudos; e por serem
considerados parasitas intracelulares, € necessario cultivar as espécies
hospedeiras em laboratério. Sabe-se que menos de 10% dos microorganismos
sdo cultivaveis em laboratério dificultando o crescimento dos mesmos in vitro
(HELDAL & BRATBAK, 1991).

Atualmente, ja se tem o conhecimento de que os virus de ambiente aquatico
participam ativamente da cadeia alimentar, atuando na mortalidade do
bacterioplancton e fitoplancton; promovendo a  ciclagem de nutrientes
devolvendo ao meio carbono, nitrogénio e fésforo; e, em algumas situacdes,
podem provocar um crescimento excessivo de algas, causando o fendmeno
conhecido como floracbes, que geram prejuizos ambientais e econdmicos
(PROCTOR, 1990; SAWSTRON, 2003). Essa ciclagem de nutrientes é de
grande importancia para todos os ambientes aquéaticos (PRADEEP RAM &
SIME-NGANDO, 2010).

Estudos realizados em ambientes dulcicolas e marinhos tém sugerido a
existéncia de grande diversidade de espécies e de estratégias de sobrevivéncia

dos virus. Além do predominio de bacteriéfagos em relagéo aos outros tipos de
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virus (PRADEEP RAM & SIME-NGANDO, 2010). Os virus nos ecossistemas
aquéticos infectam tanto organismos como bactérias e protozodrios quanto
eucariotos de todas as classes, e estes podem ser encontrados nos
sedimentos, em aguas de temperaturas diversas, em ambientes extremofilos
como lagos de 4gua salgada e de temperaturas elevadas e até no gelo
(MIDDELBOE, 2006). O objetivo desta revisdo de literatura foi realizar uma
abordagem sobre a influéncia dos virus nos ecossistemas aquaticos,
descrevendo a participagdo dos virus na ciclagem de nutrientes, no controle
populacional do fitoplancton e zooplancton, na transferéncia horizontal de

genes, apresenta relatos atualizados dos virus nestes ambientes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 COMPONENTES DO AMBIENTE AQUATICO

O ambiente aquatico pode ser dividido em Talassociclo e Liminociclo, que
constituem o conjunto de ecossistemas marinhos e de agua doce,
respectivamente. Os organismos aquaticos pertencem aos dois ecossistemas
séo divididos de acordo com a capacidade de deslocamento em trés categorias:
plancton, nécton e bento (MAIER et al., 2009).

O termo plancton é originado do grego (planktén) sendo constituidos por
animais, protistas que ndo apresentam movimento capaz de vencer as
correntes maritimas. Estes podem ser divididos de acordo com as suas
dimensdes, como mostra a figura 1, em picoplancton (0,2 a 2 um) representado
pelas letras A e B nanoplancton (2 a 20pum) em C, microplancton (20 a 200 pm)
em D, e mesoplacton (200 a 1000um) em E (RE, 2005; MAIER et al.,2009).
Também existem outras divisdes do plancton baseadas em seu bi6topo,
distribuicdo vertical, duracdo da vida planctbnica e nutricdo. Em relagcdo ao
modo como estes microorganismos se alimentam, este pode ser dividido em
fitoplancton, que € autotréfico; plancton animal ou zooplancton; e o
bacterioplancton, ambos heterotréficos, sendo que existem os mixotroficos.
Esses quatro grupos juntos formam a comunidade planctonica (RE, 2005;
MAIER et al., 2009).

Microbial fraction

1000

| picoplankton nanoplankton microplankton mesoplankton

Size (um)
© Houlbreque F. & C. Ferrier-Pages, Biological Reviews, 2009, reprinted with permission.

Figura 1: Principais divisbes dos microorganismos que compdem o plancton.
Fonte: http://www.ipag.org.br/vb/content.php113-ALIMENTE-SEUS-CORAI
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O habitat nectbnico é a zona de transi¢cdo entre a coluna de 4gua e a parte
profunda. Nesta, hd& um aumento dos niveis de nutrientes e densidade de
microorganismos, e em termos de atividade dos seres que 0 ocupam € parecida
com a planctonica (MAIER et al., 2009). Ocorre alta atividade dos ciclos
biogeoquimicos, com alta ciclagem de nutrientes como carbono, enxofre e
nitrogénio. J& o habitat bentdnico esta localizado na zona profunda, associado
ao sedimento, apresentando predominio de animais e grandes concentracfes
de bactérias anaerébias (MAIER et al., 2009).

Em ambiente dulcicola, principalmente em lagos, existem outras subdivisdes, a
regido costeira, a regido limnética e a regido profunda. A regido costeira fica
junto & margem e apresenta grande quantidade de algas e plantas, sendo
considerada uma area produtiva devida a alta incidéncia de luz e nutrientes. A
regido limnética é aberta e afastada da borda, rica em fitoplancton, zooplancton
e peixes. Na regido profunda, ndo h& seres vivos fotossintetizantes; os seres
vivos desse local dependem de alimentos de outra regido, havendo presenca de
pouco oxigénio, e uma abundancia de bactérias anaerobias (MAIER et al.,
2009). Existe ainda outra subdivisdo que varia de acordo com a incidéncia de
luz solar, muito comum em lagos. Esta subdivisdo compreende trés grupos, o
epilimnio, termoclima e hipolimnio. O epilimnio é caracterizado pela alta
incidéncia de luz solar, com grande concentracdo de produtores primarios,
pouca variagdo de temperatura e alta concentragéo de nutrientes. O termoclima
€ uma regido intermediaria com grande variacdo de temperatura, com
ocorréncia da estratificagdo de agua e que recebe incidéncia de luz solar menor
quando comparada ao epilimnio. No hipolimnio, h& pouca ou quase auséncia de
luz, ficando proxima ao sedimento e apresentando pouco oxigénio e baixa
temperatura da agua (MAIER et al., 2009).

No ambiente aquético, o zooplancton e o fitoplancton sdo encontrados na
regido eufética, que é caracterizada por apresentar grande luminosidade,
chegando a até 80 metros de profundidade (RE, 2005). Neste ambiente é
realizada a maioria dos estudos sobre a influéncia dos virus nos ecossistemas
aquéticos, pois € na regido eufdtica que se encontram a maioria dos

hospedeiros dos virus (MAIER et al., 2009). Existe ainda a zona disfética, na
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qual a intensidade da luz é reduzida, chegando até 200 metros de profundidade.
Nela, as populacdes de organismos fotossintetizantes s&o reduzidas; ha um
aumento do tamanho dos animais e é nesta regido onde vive a maioria dos
peixes. A zona afdtica € uma regido totalmente escura que vai além dos 200
metros de profundidade, limitando a sobrevivéncia de herbivoros. Porém, sabe-
se que hd uma grande concentracdo de microorganismos como bactérias
anaerdbias e virus no sedimento (MILDDEBOE et al., 2004; RE, 2005; MAIER,
2009).

Diversos fatores favorecem a diferenca existentes entre os dois ambientes,
como salinidade, temperatura, pH, concentracdo de oxigénio dissolvido,
concentragdo total de nitrogénio, fosforo e carbono, profundidade, fluxo de
nutrientes, entre outros (PRADEEP RAM & SIME-NGANDO, 2010). Estes
fatores sdo importantes por afetarem as caracteristicas da populacdo
microbiana, e mesmo pequenas mudangas nestes fatores podem alterar toda a
dinamica do sistema (JACQUET et al., 2010).

2.2 VIRUS AQUATICOS

H& 20 anos, os estudos sobre a relagdo dos virus com ecossistemas aquéticos
comecaram a despertar interesse, devido a descoberta da grande quantidade
de virus existentes em um mililitro de agua. Diversos estudos foram feitos
visando a descoberta dos hospedeiros dos virus nos ecossistemas aquaticos
(FUHRMAN & SCHWALBACH, 2003). Hoje, ja se sabe que os virus em
ambientes aquaticos conseguem se multiplicar em animais e vegetais de todos
0Ss ecossistemas e sdo encontrados em maior quantidade no zooplancton e no
fitoplancton que se encontram na zona eufética (MIDDELBOE, 2006; PRADEEP
& SIME-NGANDO, 2010).

Os virus aquaticos, assim como 0s outros, Sd0 pequenos organismos sendo
qgque a maioria compreende entre 30 a 60 nandmetros (nm) de tamanho,
variando em media de 51-64 nm para sistemas marinho/estuarios e 51-89 nm
para sistemas dulcicolas (SIME-NGANDO & COLOMBET, 2009), embora
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existam virus gigantes de DNA (NCPLV). Apresentam estrutura biologica
simples, composta por DNA (4cido desoxirribonucléico) ou RNA (&cido
ribonucléico) e o tamanho do genoma varia de acordo com a familia. A forma
extracelular € conhecida como virion ou particula viral, que sdo particulas
infecciosas estaveis, de dificil desnaturacdo e resistentes & agdo de algumas

enzimas como nucleases e proteases (SAWSTROM, 2003).

Dentre os virus isolados no ambiente aquatico observa-se um predominio dos
bacteri6fagos em relacdo aos demais (SUTTLE, 2005). Dos fagos isolados do
dominio Bactéria, aproximadamente em nameros absolutos 96% pertencem a
ordem Caudovirales, porém esta porcentagem néo é valida para a riqueza de
espécies de virus neste ambiente (THURBER, 2009). Esses virus apresentam
capsideo ndo envelopado, com cabecga de simetria icosaédrica e a cauda
podendo ser contratil ou ndo. So virus de DNA de fita dupla, divididos em trés
familias a partir da diferenga do comprimento da cauda e sua capacidade de
contrai-la: Siphoviridae, Myoviridae e Podoviridae. Exemplares destas familias
podem ser vistos na Figura 2 (THURBER, 2009). A familia Siphoviridae
apresenta cauda longa e flexivel e ndo contréctil, com capsideo icosaédrico,
com aproximadamente 50 a 80 nm. Seu genoma ndo é segmentado e
apresenta aproximadamente 48.500 pares de Dbases e infectam
predominantemente o dominio Bactéria. S&o encontrados em lugares Umidos e
até hoje nao foi possivel perceber qualquer padrédo de distribuicdo biogeogréfico
(THURBER, 2009). A familia Myoviridae apresenta cauda de comprimento
médio e contratil, com aproximadamente 60 a 85 nm, capsideo icosaédrico com
50 a 110 nm de diametro, ndo apresentam genoma segmentado e este pode
variar de 36.000 a 170.000 nucleotideos (THURBER, 2009). Os Myovirus, em
sua maioria, realizam ciclo litico e apresentam um amplo espectro de
hospedeiros e genoma circular. Atualmente, estes virus parecem ser
dominantes no ambiente aquético. Infectam microorganismos dos dominios
Archaea e Bactéria. Em relacdo a distribuicAo geografica, os Myovirus séo
amplamente distribuidos e encontrados em grandes quantidades em &aguas
oligotréficas nos tropicos (JACQUET, 2010). Os virus da familia Podoviridae séo
pequenos, com cauda nao contrati e capsideo icosaédrico medindo

aproximadamente 20nm. Seu genoma completo varia de 40.000 a 42.000
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nucleotideos (SUTTLE, 2005; JACQUETE, 2010; ICTV, 2010). Os podovirus ja
apresentam um numero de hospedeiro mais restrito a bactérias do género
gram- negativas, quando comparado aos virus pertencentes as familias
Myoviridae e os Siphoviridae. Em relacdo a distribuicdo geografica, os
Podovirus sdo encontrados com maior freqiéncia em regifes temperadas,
como na Costa do Canadé e nos Estados Unidos (SUTTLE, 2005).

Myoviridae T4-like phages Siphoviridae i-like phages Podoviridae T7-like phages

]

7\&&\ %

(e.g., Enterobacteria phage T4) (e.g., Enterobacteria phage 1) (e.g., Enterobacteria phage T7)

Current Opinion in Microbiology

Figura 2: Desenho esquematico dos fagos de DNA de fita dupla mais comumente encontrados
no ambiente aquaticos pertencentes a Ordem Caudovirales.
Fonte: THURBER, 2009.

Na Tabela 1 estdo apresentados alguns virus que ndo pertencem a Ordem
Caudovirales, mas estdo presentes em ambientes aquaticos. A maioria infecta o
fitoplancton, com excecdo dos virus Ectocarpus siliculosus, Acanthamoeba
polyphaga mimivirus e Virus da sindrome White spot, que infectam algas
pardas, protistas de alga doce e camardo do género Penaied, respectivamente.
O material genético de todos estes virus é composto por DNA e o genoma varia
muito em relagdo ao tamanho podendo apresentar de 8.600 a 1.181404 pares
de bases. Estes virus aquaticos séo encontrados com menor freqiéncia quando

comparados aos pertencentes a ordem Caudovirales (SUTTLE, 2005).
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Tabelal: Virus encontrados nos ecossistemas aquaticos, que ndo pertencem a ordem
Caudovirales.

Virus Familia Acido Tamanho do genoma
nucléico (bp)
Chaetoceros salsugineum - ssDNA/dsDNA 6.005 ssDNA
997 dsDNA
Emiliania huxleyi virus Phycodnaviridae dsDNA 407.339
Heterosigma akashiwo RNA Marbaviridae ssRNA 8.600
Micromonas pusilla Reoviridae dsDNA 26.00 em 11 segmentos
Ectocarpus siliculosus virus Phycodnaviridae dsDNA 335.593
Acanthamoeba polyphaga Mimiviridae dsDNA 1.181.404
mimivirus
White spot syndrome virus Nimaviridae dsDNA 305.107

Fonte: Adaptado de Suttle (2005).

O ambiente dulcicola apresenta uma concentracdo maior de virus do que o
marinho (PEARCE &WILSON, 2003). Nos dois tipos de ambiente, os virus
realizam atividades semelhantes. Todavia, em relacdo a diversidade de
espécies, existem pequenas diferengas na populacao viral. Um estudo realizado
por Demuth e colaboradores (1993) no Lago Plubee na Alemanha, avaliou a
diversidades de fagos presentes neste ecossistema através da morfologia dos
mesmos. Os resultados demonstraram uma grande quantidade fagos que eram
distintos morfologicamente, e que pertenciam as familias Siphoviridae,
Myoviridae e Podoviridae (DEMUTH & WITZEL, 1993).

Os virus que infectam o fitoplancton também apresentam grande diversidade. A
maioria deles pertence a familia Phycodnaviridae que é composta de seis
géneros: Chlorovirus, Coccolithovirus, Phaeovirus, Prasinovirus, Prymnexovirus
e Raphidovirus. Virus desta familia infectam algas dos ambientes dulcicola e
marinho. Estes virus apresentam formato poliédrico, ndo sao envelopados, com
100 a 220 nandmetros (nm) de diametro, e possuem DNA de fita dupla variando
de 100 a 560 Kpb. Um dos primeiros a ser isolado foi o virus Emiliania huxleyi
(EhV) em 1999, em um lago do Reino Unido. Estes virus infectam algas da
espécie Emiliania huxleyi, induzindo ao fendbmeno de flora¢des. Na figura 3 ha
uma micrografia eletrdnica de transmissé@o do virus Emiliania huxleyi (EhV), as
setas indicam o capsideo deste virus (SHROEDER et al, 2002).
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Figura 3: Micrografia eletrdnica de transmissdo de uma cultura de Emiliania huxley, as setas
indicam o capsideo do virus Emiliania huxleyi.
Fonte: Schroeder et al, (2002).

Existem outros virus aquaticos que ndo sao tdo frequentes, mas de grande
importancia para o ecossistema marinho. Um deles é virus Chaetoceros
salsugineum de inclusdo nuclear (CsNIV), os quais infectam diatomaceas do
género Chaetoceros, além de outras algas eucarioticas, bactérias heterotroficas,
protistas heterotroficos, e cianobactérias (PARK et al, 2009). E um virus
considerado pequeno, apresenta genoma de ssDNA circular com
aproximadamente 6005 nucleotideos e um segmento linear de 997
nucleotideos, com 38 nm didametro e simetria icosaédrica, e ainda na apresenta
familia e género conhecidos. Estima-se que a cada lise celular gerada por este
virus, sao eliminadas 325 unidades infecciosas (NAGASAKI et al. 2005).

2.3 MULTIPLICACAO VIRAL EM AMBIENTES AQUATICOS

Os virus podem apresentar duas maneiras diferentes de realizar a multiplica¢ao.
Esta pode ser através do ciclo litico e do ciclo lisogénico ou temperado, os quais

se iniciam com a adsor¢ao ou fixagdo dos virus em células hospedeiras como
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pode ser visto na figura 4 (SAWSTROM, 2003). Durante a etapa de adsorcéo,
como mostra a figura 4, as glicoproteinas virais se ligam aos receptores
celulares presentes na ceélula hospedeira, sendo uma relagédo especifica entre
os virus e seus hospedeiros (SAWSTROM, 2003). Os virus utilizam o material
genético da célula hospedeira para promover a sua replicagdo. Ao final deste
processo, podera ocorrer um dos dois tipos de ciclos o ciclo litico, no qual as
células hospedeiras sdo destruidas com liberagdo de novos virus para o
ambiente externo, sendo capazes de infectar novas células hospedeiras; o ciclo
o lisogénico, no qual o genoma viral é mantido como profago, que fica na célula
hospedeira por um periodo indeterminado (periodo de laténcia), podendo ou
ndo acontecer a lise destas células (SAWSTROM, 2003; BRUSSAARD, 2004;
JACQUET et al.,, 2010; MAURICE et al.,, 2010); os virus recém formados
também podem sair da célula hospedeira por um processo de brotamento sem
a ruptura da mesma, mas este processo ocorre em uma frequéncia baixa nos
ecossistemas aquaticos (HOFER & SOMMAGURA, 2001; WEIBAUER, 2004;
PERSONNIC et al., 2009; JACQUET et al., 2010).
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Figura 4: Representacdo esquematica dos trés tipos de ciclos virais que podem ocorrer no

ambiente aquatico.
Fonte: Weibauer, 2004.
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Os ciclos liticos e lisogénicos sdo considerados como estratégias de grande
importancia ecoldgica. Essas estratégias de vida viral sdo influenciadas e
influenciam diversos fatores como a interagdo entre o0s virus e seus
hospedeiros, transferéncia de genes, diversidade de procariotos e por fatores
externos como mudan¢a na temperatura da agua, na producdo primaria
bacteriana, na disponibilidade de nutrientes e no estado tréfico do sistema
(MIDDELBOE, 2008; MAURICE et al., 2010). Ademais, outro fator que influencia
a infeccdo viral de ambientes aquéticos € a concentragdo de hospedeiros.
Como os virus e a maioria dos organismos que compdem o fitoplancton e
zooplancton ndo apresentam aparelho locomotor, a infecgdo viral acontece de
modo ocasional, ou seja, ela é dependente do movimento das aguas para que
exista o encontro entre particula viral e hospedeiro especifico. Desse modo,
locais com maior concentragéo de hospedeiros favorecem a infecgéo viral (MEI

& DENOVARO, 2004; JACQUET et al., 2010).

As vantagens do ciclo lisogénico para os bacteri6fagos e outros virus séo
muitas, pois permitem que o0s virus consigam sobreviver em periodos e
situacdes dificeis, onde ha baixa densidade de hospedeiros. No entanto, este
fato sozinho n&o pode explicar a influéncia positiva do ciclo lisogénico. O
profago também pode conferir novas propriedades as células do hospedeiro,
incluindo o aumento do grau de imunidade contra novas infec¢des virais ou
super infeccdo por fagos homdlogos, “fitness” de reprodugdo aumentada ou
aquisicdo de novas fungOes codificadas pelo genoma do profago (conversao
fagica) (WEINBAUER, 2004). A abundancia de células lisogénicas pode afetar a
diversidade microbiana, devido a aquisicdo de imunidade contra o ataque viral,
mas também devido a aquisicAo de novas caracteristicas metabdlicas,
morfolégicas ou imunogénicas de interagdo com o profago no genoma
bacteriano (JACQUET et al.,, 2010). Tem sido proposto que os profagos
reprimem ndo somente a expressdo dos genes liticos, mas também genes de
processos metabdlicos desnecessarios aos hospedeiros em condigbes
desfavoraveis do meio em que estdo inseridos. Tal economia metabdlica
permite aos hospedeiros sobreviverem em condi¢des desfavoraveis, até que as

condigbes ambientais sejam novamente favoraveis ao crescimento. Assim, 0s

23



profagos sé@o considerados bombas reldgio moleculares que podem provocar a
mortalidade do hospedeiro, bem como servem de chave para a sobrevivéncia

de bactérias em condi¢ges desfavoraveis (FILIPPINI et al., 2007).

Em lagos de &gua doce, acredita-se que ha um predominio do ciclo lisogénico.
E dentre os fatores determinantes da escolha da estratégia viral utilizada neste
ambiente € o estado fisiolégico do hospedeiro (MAURICE et al., 2010). Quando
h&d uma diminuicdo na populagdo bacteriana, devido a falta de nutrientes,
principalmente fosfato inorgénico, e temperatura acima de 19°C, os virus que
estdo em ciclo lisogénico apresentam vantagens em relagéo aos demais, pois
devido ao fato do profago estar inserido dentro do genoma, este permanecera
integrado até que exista uma situagdo que leve o virus a entrar em ciclo litico
(MAURICE al et., 2010).

No ciclo litico e lisogénico pode acontecer a transferéncia de genes entre os
organismos. Esta ocorre de forma direta por transformagéo e/ou de forma
indireta por transdugdo. A transformagdo consiste na assimilagdo e
incorporagd@o de DNA livre por células procariotas. Em sistemas marinhos, Jiang
& Paul (1995) estimaram que 17 a 30% do DNA livre resultam da lise viral,
sugerindo que a acéo do ciclo litico pode ser uma das maiores fontes de DNA
livre neste ambiente. Na transducdo, o material genético bacteriano pode ser
englobado pelo virus tanto no ciclo lisogénico quanto no litico e este é
transferido para a célula receptora durante o novo ciclo de infecgdo viral
(OHINISHI et al., 2001).

Mas até hoje ndo existe um consenso a respeito da importancia dos ciclos de
replicacdo no ambiente aquatico. Parece que na maior parte dos ambientes
aquéticos h4 um predominio do ciclo litico. O nimero de virions produzidos
durante o ciclo litico depende da taxa pela qual o genoma viral se multiplica com
o intuito de formar novas cOpias virais em uma Unica célula hospedeira;
enquanto que o numero de fagos produzidos durante o ciclo lisogénico depende
completamente da taxa de crescimento da célula hospedeira. No entanto, os

virions, ao serem liberados para o meio, estdo sujeitos a uma taxa de perda
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devida a exposicdo a irradiagdo solar ou hidrélise enzimética, deste modo, a
produtividade viral dependera da probabilidade dos virus encontrarem um novo
hospedeiro, bem como da raz&o das particulas viaveis e defectivas (JACQUET
et al., 2010).

Enfim, os fatores que favorecem os mecanismos envolvidos na escolha entre o
ciclo litico e lisogénico permanecem pouco compreendidos, em parte, porque
faltam estudos extensivos a respeito do ciclo lisogénico em ambientes
aquéticos. S8o0 necessarios mais estudos sobre os efeitos das condi¢des

ambientais ou perturbacdes nas populacdes naturais de virus lisogénicos.

2.4 ABUNDANCIA DOS VIRUS AQUATICOS

O conceito de abundéancia viral est4 correlacionado com a dindmica da taxa de
producdo e o processo de decaimento, que estd diretamente correlacionado
com a produtividade do ecossistema aquatico. Em geral, as concentracdes
virais diminuem da regido costeira para o mar aberto, e da superficie para as
regibes profundas (MARANGER & BIRD, 1995). Mas ja se tem conhecimento
de que em alguns ambientes aquaticos sdo encontradas altas taxas virais em
regibes profundas, nos sedimentos marinhos e em ambiente dulcicola. Estes
dados sdo referentes aos bacteriofagos. Isto foi considerado novo, pois a
quantidade viral encontrada foi parecida com a coluna de agua, onde também
existe uma grande abundancia de virus (DANOVARO et al., 2008). Em lagoas
eutrofizadas onde existe maior concentragdo de matéria organica, o nimero de
particulas virais € maior quando comparado a um ambiente oligotréfico, no qual
a disponibilidade de recursos nutricionais é menor (MARANGER & BIRD, 1995).
Outro fator importante é que existe uma proporcdo de 10 vezes mais virus do
que bactérias no ambiente aquético. Christin S&wstrom (2003) realizou um
levantamento de varios estudos em épocas e localidades diferentes,
demonstrando esta correlacéo de 10 para 1 (Tabela 2). Ao analisar a média de
virus e bactérias por ml em ambientes marinhos e dulcicolas, foi observado que

a abundancia viral e bacteriana € maior em ambientes dulcicolas (HELDAL &
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BRATBAK, 1991; MEI & DENOVARO, 2004; MIDDELBOE, 2006; JACQUET et

al., 2010).

Tabela 2: Abundancia de virus e bactérias em ambientes marinhos e dulcicolas

Localizagdo

Ambiente marinho
Baia de Chesapeake
Korsffjorden
Oeste de Raunwfjorden,
Norway Atlanctico Norte
Mar Barents
Angra da Califérnia do Sul USA
Golfo de Bothnia, Suécia
Mar do Artico , Canada Artico

Baia Tampa Florida, EUA no
Verdo
Baia Tampa Florida, EUA no
Inverno
Mar de Chukchi, estreito Bering
de
Pacifico Norte, zona Sub Artica

Mar Mediterraneo
Média em aguas marinhas
Ambiente dulcicola

22 Lagos de agua doce em
Quebec, Canada
Lagos Constance, Alemanha

4 Lagos em, Taylor Valley,
Antartica
Lago Plubsee, Alemanha, regido
oeste
Lago Erie

Lago superior

10 Lagos de agua doce na llha
Singy, Antartica
5 Lagos de agua doce e 4 lagos
de agua salina em Vestfold Hill,
regido leste da Antartica

Lago Gossenkoéllesee, Austria

Media de ambientes dulcicolas

Virus Bactéria
(X10° mlIY (X10° mlIY
10.1 3.2
6.1 1.1
9.9 0.2
14.9 0.3
0.06 0.02

1.1-1.14 :
17.5-52.2 :
9-130 0.15-10
20 5.6
4.8 1.8
2.5-36 0.21-2.1
0.06 - 3.8 0.04 -0.94
5-30 _
8-25 1-3
41 - 250 0.023-14
10 - 40 _
4.2-335 1.3-43
13-43 46-77
37-379 1.8-4.6
15-9.2 1.2-18.3
49-31 16-7.6
1.01-4.6 :
0.02-4.6 _
13-92 2-9

Referéncia bibliografica

Bergh et al., (19890
Bergh et. al., (1989)
Bergh et. al., (1989)
Bergh et. al., (1989)
Bergh et. al., (1989)
Cochlam et al., (1993)
Cochlam et al., (1993)
Maranger et al., (1994)
Jiang & Paul , (1994)

Jiang & Paul , (1994)
Steward et al., (1996)

Hara et al., (1996)
Guixa-Boixereu et al., (1999)

Maranger & Bird, (1995)

Hennes & Simon, (1995)
Kepner, & Wharton, (1998)

Weinbauer & Hofle, (1998)

Wilhelm & Smith, (2000)
Tapper and Hicks, (1998)
Wilson et al., ( 2000)

Laybourn-Parry et al., (2001)

Hofer & Sommaruga, (2001)

Fonte: Modificado de Sawstrom (2003).
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Estimativas recentes da abundancia de virus em agua do mar (10°/ml em aguas
profundas e 10%/ml em aguas costeiras produtivas) tem sido extrapoladas para
predizer a quantidade total de particulas virais (SUTTLE, 2005). Considerando
que os oceanos contenham um total de aproximadamente 4 x 10% particulas
virais e os virus sdo responséveis pela liberacdo de 0,37 a 0,63 Gt de carbono
por ano nos oceanos. Este carbono liberado por 35% do metabolismo dos

procariotos presentes no assoalho oceanico (DANOVARO et al, 2008)

Em ecossistemas dulcicolas e marinhos, a taxa de producéo viral € uma medida
importante que indica como esta a atividade da comunidade do virionplancton.
Na tabela 3 estdo indicadas algumas técnicas utilizadas para medir a taxa de
producdo viral. Os dados mostram que a producéo viral é relativamente alta,
mesmo no sedimento, onde ha um predominio de bactérias anaerdbias. Mei e
Denovaro (2004) realizaram uma investigacdo de virus bentbnicos em
localidades diferentes e observaram que h& grande numero de virus na
superficie dos sedimentos aquaticos. Estes sedimentos podem ser
considerados como reservatorios virais. Os resultados encontrados por estes
autores indicam que a média da producdo viral € maior na parte superior do
sedimento quando comparada com as outras regides dos ambientes marinhos e
dulcicolas. Ao analisar as médias da producdo viral nos diferentes
ecossistemas, conclui-se que os sedimentos marinhos apresentam a maior
produc&o viral, 1,06 X 10%virus ml™* h ™. Ao comparar a camada mais profunda
do sedimento marinho com a superficie do mesmo, observa-se uma diminui¢do
de quase 10 vezes na producdo viral. Os valores encontrados entre sedimento
marinho e dulcicola apresentam uma pequena variagéo 1,06 X 10% e 7,7 X 10’
respectivamente. Ao analisar as médias entre aguas marinhas (1,44 X 10°% e
dulcicolas (9,35 X 10°) observa-se uma maior producéo viral nos sedimentos de
ambientes marinhos (MEI & DENOVARO, 2004).
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Tabela 3: Comparagdo da producgdo viral em agua marinha, 4gua doce e
sedimentos em localizacdes diferentes

Tipo de ambiente e localizacdo

Método utilizado

Producéo viral
(virus mI* h™

Agua marinha

Costa do Sul da Califérnia Incorporacdo de *P;ao DNA viral 3.67 X 10°
Préximo da Costa do Sul, Califérnia Incorporacdo de *P;ao DNA viral 7.50 X 10°
Afastado da Costa do Sul Califérnia Incorporacdo de *P;ao DNA viral 2.07 X 10°

Santa Monica, Califérnia Incorporacdo de *P;ao DNA viral 1.70 X 10°
Santa Monica, Califérnia Incorporacdo de **P;ao DNA viral 1.04 X 10°
Ilha de Santa Catarina Marcador fluorescente 3.85 X 10°
Canal de Sao Pedro Marcador fluorescente 4.22X 10°
Afastado da estacao Marcador fluorescente 1.54 X 10°
Playa Del Rey Jetty Marcador fluorescente 1.17 X 10°
Baia de Moreton, Autralia Técnica de diluicdo 8.50 X 10°
Mar Coral, Australia Técnica de diluicdo <0.001 X 10°
Passagem Descoberta, Canada Técnica de diluicdo 3.95 X 10°
Estreito de Georgia, Canada Técnica de diluicdo 9.70 X 10°
Mar de Chukchi/Mar Bering H-Tdr dentro do DNA bacterioéfago 9.81 X 10°
Alasca
Baia de Masan, Corea Producdo bacteriana x lise 5.46 X 10°
Mar do leste, Corea Producao bacteriana x lise 2.94 X 10°
Noroeste do mar Mediterraneo Producao bacteriana x FIC/ 100) X lise 3.60 X 10°
Mar Baltico Producao bacteriana x FIC/ 100) X lise 4.94 X 10°
Media 1.44 X 10°
Sedimento marinho
Porto Ancora Técnica de diluicdo 1.60 X 10°
Sedimento da costa Adriatica Técnica de diluicdo 1.30 X 10°
Golfo de Thermaikos Técnica de diluicdo 5.90 X 10’
Golfo de Manfredonia (0-1 cm) Técnica de diluicdo 1.50 X 10’
Sul da Califérnia Técnica de diluicdo 2.83 X 10°
Baia de Niva, Dinamarca ( 0 -1.5 cm) ND
Média 1.06 X 10°
Camada de sedimento marinho
profunda
Golfo da Manfredonia (10-20 cm) Técnica de diluicdo 1.63X 10’
Golfo da Manfredonia (90 — 100 cm) Técnica de diluicdo 2.66 X 10’
Baia de Niva, Dinamarca (5 -7 cm) ND
Baia de Niva, Dinamarca (13 - 15 cm) ND
Média 2.15 X 10’
Ambiente dulcicola (dgua doce
Lago Constance, Alemanha Taxa de mortalidade X lise 5.42 X 10°
Lago plubBee, Norte da Alemanha Producdo bacterial lisada X lise 4.50 X 10°
Rio Brishane, Australia Técnica de diluicdo 2.07 X 10°
Média 9.35 X 10°
Sedimento dulcicola
Rio ensino Técnica de diluicdo 7.70 X 10’
Lago Oxbow ND
Média 1.44 X 10°

Fonte: Adaptado de MEI & DENOVARO (2004).
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25 VARIAGAO DA POPULAGAO VIRAL NOS ECOSSISTEMAS
AQUATICOS

Estudos sugerem que as alteragdes ambientais e mudancas sazonais podem
explicar as diferengas encontradas quando se reporta a variedade de espécies
e numero de particulas virais estudadas (MEI & DENOVARO, 2004). O impacto
causado pela comunidade microbiana € um parémetro essencial para fazer
calculos de medigdo em qualquer estudo aquatico e estes podem ser afetados
por fatores bitticos e abiéticos (FILIPPINI et al., 2007). O processo de remogao

Y

dos virus na coluna de agua pode ocorrer devido a ingestdo por flagelados

fagotroficos, & desintegracdo por particulas bioativas susceptiveis como

exoenzimas, proteases e nucleases e a radiagéo solar (SAWSTROM, 2003).

As populacdes dos microorganismos aquéaticos bem como os virus néo
permanecem constantes por todo o tempo, podendo variar na escala de minutos
a anos. Essa flutuac@o da populacéo viral esta correlacionada também com as
estacbes do ano. Tanto em ecossistemas marinho como dulcicola, foi
observado que durante as esta¢gdes da primavera e do verdo, ha um aumento
da populacéo viral e esta decai no periodo de outono e inverno (BORAS et al.,
2009; JACQUET et al., 2010). Esta sazonalidade pode ser explicada devido ao
fato de que durante o periodo da primavera, existe um aumento do fotoperiodo
e da temperatura da agua; isto resulta em maior atividade fotossintética, com
liberac&o de carbono orgéanico dissolvido favorecendo o crescimento bacteriano
e consequentemente a proliferagcdo viral (MAURIN et al., 1997). Filippini e
colaboradores (2007) realizaram um trabalho no lago Hallwil, localizado na
Suica, de caracteristica eutrofica e de regido temperada. Foram realizadas
coletas nos meses de fevereiro, maio, julho e outubro no ano de 2003, num total
12 amostras por estacdo. No verdo, as amostras foram coletadas mais vezes
em intervalo de 3 horas durante um dia. Ao analisar a abundéancia bacteriana e
viral foi observada uma variagéo destas duas comunidades. As concentragdes
de bactéria e virus presentes nas amostras coletadas neste experimento foram
altas no verdo e primavera, e baixas no periodo do outono e inverno. Foi
observada também uma correlacdo positiva do fitoplancton com as duas

comunidades estudadas. Quando o fotoperiodo e a temperatura aumentaram na
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primavera, a populagdo de fitoplancton aumentou e com isso, houve mais
disponibilidade de nutrientes favorecendo o crescimento bacteriano e viral. No
inverno, todas as comunidades apresentaram uma redug¢do. Outro estudo
realizado por Lymer e colaboradores (2008) também identificou esta relacdo em
mais lagos, porém com algumas modificacbes em relacdo aos dados
encontrados.  Esses estudos comprovam que a abundéncia viral esta
estreitamente correlacionada com a dos seus hospedeiros (bactéria e
fitoplancton). As bactérias e o fitoplancton s&o os organismos mais abundantes
no ecossistema aquatico. Procariotos, Bactérias e Archeas constituem 90% do
carbono biolégico encontrado no ecossistema aquatico. Considerando que 0s
virus séo parasitas celulares obrigatorios, este dado justifica a alta dependéncia
da abundancia dos virus com seus hospedeiros especificos inclusive do
dominio Bactéria (FILIPPINI et al., 2008).

A maioria dos trabalhos realiza as medi¢cbes dos parametros que indicam a
sazonalidade dos virus e bactérias em intervalos semanais ou mensais. Este
grande intervalo para cada coleta realizada pode n&o refletir a realidade da
variagcdo entre estas comunidades. Apesar de estudos com menor escala de
tempo serem ideais para avaliar estas mudancgas, eles sdo mais dispendiosos
guando comparados com 0s que realizam menos coletas num maior intervalo
de tempo (JACQUET et al. 2010; FILIPPINI et al., 2008).

Realizar estimativas sobre o modo como ocorre a infecgdo viral em ambiente
aquético ndo é facil, pois varios fatores estdo correlacionados, como a
especificidade das linhagens, que pode variar de espécie a género, embora
alguns virus tenham uma ampla gama de hospedeiros. A infeccdo depende
ainda da densidade populacional do hospedeiro, ou seja, a chance de infecgao
aumenta de acordo com o aumento da chance de contato, além de existir uma
grande e continua sazonalidade de espécies nos ecossistemas aquaticos
(FUHRMAN & SCHWALBACH, 2003, JACQUET, 2010).
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2.6 PAPEIS DOS VIRUS NO CONTROLE DAS COMUNIDADES DO
FITOPLANCTON E ZOOPLANCTON

As infecgBes virais causadas por virus de ciclo litico constituem um fator de
perda importante para todos os organismos celulares, sendo estes responsaveis
por aproximadamente 10 a 50% da mortalidade bacteriana na superficie da
dgua e em protistas que residem em ambientes extremos como aguas com
baixo teor de oxigénio, sendo consequentemente de fundamental importancia
para a ciclagem de nutrientes nestes ambientes (FUHRMAN, 1999; SUTLLE,
2005). Estima-se que aproximadamente 50% das bactérias marinhas possam
estar infectadas por algum tipo de bacteriéfago (HELDAL & BRATBAK, 1991;
WEINBAUER, 2004).

Os virus liticos podem destruir populacdes de microorganismos procariotos,
enquanto infeccbes lisogénicas representam interacbes  parasiticas
(WEINBAUER, 2004). A mortalidade de procariotos induzida por virus é
altamente variavel em relacao ao tempo e espaco, dependente especialmente
de caracteristicas do habitat, da abundancia do hospedeiro, e do estado
fisiologico do hospedeiro, além de serem considerado um dos maiores
reservatérios de diversidade genética no mundo. Como infecgbes virais sdo
dependentes da relagdo hospedeiro-especifico e da densidade populacional, é
amplamente aceito que infecgdes podem controlar a composicdo de
comunidades microbianas dominantes, pois a morte de um determinado grupo
de bactérias dominantes gerada pelos virus pode favorecer outro grupo de
bactérias que ndo conseguiriam estabelecer uma comunidade no mesmo
ecossistema, facilitando assim a coexisténcia de espécies que ndo sdo tdo
competitivas (WEINBAUER, 2004; FILIPPINI et al., 2007). Os virus podem
adotar duas estratégias na ecologia de ecossistemas aquaticos, conhecidas
como K estrategistas e R estrategistas (SAWSTROM, 2003).

Na ecologia, as espécies podem ser divididas de acordo com a sua capacidade
reprodutiva, sendo diretamente influenciada por fatores ambientais. As espécies
denominadas R estrategistas apresentam alto potencial bidtico e tendem a ser

selecionadas em ambientes que n&o s&o densamente habitados ou em
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ambientes sujeitos a perturbacdes periddicas. Essas espécies sdo consideradas
como bons pioneiros e conseguem explorar 0s recursos rapidamente,
apresentando crescimento rapido e maior elasticidade em relacdo as
perturbacdes ambientais. Ja as espécies K estrategistas crescem mais
lentamente, dividindo a energia em favor da manutencgéo da sua vida e de uma
capacidade competitiva melhor. Estas espécies apresentam melhor
desempenho em ambientes com fatores fisicos estaveis, tendo crescimento
mais lento e menos eldstico em relacdo as perturbagdes ambientais
(RICKLEFS, 2003).

Na dindmica populacional dos virus de ecossistema aquatico também foram
observados os dois tipos de comportamento de R e K estrategistas. Os virus
apresentam um comportamento estrategista em termos ecolégicos que varia de
acordo com o género. Os virus do género Myovirus conseguem infectar varios
tipos de hospedeiros, apresentando assim maior vantagem para aumentar sua
populacdo, sendo denominados de R estrategistas, ou seja, conseguem formar
uma geragdo em um pequeno intervalo de tempo com alta taxa reprodutiva. Em
contraste, virus do género Siphovirus podem integrar seu genoma aos de
células hospedeiras, coordenando sua taxa de replicacdo a do hospedeiro, até
que o ambiente favoreca o ciclo litico. Esta informagdo sugere que os
Shiphovirus séo K estrategistas, ou seja, gastam muito tempo para formar uma

geragao com baixa taxa reprodutiva (SUTTLE, 2005).

2.7 TRANSFERENCIA HORIZONTAL DE GENES REALIZADA PELOS VIRUS
NO ECOSSISTEMA AQUATICO

Através do desenvolvimento de técnicas moleculares, como sequenciamento de
genes, foi possivel observar que os virus de ecossistema aquaticos
apresentavam semelhancas com virus de ambientes terrestres, bem como de

algas e bactérias do ambiente aquético.

Estudos de biblioteca genémica a partir de amostras de fezes humanas, aguas

oceanicas e sedimentos marinhos tem sugerido a presengca de
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aproximadamente 1.000 gendtipos virais em fezes humanas, 5.000 para 200
litros de agua do mar e até 10* a 10° em i Kg de sedimento marinho. A grande
maioria destas sequéncias difere daquelas provenientes de virus cultiviveis.
(EDWARDS & ROLIWER, 2005 FILIPPINI et al., 2007).

Os primeiros bacteri6fagos marinhos sequenciados foram isolados das espécies
bacterianas Roseobacter, Vibrio parahaemolyticus e Snechiciccus sp. Os
resultados obtidos sugerem que estes virus apresentam semelhancas com os
do ambiente terrestre, porém a maioria dos genes putativos ndo apresentou
similaridade significativa com o banco de dados ja existente, indicando serem
de espécies diferentes (SUTTLE, 2005).

Através do estudo da andlise gendmica, foi possivel observar que existe a
transferéncia horizontal entre os virus e seus hospedeiros. Um exemplo disso
seria a presenca de genes especificos da maquinaria fotossintética, em alguns
virus aquaticos as proteinas D1 e D2, que estdo presentes em cianobactérias,
foram encontradas em cianofagos juntamente com os genes homologos psbA e
psbD que codificam componentes da fotossintese. Esses genes necessitam da
presenca de proteinas D1 e D2 para realizarem a fotossintese em
cianobacterias e ja foram encontrados também em alguns virus (JACQUET,
20210). Pelo menos um desses genes, psbA ou psbD, dentre outros, foram
descritos ocorrendo em bacteriéfagos que infectam os géneros Synechococcus
e Protchlorococcus. Estes géneros séo considerados os mais cosmopolitas do
fitoplancton, sendo os mais comumente estudados em termos de infecgao viral
(FELDER, 2009). A presenca desses dois genes em cianofagos parece ser
generalizada. Em um estudo realizado por Millard e colaboradores (2004), foram
isolados e identificados 68 fagos pertencentes ao género Myovirus na regido do
Mar Vermelho, destes 37 eram portadores do gene psbA, representando 54%
da populacéo estudada (MILLARD et al, 2004).

Segundo Hambly & Suttle (2005), os genes responsaveis pela fotossintese de
cianofagos tem sua prépria origem evolucionaria, sendo que o gene psbA de
bacteri6fagos forma um grupo monofilético distinto. Este exemplo demonstra

que os virus agregam os genes do seu hospedeiro e os passam para a sua
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progénie viral, contribuindo para o aumento da variabilidade genética (HAMBLY
& SUTTLE, 2005).

H& uma grande variagdo no tamanho do genoma de virus de DNA, este fato ja
foi observado para virus que infectam procariotos como bacteriéfagos com 30
Kb até 670 kb, bem como em virus que infectam animais variando em relagéo
ao tamanho como Poliomavirus, pertencente a familia Papovaviridae (5 Kb) e o
Poxvirus pertencente a familia Poxviridae (360 Kb), bem como virus grandes de
DNA que infectam o plancton eucariético como Mimivirus (Acanthamoeba
polyphaga virus) com genoma de 1,2 Mb e o Emiliania Huxleyi virus 86 (407
Kb).

H& uma grande variacdo no tamanho do genoma de virus de DNA. Este fato ja
foi observado para virus que infectam procariotos como bacteriéfagos, cujos
genomas variam de 30 Kb até 670 kb. De forma similar, virus que infectam
animais tambpem apresentam tal variagdo: , enquanto os Poliomavirus,
pertencentes a familia Papovaviridae apresentam genoma de 5 Kb, os Poxvirus
apresentam genomas de 360 Kb. Os virus grandes de DNA que infectam o
plancton eucariético como mimivirus (Acanthamoeba polyphaga Mimivirus) com
genoma de 1,2 Mb e o Emiliania Huxleyi virus 86 (407 Kb) também apresentam

uma grande variagdo em relagéo ao tamanho do seu genoma.

Acredita-se que esta variacdo de tamanho entre virus de DNA pode acontecer
devido a transferéncia horizontal de genes entre os virus e seus hospedeiros
(MONIER, et al. 2007). Os “virus grandes” geralmente realizam a sua replicagdo
no citoplasma, ou entdo iniciam no ndcleo da célula hospedeira terminando no
citoplasma. Isto é possivel uma vez que eles carregam a maior parte dos genes
necessarios para replicacdo do DNA, metabolismo e transcricdo (FILEE et al,
2006). Até hoje ndo se tem muito conhecimento a respeito da origem destes
virus, mas quase todos o0s virus gigantes carregam genes homologos de
bactérias, archaea e eucariotos (FILEE, et al, 2006). A incorporacdo de genes
de bactérias por virus gigantes pode ocorrer de duas formas, uma pelo

mecanismo de recombinagdo e outra através de evolugdo simpétrica, onde
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ocorre a transferéncia lateral de genes entre virus e bactérias (FILEE et al,
2006).

Virus como Acanthamoeba polyphaga Mimivirus carregam e transportam genes
de bactérias humanas como Legionella sp dentre outros tipos de bactérias, que
servem de alimento para as amebas, que sdo os organismos hospedeiros
destes virus. Entretanto, virus da familia Phycodnaviridae, que infectam algas
do género Chorella, e vivem em simbiose com a espécie de Paramecium
brusaria presente em &gua doce, tem o habito de alimentar de bactérias
presentes no ambiente aquatico. Em situacdes de escassez de nutrientes o
Paramecium brusaria pode se alimentar de algas do género Chorella. Desta
forma, bactérias, algas e virus estariam localizados dentro do fagossoma do
Paramecium facilitando assim a transferéncia de genes entre eles. Em termos
de combinagdo génica, j& se tem conhecimento de que virus como poxvirus
dentre outros conseguem recombinar seu DNA com o de outros organismos
(FILEE et al, 2006)

Um estudo realizado por Monier e colaboradores (2007), avaliou virus de DNA
de dupla fita com tamanho superior a 150 Kb, que podem ser encontrados em
vérios tipos de familia como Asfarviridae, Poxviridae, Phycodnaviridae,
Iridoviridae, Mimiviridae, bem como Herpesvirus, Baculovirus, e Nimavirus.
Neste estudo foram analisados 67 genomas de virus. Foi realizada uma
comparacdo dos nucleotideos do genoma viral com a dos seus hospedeiros.
Posteriormente foi feita uma analise dos componentes andémalos (CA) nos
genomas virais, com o intuito de verificar a existéncia de alguma correlagdo
com a assimetria da fita, uma possivel relacdo de propor¢cdo na composicao,
bem como descrever suas propriedades funcionais e fisicas, alem de investigar
uma origem dos genes CA exdgenos através da reconstru¢cdo da arvore
filogenética. Ao final do estudo, Monier e colaboradores concluiram que dentre
0os ‘“virus gigantes” estudados, analisados a partir da composicdo dos
nucleotideos e da construcdo da arvore filogenética, ndo houve uma correla¢éo

entre a transferéncia horizontal de genes e entre os virus e seus hospedeiros,
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gue explicasse o tamanho do seu genoma. No entanto,foi encontrado uma

grande proporcéo de genes andmalos (MONIER et al, 2007).

A analise do genoma do - Acanthamoeba polyphaga Mimivirus, demonstrou
uma correlagdo pequena entre 0s seus genes e genes homodlogos de
eucariotos, por exemplo espécies de amebas que sao hospedeiras destes virus.
Esta informag&o contradiz a idéia de que haveria uma grande transferéncia de
genes horizontais entre virus gigantes e seus hospedeiros, sendo uma das
hipéteses existentes (MONIER et al, 2007).

Em um outro trabalho, Moreira e Brochier-Armanet (2008), demonstraram uma
outra hipétese, na qual a maioria dos genes adquiridos pelos mimivirus seria por
transferéncia horizontal de genes. Para comprovar esta hipétese eles realizaram
um estudo filogenético do virus Acanthamoeba polyphaga Mimivirus,
comparando com genomas de organismos procariotos e eucariotos baseados
nas descobertas de trabalhos anteriores de que este virus apresentava ORFs
homoélogas a procariotos e eucariotos. Foi encontrada uma Unica ORF de
origem archaea, a DNA polimerase MILI_R470, e seis ORFs MIMI_L436,
MIMI_L153, MIMI_R836, MIMI_R852, MIMI_R853 e MIMI_R855, séao
exclusivamente compartiihadas com bactérias, que provavelmente foram
adquiridos por transferéncia horizontal de genes (MOREIRA & BROCHIER-
ARMANET, 2008).

A arvore filogenética criada por Moreira e Brochier-Armanet (2008) mostrou que
varias ORFs de Mimivirus estdo correlacionados com correspondentes
homoélogos de espécies de bactérias que sdo habitantes tipicos de amebas
como MIMI_L498 relacionada com Legionella pneumophila e MIMI_R877
relacionada com Campylobacter spp, que estdo presentes em amebas do
género Acantamoeba. Estes dados demonstram que existe uma troca de genes
entre bactérias e virus que coexistem dentro de uma mesma ameba (MOREIRA
& BROCHIER-ARMANET, 2008).
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Em relagdo aos eucariotos, a maioria de ORFs encontradas foram semelhantes
a amebas de espécies diferentes. De acordo com a arvore filogenética criada
por Moreira e Brochier-Armanet, cerca de 10% das ORFs adquiridas pelos
mimivirus s&o adquiridos de amebas, provavelmente por transferéncia
horizontal de genes (MOREIRA & BROCHIER-ARMANET, 2008). Além disso,
0S mimivirus que infectam amebas podem coexistir com uma variedade de
outros parasitas, dentre eles as bactérias. E acredita-se que a maioria dos
genes adquiridos por estes virus, seja a partir da transferéncia horizontal de
genes que ocorre dentro da ameba (MOREIRA & BROCHIER-ARMANET,
2008).

Por ser um tema recente, a transferéncia horizontal e lateral de genes parece
ser a forma mais comum, na qual ocorre a agregagcédo de novos genes aos Virus,

impulsionada pela evolucdo simpétrica de virus, bactérias e amebas.

2.8 VIRUS E CICLAGEM DE NUTRIENTES NO ECOSSISTEMA MARINHO

Os virus influenciam os ciclos geoquimicos por pelo menos dois mecanismos:
primeiro, o ciclo litico viral pode reduzir o tamanho e a atividade fisiologica de
procariotos que catalisam etapas iniciais na ciclagem de carbono (C), nitrogénio
(N), fosforo (P) e enxofre (S) e outros elementos; segundo, por meio da via de
loop viral, pelo qual os nutrientes podem ser movidos do pool de nutrientes
celulares para o pool de matéria particulada e nutrientes envolvidos
(SAWSTROM, 2003). Na visdo classica da dinamica trofica, o fitoplancton
microbiano é predado pelo zooplancton, que serve como alimento para os

carnivoros da teia alimentar como mostrado na Figura 5.

37



5. -
Peixes ou <:| Bactéria
zooplancton

3 1 P

Matéria Matéria organica
inorganica dissolvida (MOD)

dissolvida

Herbivoros/ 0.

Sedimento <:| Fitoplancton

Figura 5: Diagrama demonstrando o impacto dos bacteriofagos na ciclagem de nutrientes e
carbono no ecossistema marinho. As setas em cinza e branco ilustram o fluxo de carbono e
matéria inorganica, respectivamente. (1) 5 a 40% da producéo bacteriana, (2) 2 a 10% producao
primaria perdida pela lise viral, (3) a lise viral contribui em geral com 10 a 40% do fornecimento
de carbono. (4) baixa quantidade de carbono, nitrogénio e fdésforo disponivel na matéria
organica, quando comparada o contetdo liberado pela lise viral. (5) a liberacdo do carbono
provido das bactérias para os protozoarios herbivoros é afetada pela atividade viral. (6) efeito
negativo gerado para os consumidores primarios, pela remineralizacdo de nutrientes inorganicos
como resultado da atividade viral.

Fonte: MIDDELBOE, 2008.

O conceito de loop microbiano foi proposto em 1983 por Azam, e somente na
década de 90, os virus foram incluidos neste processo (AZAM et al.,1983).
Estima-se que aproximadamente 5 a 40% da producdo de matéria organica
dissolvida sdo gerados devido ao ciclo litico realizado pelos virus (SAWSTROM,
2003; MIDDELBOE, 2008; JACQUET, 2010).

A lise bacteriana gerada pelos virus libera um material rico em nitrogénio,
carbono e fésforo que sé@o aproveitados pelas bactérias nédo infectadas. Sendo
assim, este mecanismo pode ser considerado a chave para suprir o carbono de
bactérias heterotroficas no ambiente aquético. A Figura 5 mostra um diagrama
gue explica a dinamica deste processo. As setas em cinza indicam o fluxo de
energia do carbono e as setas em branco indicam o fluxo da matéria inorganica.

Os nuameros 1 e 2 indicam a lise provocada pelos virus em bactérias e
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fitoplancton, que libera matéria organica para o meio. A seta 3 indica que 10 a
40% do carbono do meio provém desta lise viral. A seta 4 indica que bactérias,
fitoplancton e outros grupos de animais e microorganismos aproveitam a
matéria inorganica dissolvida liberada durante a lise viral. A seta 5 indica que a
disponibilidade de carbono para os protozoarios que sdo predadores de
bactérias é diminuida pela atividade da lise viral. A seta 6 indica que a lise viral
gera remineralizagdo do componentes inorganicos, estimulando a produgéo
priméria e diminuicdo de nutrientes para os outros niveis troficos. Esta via
ainda néo é bem conhecida (MIDDELBOE, 2008).

Em ambientes dulcicolas eutréficos, os bacteriéfagos sdo os principais
responsaveis pela mortalidade bacteriana, a qual favorece a ciclagem de
nutrientes. J& em ambientes oligotroficos, os bacteri6fagos também participam
da mortalidade bacteriana em uma propor¢do menor, porém com a mesma
importancia, do que em outros ambientes, pois a lise fornecerd matéria organica
dissolvida para o meio, e esta poder4d ser aproveitada por outros
microorganismos, sendo responsavel pela manutencdo da produgéo bacteriana.
Este fato também mostra como uma mudanga ambiental pode influenciar o

papel dos microorganismos na cadeia trofica (BORAS et al., 2009)

Estudos realizados por Wilhelm e Suttle (2000) calcularam que o lisado viral
pode contribuir com 4 a 30% da demanda de carbono bacteriana no Golfo do
México, que apresentava caracteristicas ambientais estaveis, e com 80 a 95%
em locais estratificados como no Estreito da Gedrgia nos Estados Unidos, que
apresentava caracteristicas ambientais turbulentas. Durante as esta¢fes do ano
houve estratificacdo da agua, bem como marés mistas. No ambiente do golfo do
México, a taxa de producéo viral variou de 1 X 10° por ml no periodo de uma
hora em ambientes oligotréficos longe da costa, e de 1 X 10° para ambientes
mesotroficos proximo da costa. Esses valores poderiam suprir a demanda de
carbono pelas bactérias, sendo 5 a 7 % em ambientes olgotroficos longe da
costa e de 30% para o ambiente mesotrofico. Estes resultados sugerem que a
lise viral pode ser o principal mecanismo para fornecer matéria organica

dissolvida (DOM) ao bacterioplancton heterotréfico em ambientes com grande
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movimentacdo das aguas como foi a situac@o descrita no estreito da Georgia
(WILHELM & SUTLLE, 2000).

Para que os virus tenham importdncia na ciclagem de nutrientes, um pré-
requisito que deve ser levado em consideracéo € a disponibilidade do material
gue foi liberado pela lise celular. Estudos com cultura celular demonstraram que
bactérias nédo infectadas convertem boa parte do material lisado em biomassa
num periodo de 48 horas apds lise celular. Os resultados deste estudo também
corroboraram outros dados, onde a matéria organica dissolvida era
transformada em uma forma na quais outras bactérias pudessem utilizar,
podendo agir como catalisadores (SUTTLE, 2005). Dessa maneira, 0s virus, ao
mudarem o substrato, podem levar a coexisténcia de outras espécies de
bactérias, que ndo seriam capazes de viver neste meio (MIDDELBOE, 2003).
Sabe-se que a lise realizada pelos virus libera matéria orgénica dissolvida
(DOM) favorecendo a permanéncia de moléculas como carbono (C), nitrogénio
(N), fosforo (P), enxofre (S) e Ferro (Fe) por mais tempo na zona eufotica,
aumentando a disponibilidade de nutrientes para 0s microorganismos do
zoopléancton e fitoplancton (MIDDELBOE, 2003).

2.8.1 ABSORCAO DE FOSFORO E NITROGENIO DO LISADO VIRAL POR
BACTERIAS.

A matéria organica liberada pela lise celular também contém outros importantes
nutrientes além do carbono, como nitrogénio e fésforo, na proporgéo de 30:6:1,
respectivamente (MIDDELBOE, 2008).

Middebloe e colaboradores (2006) cultivaram bactérias em meio com limitag6es
de fésforo orgéanico in vitro. Estas bactérias foram adicionadas a um meio que
continha o lisado viral rico em fésforo. Eles observaram que as bactérias
conseguiam assimilar o fosforo orgénico disponivel no meio pela acdo da
enzima bacteriana fosfatase extracelular que se encontrava no meio,
estimulando o crescimento bacteriano. Porém, em alguns casos, a eficiéncia do

crescimento foi reduzida, provavelmente devido a necessidade do aumento da
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energia necessaria para degradar os lisados antes da assimilagdo
(MIDDELBOE, 1996). Em outro estudo, Noble e Fuhrman (1999) adicionaram
um material lisado radiomarcado a uma comunidade de bactérias cultivada em
laboratério e acompanharam o destino desse material. O lisado era pouco
estavel e foi utilizado pelas células num periodo de 30 horas de incubag¢do. No
mesmo experimento eles utilizaram **P como marcador no lisado viral e
adicionaram bactérias retiradas diretamente do ecossistema aquatico. Foi
observado que em 7 horas de incubac¢do houve uma assimilacdo mais rapida do
fosforo em torno de 50%. Estes dados mostram que os resultados obtidos em
culturas de laboratério diferem daqueles encontrados ao se utilizarem
microorganismos que compdem naturalmente o meio ambiente, e que fatores
como disponibilidade de nutrientes e composicéo viral interferem nos resultados
(NOBLE & FUHRMAN, 1999).
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3.0 INFLUENCIA DOS VIRUS NO FITOPLANCTON MARINHO

A dindmica de populagédo do fitoplancton marinho € a base de toda a teia
alimentar biol6gica dos oceanos. Os virus sdo importantes agentes causadores
de doencgas no fitoplancton e alguns virus influenciam a ocorréncia de floragbes
excessivas das algas, o que gera danos ambientais e prejuizos econémicos
(SUTTLE, 2005). Existe uma suposi¢do de que 2 a 10% da producdo primaria
do fitoplancton s&o perdidos devido & acao viral. Os virus séo responséveis por
um “curto circuito” na cadeia tréfica pelagica, pois a medida que ocorre a lise
celular, os consumidores primarios terdo menor disponibilidade de nutrientes e
paralelamente uma maior quantidade de matéria organica estard disponivel
para as bactérias heterotréficas (MIDDELBOE, 2008). A infeccdo viral em algas
altera a taxa fotossintética, diminuindo-a. Em alguns casos, ela pode alterar
também a fixacdo de carbono, levando a uma supressdo rapida de CO:
(BRUSSAARD, 2004).

Os virus que infectam o fitoplancton apresentam alta especificidade pelo seu
hospedeiro e ampla distribuicdo geogréfica. Ja foram isolados na Europa,
America do Norte e Asia. Sdo encontrados em ambientes diversos como:
oligotroficos, eutréficos e sedimentos marinhos e dulcicolas (CASTBERG et al,
2002). Os virus pertencentes a familia Phycodnaviridae infectam algas
eucaridticas tanto em ambiente dulcicola como marinho e sdo encontrados em

maior frequencia nos estudos de ambientes aquéticos (NAGASAKI et al., 2005).

A tabela 4 mostra alguns virus cultivaveis em laboratorio e seus respectivos
hospedeiros. Dos seis virus descritos, trés pertencem a familia
Phycodnaviridae, que séo virus de DNA de fita dupla. Esta familia apresenta
uma grande variedade de hospedeiros, e em uma pequena amostragem
apresentada na tabela, observa-se que esta familia de virus infecta trés géneros
de algas diferentes como Micromonas, Heterocapsa e Heterosigma. Existem
também profagos de virus de RNA de fita simples que infectam os géneros de
algas Heterocaspa e Heterosigma (BRUSSAARD, 2004; SUTLLE, 2005). Em

duas espécies de algas, Heterosigna akashiwo da familia Raphidophyceae, e

42



Heterocapsa circularisquama, da familia Dinophyceae foi observada a infecgéo
por virus de RNA de fita simples, como demonstrado na Tabela 4. Isto foi uma

novidade, porque até esta descoberta s6 haviam sidos isolados virus de DNA.

O virus de RNA de fita simples, descoberto por Tai e colaboradores em 2003,
recebeu o nome de Heterosigma akahiwo (HaV). Estes virus infectam algas da
espécie Heterosigma akahiwo, e j4 se tem conhecimento de que a infec¢éo viral
pode gerar grandes floracdes desta alga no ambiente (NAGASAKI et al., 2005).
Outro virus que causa floragbes de algas é o Emiliania huxleyi, e & medida que
infectam algas da familia Emiliania huxleyi, eles promovem a lise celular

diminuindo a populagéo destas algas no ambiente (SCHROEDER et al., 2002).

Posteriormente outros virus de RNA de fita dupla, pertencentes a familia
Reoviridae, foram encontrados infectando membros da familia Prasinophyceae,
Micromonas pusilla, demonstrando que tanto virus de DNA como RNA infectam
a mesma especie do fitoplancton (BRUSSAARD, 2004). Na tabela 4 pode ser
observado que o periodo de laténcia desses virus varia de 3 a 48 h., superando,

as vezes, o tempo de geragdo das suas células hospedeiras (SUTTLE, 2005).

Tabela 4: Virus que infectam o fitoplancton eucarittico e crescem em cultura de

células.
Género dealga Micromonas Micromonas  Heterocapsa Heterocapsa Heterosigma Heterosigma
Espécie de alga M.pusilla M.pusilla H.circularisqua  H.circularisquam H.akashiwo H.akashiwo
hospedeira ma a
Familia do virus Phycodnaviri Reoviridae Phycodnavirida n.d. Phycodnaviri n.d.
dae e dae
Tipo de genoma dsDNA dsRNA dsDNA ssRNA dsDNA sSRNA
Tamanho do 77-110 25.5 n.d. 4.4 n.d. 9.1
genoma (Kbp)

Morfologia Icosaédrica Icosaédrica Icosaédrica Icosaédrica Icosaédrica Icosaédrica
Tamanho da 115-135 65-80 180-210 30 180-220 25
particula (nm)

Periodo laténcia 7-14 36 24-48 24-48 30-33 24
(horas)
Local onde ocorre Citoplasma Citoplasma Citoplasma Citoplasma Citoplasma Nucleo
a proliferacdo
Local de Aguas cos- Aguas Aguas Aguas costeiras Aguas Aguas
isolamento teiras Suécia; costeiras da costeiras do do Japéao costeiras do Costeiras de
Texas (USA) Suécia Japéo Japéo BC, Canada
Referéncia Waters & CB., unpubl.  Tarutani et al... Tomaru, Nagasaki et Tai et al
Chan 1982; Data 2001 Y.,unpubl. Data al... 1994a; 2003;
Cottrell & Nagasaki et  Lawrence et.
Suttle 1991 al... 1999 2001

Fonte: Adaptado de Brussard (2004).
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Os virus que infectam o fitoplancton realizam um controle populacional
semelhante ao do bacterioplancton. Os fatores que influenciam este controle
sdo os mesmos, como especificidade pelo hospedeiro e variagdes ambientais
(TIDJENS et al. 2007).

Alguns estudos correlacionam a influéncia da luz solar com a atividade dos virus
e das células que compdem o fitoplancton. Estudos feitos por Van Etten e
colaboradores (1983) mostraram que os virus que infectam o género Chlorella,
tinham multiplicag&o viral independente da célula realizar a fotossintese e, apds
a multiplicagéo viral foi observada uma redugéo de 50% na nova progénie viral
(VAN ETTEN et al. 1983). Thyrhaug e colaboradores (2002) analisaram o
crescimento do Phaeocystes pochhetti virus (Ppv) em cultura da alga
Phaeocystes pochhett, em diferentes tempos de exposi¢cdo a luz. O mesmo
resultado foi observado para a alga Phaeocystes pochhetti, na qual a produgéo
de virus ndo era diretamente dependente do ciclo celular da alga. Porém, neste
mesmo estudo, outras espécies de alga e virus foram testadas, a alga
Pyramimonas orientalis e o Pyramimonas orientalis virus (Pov). Foi comprovado
que estes virus eram dependentes do ciclo celular da alga. Neste estudo foi
observado que quando a infeccédo viral é iniciada no periodo da fase clara, ha
uma producdo viral oito vezes maior do que quando a infeccdo € iniciada na
fase escura. A lise das células infectadas durante a fase clara e a consequente
liberagé@o dos virus geralmente ocorre durante o periodo noturno e com isso, 0s
virus ndo sofrem com a acdo da radiagcdo ultravioleta, que pode levar a sua
degradagdo e morte das particulas virais liberadas no meio aquatico
(THYRHAUG et al., 2002).

A temperatura da &gua também pode influenciar na infectividade dos virus
dependendo da espécie em questdo. Nagasaki e Yamaguchi (1998) estudaram
0 virus Heterosigma akashiwo infectando a alga Heterosigma akashiwo e
perceberam que este, ao ser armazenado em laboratério na temperatura de 5 a

25°C, diminuiu sua infectividade rapidamente. Em contraste, 0os virus que
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infectam Chlorella mantiveram a sua infectivdade inalterada por um ano quando
armazenados a 4°C (NAGASAKI & YAMAGUCHI, 1998).

Além da temperatura, outro fator que afeta os virus é a diminui¢cdo de nutrientes
do ambiente aquatico como nitrato e fosfato. Esta reducéo afeta as condi¢des
fisioldgicas celulares das algas e podem afetar o titulo viral, pois em condi¢des
de baixa de nutrientes o ciclo viral que predomina € o ciclo lisogénico
(BRUSSARD, 2004).

Em resumo, a influéncia dos virus no fitoplancton é fundamental para este
sistema, pois eles regulam os produtores primérios. Os fatores abibticos
influenciam diretamente a atividade viral, como a incidéncia de luz, radiagdo

ultra violeta, dentre outros.
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4.0 INFLUENCIA DOS VIRUS NO ECOSSISTEMA BENTONICO

Os virus sdo encontrados nos sedimentos marinhos em concentracfes
elevadas, de 10° a 10° particulas por cm® (SUTTLE, 2005). E acredita-se que 0s
virus também desempenham um papel importante na ciclagem de nutrientes em
ambientes bentbnicos por promoverem a mortalidade bacteriana (GLUD &
MIDDELBOE, 2004; MEI & DANOVARO, 2004). As condi¢cbes ambientais da
regido bentbnica quando comparadas as da coluna de 4gua sdo mais favoraveis
4 infecgdo viral, pois h4 uma grande concentragdo de bactérias e microalgas,
aumentando a probabilidade de contato e infecgéo viral (MEI & DANOVARO,
2004).

Os resultados encontrados em estudos realizados na regido bentdnica ainda
ndo séo conclusivos em relacéo a atividade viral e a ciclagem de nutrientes. Em
relagcdo aos ambientes bentonicos marinhos, a taxa de mortalidade bacteriana
pode variar de 6 a 40%. Acredita-se que a importancia da lise causada pelos
virus nos sedimentos seja semelhante a que acontece na superficie da agua,
promovendo a ciclagem de nutrientes, transferéncia horizontal de genes, e
controle populacional dos microorganismos que residem no sedimento. Em
ambientes de &gua doce, os estudos revelam uma baixa taxa de células
infectadas por virus no sedimento, gerando duvidas sobre sua importancia na
ciclagem de nutrientes neste ambiente, sendo necessaria a realizacdo de mais
pesquisas nesta area (MEI & DANOVARO, 2004). Apesar de serem recentes 0s
estudos em sedimentos aquaticos, existem evidéncias de que na parte mais
superficial dos sedimentos h4 uma grande concentracdo de virus, sugerindo
gue estes possam ser reservatorios de virus e serem capazes de realizarem
trocas com a coluna de agua (MEI & DENOVARO, 2004).

Em um estudo realizado por Middelboe e colaboradores (2006), foi analisada a
distribuicdo espacial e atividade dos virus em ecossistema aquéatico nos
sedimentos marinhos no mar Sagami Bay no Jap&do. Os autores analisaram a

distribuicdo vertical de bactérias e virus nos sedimentos em vérios aspectos, e
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observaram o mesmo padréo de distribuicdo durante andlise dos transectos. Foi
observada uma variagéo de 3 a 23 X 108 particulas virais por cm® na superficie
do sedimento. A medida que a profundidade aumentou, foi observada uma
diminuic&o das particulas virais, sendo que entre 3 — 5 cm foram encontradas
de 2 a 4 X 10°® particulas virais por cm®. Abaixo desta profundidade, houve um
pequeno declinio da quantidade viral, chegando a valores minimos entre 0,7 a
3,0 X 10° particulas virais por cm® na camada entre 11 a 15 cm de profundidade
do sedimento. Os autores concluiram que h& uma concentragdo relativamente
alta de particulas virais tanto na superficie do sedimento quanto em camadas
mais profundas. A distribuicdo vertical bacteriana em termos de quantidade
populacional apresentou resultados similares aos encontrados para a
distribuicdo viral, e o nimero de bactérias diminuiu & medida que aumentou a
profundidade. Este fato pode ser explicado, pela presenga de bactérias aerdbias
na superficie dos sedimentos e a medida que a profundidade aumenta, a
concentracdo de oxigénio € reduzida impossibilitando a sobrevivéncia desses
microorganismos, favorecendo apenas as bactérias anaerdbias (MIDDELBOE et
al., 2006).

A variagdo de particulas virais e de bactérias no sedimento pode ser
influenciada por vérios fatores, como variacdo da temperatura, observada ao
longo das estacbes do ano, além de condicbes troficas, poluentes, e
disponibilidade de oxigénio, dentre outros (MEI & DENOVARO, 2004). Estes
fatos variam de uma regido para outra, o que explicaria a divergéncia de dados
encontrados na literatura atual (MIDDELBOE et al., 2006) .

Os virus que se encontram na regido benténica sdo compostos em sua maioria
por bacteri6fagos, assim como ocorre nas outras regibes do ecossistema
aquético (MEI & DENOVARO, 2004). Acredita-se também que a estratégia de
vida entre estes virus seja diferente (GLUD & MIDDELBOE, 2004). Existe a
hip6tese de que os ciclos lisogénicos sejam predominantes nos sedimentos
aquaéticos, devido a quantidade de hospedeiros disponiveis. Nos sedimentos de
ambientes oligotroficos, 40% das bactérias isoladas continham profagos (MEI &
DENOVARO, 2004). Porém existem hip6teses que contradizem esta preferéncia

pelo ciclo lisogénico em sedimentos aquéticos. A primeira é devido a alta
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densidade bacteriana com taxas de crescimento rapido, o que aumentaria a
chance de contato dos virus com as células hospedeiras. Em segundo, seria a
diferenca de espécies na composi¢cdo dos virus da coluna de agua e do
sedimento. Acredita-se, ainda, que ha um grande acumulo de contaminantes no
sedimento aquatico, que poderia levar & indug&o do ciclo litico nas bactérias em

ciclo lisogénico, bem como estresse ambiental (MElI & DENOVARO, 2004).
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5.0 INFLUENCIA DOS VIRUS EM AMBIENTES OLIGOTROFICOS

Até 0 momento, existem poucos estudos correlacionando a atividade viral e a
ciclagem de nutrientes em ambientes oligotréficos. A maior parte dos estudos

tem sido conduzida em ambientes oligotréficos.

Boras e colaboradores (2009) realizaram um estudo em um ambiente
oligotréfico com coleta de amostras mensais durante 2 anos no Mar do
Mediterrdneo. Neste estudo eles avaliaram vérios pardmetros como a
abundancia dos microorganismos, a produgdo bacteriana, a mortalidade
bacteriana, parametros fisicos-quimicos e concentragdo de clorofila Il. Em
relagdo aos paradmetros fisicos quimicos, ndo houve variagcéo significativa nos
parametros testados como salinidade, temperatura e incidéncia da luz solar. A
abundancia bacteriana ndo seguiu um padréo de variagéo claro, e a taxa média
de virus e bactérias permaneceu semelhante durante os dois anos, com menor
valor detectado em agosto de 2006 e o maior em janeiro de 2007. A produgé&o
viral litica (VLP) foi maior no segundo ano quando comparada ao primeiro, e
néo foi observada uma relagéo clara entre a produgéo viral litica e as estagbes
do ano. Porém foi observado um aumento da VLP juntamente com a
abundéancia bacteriana. Outros dados mostraram que a mortalidade bacteriana
mediada por virus estava diretamente correlacionada com a abundéancia
bacteriana. A abundancia dos virus e bactérias encontrada neste estudo foi
semelhante a outros que ocorreram no Mar Mediterraneo. Os resultados
encontrados sugerem que 0s virus presentes no ecossistema oligotréfico podem
ser patdgenos de outros organismos além das bactérias, ou que estes poderiam
estar em diferentes fases de infeccdo durante a amostragem. Outros autores
como Bettarel e colaboradores (2002) também encontraram esta falta de

correlacdo neste mesmo ambiente (citado por BORAS et al, 2009).

Em ambientes oligotroficos, os virus também participam da ciclagem de
nutrientes, porém ha um predominio do ciclo lisogénico em relagdo ao ciclo
litico. Em conseqiiéncia da baixa disponibilidade de nutrientes neste ambiente,

hd uma baixa concentragdo de bactérias. Nestas condi¢cdes, se o0s virus
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realizarem o ciclo litico, estes poderiam comprometer a producédo de uma nova
progénie ao lisarem seus hospedeiros (BORAS et al, 2009). Assim, a escolha
do ciclo lisogénico seria uma estratégia de sobrevivéncia dos virus neste tipo de
ambiente. Devido a estas condic¢des, a possibilidade dos virus encontrarem as
células bactérianas e terem sucesso para infecgéo e replicacao litica é baixa. E
provavel que as bactérias infectadas por virus lisogénicos sejam mais
competitivas, caso haja a transmissao de genes que favorecam as bactérias.
Em exemplo € que bactérias infectadas por certos tipos de bacteriéfagos néo
podem ser infectadas novamente por um virus homdlogo e, ainda, séo capazes
de aproveitar o produto da lise de outras células bacterianas. Porém, em outros
estudos realizados esta correlagdo ndo foi encontrada, sendo necessarias mais

pesquisas nesta area (BORAS et al., 2009).
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6.0 METODOS PARA ANALISAR OS VIRUS EM ECOSSISTEMAS
AQUATICOS

Existem vérias técnicas que sdo utlizadas para estudar os virus em

ecossistemas aquéticos. Abaixo sdo descritas algumas das mais usadas.

A microscopia de transmissdo (TEM) usa feixes de elétrons altamente
energéticos para examinar objetos numa escala muito fina. Existem duas
formas de analisar os virus aquaticos por este tipo técnica. As amostras podem
ser filtradas para concentrar as particulas virais por ultracentrifugacdo, ou
podem ser colhidas diretamente em redes e concentradas por
ultracentrifugacdo. Melhorar a tradugdo O acetato de uranila € usado para criar
um contraste, que auxilia na delimitacdo do contorno das particulas e estruturas
internas a serem visualizadas, por exemplo, na contagem total de virus
presentes em uma amostra. Também é utilizado para determinar a morfologia
viral e para determinar a frequéncia das células infectadas. E uma ferramenta
muito utilizada em estudos de ecologia viral. A desvantagem desta técnica é
gue 0 equipamento necessario € especifico e de custo elevado, além de nédo
fornecer informag@es sobre a infectividade e ndo identificar particulas incomuns.
Além disso, a execugdo da analise € demorada, apresentando baixa precisdo e
pouco limite de detecgdo (SAWSTRON, 2003; WEINBAUER, 2004).

Desde 1990, a microscopia de epifluorescéncia € um método utilizado para
quantificar os virus em ecossistemas aquaticos. Este método utiliza corantes
fluorescentes altamente especificos para &cido nucléico, e se tornou um dos
métodos mais aceitos, devido a rapidez de analise. Porém, este método
apresenta desvantagens, com o custo elevado, ndo sendo capaz de descrever a
morfologia viral, e ndo detecta a frequéncia de células bacterianas infectadas, e
ndo distingue DNA de virus e de coldides presentes (SAWSTROM, 2003;
WEINBAUER, 2004).
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A citometria de fluxo é considerada uma técnica moderna que permite
quantificar os virus nos ecossistemas aquaticos. E utilizada para analisar
também as comunidades fitoplancténica e bacteriana. Em comparagdo com os
outros métodos, apresenta vantagens por ser uma técnica rapida e precisa.
Porém, para ambientes oligotréficos, a confiabilidade dos resultados é menor,
devido a baixa concentragdo viral. Além disso, ndo fornece informagdes sobre a
infectividade dos virus, bem como sua morfologia, ndo permite a distingdo entre
virus de DNA e colbides presentes no meio e a distincdo entre bacteriéfagos e
bactérias ndo € muito eficiente (SAWSTROM, 2003; WEINBAUER, 2004).

A técnica molecular vem sendo utilizada com sucesso para amplificar e
identificar virus de algas em ecossistemas aquéticos, sendo uma ferramenta (til
para identificar a diversidade genética. Esta metodologia ainda vem sendo
desenvolvida, e ja tem contribuido para ampliar os conhecimentos a respeito
dos virus aquéticos. Através desta técnica o numero de espécies virais
conhecidas esta aumentando, devido ao fato de néo ser preciso cultivar os virus
para analisa-los (SAWSTROM, 2003; WEINBAUER, 2004).

A medida da taxa de reproducao viral € um indice importante, pois indica sobre
a atividade do virionplancton no ecossistema aquético. As altas taxas de
producdo viral indicam lise significativa de células hospedeiras. Esta taxa de
producgéo viral pode ser monitorada de diversas maneiras, como 0 aumento
liquido da abundancia viral e taxa de decomposi¢do. S&o utilizados marcadores
fluorescentes ou radioativos de acido nucléico dos virus. As taxas de
decaimento s@o estimadas inibindo a produgdo de novas particulas virais e
observando a sua diminuigdo ao longo do tempo. O cianeto € o inibidor mais
comum, matando os hospedeiros, mas nao inativa as particulas virais
(SAWSTROM, 2003; WEINBAUER, 2004).
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7.0 CONCLUSAO

A interacdo dos virus em ambientes aquaticos é uma area recente em termos
de estudos. Os autores que se dedicam a entender como eles atuam neste
ecossistema enfrentam varios problemas, a comecar pela dificuldade de
reproduzir em laboratério as mesmas condicdes ambientais, além da
necessidade de hospedeiros especificos para realizar a multiplicagcdo viral,
sendo que estes as vezes, podem ndo ser cultivaveis em laboratérios. Com o
advento da descoberta de novas técnicas como: biologia molecular, citometria
de fluxo, microscopia eletrbnica, esta sendo possivel a descoberta de novos

géneros e espécies.

Os dados obtidos mostram a importancia dos virus na ciclagem de nutrientes.
Eles infectam um grande nimero de organismos, principalmente componentes
do plancton como as bactérias. Ao realizar o ciclo litico eles devolvem ao
ambiente matéria organica dissolvida, que € aproveitada pelos organismos
aquaéticos. A escolha do tipo de ciclo de vida varia de acordo com as condi¢gbes

tréficas do ambiente e pela disponibilidade de hospedeiros.

A participagdo dos virus na ciclagem de nutrientes e na transferéncia de genes
€ de grande importancia para o ecossistema aquético. Com as informagfes
obtidas até hoje € possivel concluir que independente do ambiente ser marinho
ou dulcicola, os virus sdo de fundamental importancia neste ecossistema.
Porém, existem muitas lacunas que precisam de respostas sobre a completa
atuacdo dos virus no ambiente aquatico, e estas serdo preenchidas por meio de

investimentos em novos estudos.
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