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RESUMO

Resumo do Trabalho Final apresentado ao Programa de Mestrado Profissional em
Conservagao da Biodiversidade e Desenvolvimento Sustentavel como requisito parcial a
obtengdo do grau de Mestre
BIOFILMES BACTERIANOS COMO INDICADORES DOS EFEITOS DO USO DO
SOLO SOBRE OS ECOSSISTEMAS AQUATICOS NA REGIAO DE CACONDE

Por

Solange Aceto dos Santos

Fevereiro 2017

Orientador: Prof. Dr. Pedro M. Pedro

As atividades antropogénicas e ocupagdo do solo mudam drasticamente a
paisagem, modificando a integridade dos ecossistemas hidricos. As bactérias podem nos
dar um diagndstico da saude desses corpos hidricos e executam um papel chave no que
tange a determinar o destino do nitrogénio nesses ecossistemas. Em torno do
reservatorio de Caconde administrado pela AES Tieté, no estado de Sao Paulo,
analisamos em 31 pontos de amostragem se a diversidade de bactérias e os diferentes
usos do solo nas APPs e nas bacias de drenagem em diferentes faixas influenciaram a
diversidade ou composi¢ao dessas comunidades e de algum modo estdo associadas com
a saude desses corpos hidricos. Através do sequenciamento da Nova Geragdo
identificamos as dez OTUs mais abundantes, na sua maioria pertencente as
Proteobacterias. Concluimos que as areas destinadas a atividades agropecudrias sao
bastante expressivas e que de maneira geral o impacto bacteriano ¢ maior a distancias
menores que 2.000 metros do ponto de coleta com caracteristicas de paisagem
semelhantes. A correlagdo nitrato com a paisagem dominante, tanto no uso de solo
“pasto” como no uso de solo “’florestas” apresentou uma correlagdo com as APPs muito
similar indicando uma relagdo deste ecossistema com o componente nitrato. Dentre as
Proteobacterias identificadas destacam-se os géneros Pelomonas, Rhodoferax e
Ideonella e a Dechloromonas, cuja literatura mostra que a associagdo entre elas ajuda o
processo de desnitrificagdo por participarem na atenuacao ou remocao completa dos

poluentes em corpos hidricos. Sendo assim, estes géneros poderiam ser melhor



estudados para potencialmente serem usados como bioindicadores da saude hidrica que
associados a projetos para a conservagao e ou restauracdo das APPs podem contemplar
a preservacdo e melhoria da 4gua quanto a sua quantidade e sua qualidade, como forma

mais adequada de gestdo dos recursos hidricos na regiao de Caconde.

Palavras-chave: Uso do solo. APPs. Composi¢des da paisagem. Configuracdes da
paisagem. Bioindicadores da qualidade da agua. SIG. Sequenciamento de Nova Geracao

(NGS). Indices de biodiversidade.



ABSTRACT

Abstract do Trabalho Final apresentado ao Programa de Mestrado Profissional em
Conservagao da Biodiversidade e Desenvolvimento Sustentavel como requisito parcial a
obtengdo do grau de Mestre
BACTERIAL BIOFILMS AS INDICATORS OF EFFECTS OF SOIL USE ON
AQUATIC ECOSYSTEMS IN THE REGION OF CACONDE
By

Solange Aceto dos Santos

February 2017

Advisor: Prof. Dr. Pedro M. Pedro

Anthropogenic activities and land occupation drastically change the landscape,
modifying the integrity of water ecosystems. Bacteria can give us a diagnosis of the
health of these water bodies and play a key role in determining the fate of nitrogen in
these ecosystems. Around the Caconde reservoir managed by AES Tieté, in the state of
Sao Paulo, we analyzed at 31 sampling points whether the diversity of bacteria and the
different soil uses in Areas of Permanent Preservation (APPs) and drainage basins in
different ranges influenced the diversity or composition of these communities and are
somehow associated with the health of these water bodies. Through the sequencing of
the New Generation we identified the ten most abundant OTUs, most of them belonging
to Proteobacteria. We conclude that the areas destined to agricultural activities are quite
expressive and that in general the bacterial impact is greater at distances less than 2,000
meters from the point of collection with similar landscape characteristics. The nitrate
correlation with the dominant landscape, both in the use of “pasture” soil and in the use
of "forest" soil, showed a very similar correlation with APPs indicating a relation of this
ecosystem with the nitrate component. Among the identified Proteobacteria, the genus
Pelomonas, Rhodoferax and Ideonella and Dechloromonas are highlighted, whose
literature shows that the association between them helps the denitrification process by
participating in the attenuation or complete removal of the pollutants in water bodies.
Thus, these genera could be better studied to potentially be used as bioindicators of

water health that associated to projects for the conservation and / or restoration of APPs
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can contemplate the preservation and improvement of water in terms of quantity and

quality as a more management of water resources in the Caconde region.

Keywords: Land use. APPs. Landscape Compositions. Landscape configuration.
Bioindicators of water quality. GIS. New Generation Sequencing (NGS). Biodiversity

indexes.



CAPITULO1
REFERENCIAL TEORICO

1. ECOSSISTEMAS AQUATICOS

Um ecossistema aquatico ¢ qualquer ambiente baseado na agua, no qual plantas e
animais interagem quimica e fisicamente com o proprio ambiente. Os ecossistemas
aquaticos sdao de fundamental importancia para as mais diversas formas de vida e sao

divididos em ecossistema de d4gua marinha e ecossistema de agua doce.

Muitos residuos estdo sendo langados nesses ambientes por acdes
antropogénicas provocando impactos negativos € esse processo se intensificou
principalmente ap6s a Revolugdo Industrial. Essas ac¢des causam alteragdes
significativas, e muitas vezes irrecuperaveis nos ecossistemas aquaticos, entre as quais
se destacam: efeitos fisicos, mudancas bioticas ¢ mudancas ecologicas (BRENDOLAN,

2003).

2. DISTRIBUICAO E SAUDE DA AGUA DOCE

Para a manuten¢ao e qualidade de vida em nosso planeta ¢ indiscutivel a
importancia da agua conforme publicagio OPAS/OMS — Agua e Saude, Washington,
D.C., 1998:

“A dagua e a saude da populacdo sdo duas coisas inseparaveis.
A disponibilidade da dagua de qualidade ¢ condi¢do
indispensavel para a propria vida e, mais do que qualquer
outro fator, a qualidade da dagua condiciona a qualidade da

vida”.

A garantia da qualidade da agua para o consumo humano ¢ essencial para as
politicas de satde publica, pois a 4gua doce ¢ um bem escasso e finito, um recurso

natural compartilhado por todos e que deve ser utilizado com racionalidade. Levando



em consideracdo que 97,5% de toda a 4gua do planeta ¢ salgada e que apenas 2,5% ¢
doce, sendo que a maior parte desta estd confinada em geleiras e calotas polares,

somente nos resta 0,8% disponiveis superficialmente para consumo (TUNDISI, 2003).

Além da pouca agua doce disponivel, outro agravante para a atual crise da dgua
¢ a relagdo populacao e consumo. Segundo Criado, a populagao mundial hoje € cerca de
sete bilhdes, um nimero trés vezes maior do que em 1950. Enquanto a populagao
mundial triplicou, o consumo de agua sextuplicou, e as fontes de agua potavel
diminuiram (CRIADO, 2012). Ademais, a projecdo de aumento populacional para o ano
de 2050 sera de 9,6 bilhdes de pessoas onde a demanda por produtos agricolas e

alimentares aumentard porque a populacdo mundial ¢ crescente (FAO, 2014).

Conforme levantamento estatistico da Food and Agriculture Organization
(FAO), uma das agéncias da Organizacao das Nacoes Unidas (ONU): “no ano de 2025
1,8 bilhdo de pessoas estardo vivendo em paises com escassez hidrica absoluta e dois

tercos da populacdo mundial estardo sob condi¢des de estresse hidrico” (FAO, 2014).

J4 o Brasil, onde o clima ¢ tropical imido, com maior descarga de dgua doce
totalizando 13,8% da agua disponivel para consumo do planeta, tem sua distribui¢do
hidrica de maneira irregular nas regides brasileiras conforme segue: 68,5% estdo na
Regido Norte do Pais, onde se encontra a Amazonia, e, 15,7%, no Centro-Oeste, onde
estad a maior parte do Cerrado e apenas 15,8% nas regides Nordeste, Sul e Sudeste, onde
a predominancia da Mata Atlantica ¢ maior (PROJETO CONSERVADOR DAS
AGUAS, 2001).

Além da ma distribuicdo da agua entre os biomas brasileiros, inumeros
estressores, tais como a devastacdo ambiental como consequéncia da expansao
agropecuaria, o uso de contaminantes quimicos e o uso indiscriminado da agua potavel,
esta afetando negativamente a estrutura e fungdo dos ecossistemas hidricos, pois altera a
propor¢ao de componentes em suspensao e dissolvidos na agua e suas caracteristicas,
resultando na proliferacdo de algas nocivas, das espécies invasoras, na contaminacao ¢ a

reducdo dos mananciais (CRIADO, 2012).

Este quadro tem intensificado a necessidade de desenvolvermos um
monitoramento ambiental eficaz e de baixo custo que vise avaliar a saide dos

ecossistemas aquaticos. Meyer (1991) definiu um ecossistema saudavel como:
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“sustentavel e resiliente, mantendo a sua estrutura e funcao ecoldgica ao longo do
tempo, continuando a atender as necessidades e expectativas da sociedade”. Ou seja,
para ser saudavel e sustentdvel, deve ser capaz de manter sua estrutura (organizacao) e
fungdo (vigor) ao longo do tempo apesar do estresse externo (resiliéncia) (COSTANZA,

et al. 1999).

3. A IMPORTANCIA DAS AREAS DE PRESERVACAO
PERMANENTE (APPs)

Segundo a Lei 12.651 de 25 de maio de 2012, em seu inc. II, art. 3° encontramos

a definigdo legal de Area de Preservagdo Permanente nos seguintes termos.

Art. 3° para os efeitos desta Lei entende-se por:

(..)

Il - Area de Preservagdo Permanente - APP: 4rea protegida, coberta ou ndo por
vegetacdo nativa, com a fun¢do ambiental de preservar os recursos hidricos, a
paisagem, a estabilidade geologica e a biodiversidade, facilitar o fluxo génico de fauna e

flora, proteger o solo e assegurar o bem-estar das populagcdes humanas.

Segundo a WWF Brasil, as matas ciliares (APPs) sdo vegetacdes que margeiam
0s rios, os corregos e as nascentes tendo a fungdo de proteger e evitar erosoes,
assoreamentos, desbarrancamentos, etc. O nome mata ciliar se deve ao fato da
importancia desta vegetagdo para a protecdo dos rios e lagos como os cilios sdo para os

nossos olhos.

Sendo assim, para garantir o equilibrio hidrico e sedimentologico de uma bacia
hidrografica € necessaria a manutencdo da cobertura vegetal nas matas ciliares (APPs),
pois isto contribuird para o aumento da infiltragdo de agua no solo, reduzindo o

escoamento superficial e, consequentemente, 0s processos erosivos.

Ao diminuir e reter o fluxo superficial de agua, a mata ciliar garantira o
abastecimento de dgua para os rios em periodos de estiagem, mantendo a perenidade
dos mesmos, pois diminuird o assoreamento dos corpos d'agua e nascentes. Isso se da,

pois segundo estatisticas a taxa de infiltragdo em solo de mata ciliar pode ser de 10 a 15

11



vezes maior do que em solos com pastagem e 40 vezes maior que em solos expostos

(CRIADO, 2012).

A cobertura vegetal tem um papel fundamental tanto no defliivio superficial,
como o defluvio de base. A 4gua, uma vez precipitada sobre o solo, pode seguir o
deflavio superficial, onde parte da chuva escoa pela superficie do solo, e seguir o
deflavio base para atingir o curso d’agua. O defluvio de base, constituido basicamente
do escoamento subterraneo, ¢ o resultado da percolagdo da dgua no solo que se desloca
em baixas velocidades e € o responsavel pela alimentacdo de rios e lagos durante o
periodo de estiagem. Além disso, a cobertura vegetal limita a possibilidade de erosao do

solo, minimizando a polui¢do dos cursos de 4gua por sedimentos.

Por outro lado, a remocao da cobertura vegetal provoca a reducao do intervalo
de tempo entre a queda da chuva e os efeitos nos cursos de dgua, diminui a capacidade
de retencdo de 4dgua nas bacias hidrograficas e consequentemente aumenta o pico das

cheias (VIEIRA, 2013).

Cabe ressaltar que a erosdo ¢ um processo natural dentro do equilibrio
ambiental, mas quando esse processo passa a ser acelerado e intenso por conta de
desastres naturais e principalmente por agdes antropicas dificultando a resiliéncia do
ecossistema, surgem ravinas € vogorocas, assoreamento dos corpos d’agua dentre

outros.

Portanto, a cobertura vegetal exerce um papel de defesa contra os agentes
erosivos, a diminui¢do da carga de sedimentos carreada para o leito do rio, o aumento
na infiltracdo das aguas pluviais e consequentemente dos lencois freaticos e aquiferos

que ¢ controlada pela atuagdo do sistema radicular da mata ciliar (CRIADO, 2012).

3.1. Fun¢oes Hidroldgicas das APPs

As fungdes hidrologicas das matas ciliares estdo ligadas a sua influéncia sobre
uma série de fatores importantes para a manuten¢do de uma bacia. Podemos classificar
as funcdes hidrologicas que as APPs hidricas desempenham através dos seguintes

processos principais:
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Defluvio direto e de base

O defluvio direto ¢ o volume de agua que causa o aumento rapido da vazao de
microbacias durante e imediatamente apos a ocorréncia de uma chuva. O deflavio base
¢ constituido basicamente do escoamento subterrdneo, ou seja, ¢ o resultado da
percolagdo da agua no solo que se desloca em baixas velocidades responsavel pela

alimentacdo de rios e lagos durante o periodo de estiagem.

Quantidade e Qualidade da agua

A conservagao da vegetacdo ciliar aumenta a capacidade de armazenamento da
agua na microbacia ao longo da zona ripéria, o que contribui para o aumento da vazao

na estacao seca do ano.

Segundo Lima (2010), o sistema radicular da vegetacdo ciliar que estrutura as
camadas superficiais do solo, semelhante a uma tela ou manta protetora, permite a
estabilidade das margens dos cursos d’agua, pois forma uma malha densa de raizes
fornecendo para as camadas superiores uma resisténcia significativa contra as
enxurradas. Esse sistema radicular juntamente com a serapilheira (acumulo de matéria
organica sobre o solo) funciona como uma esponja por absorver parte da agua do

escoamento superficial, reduzindo assim as enxurradas.

A presenga da mata ciliar beneficia diretamente a qualidade da agua, pois ela
exerce uma fungao tampao (KUNTSCHIK et al., 2011) por filtrar a 4gua proveniente
das areas adjacentes que escoam para dentro dos cursos d’adgua retendo uma grande
quantidade de sedimentos, produtos tdéxicos como herbicidas, e nutrientes, tais como o
fosforo (P) e o nitrogénio (N), que em excesso provocam o crescimento de algas e
plantas aquaticas de maneira exagerada acarretando um total desequilibrio ambiental.
Isto esta de acordo com o estudo de Muscutt et al. (1993) que constatou que a eficacia
da retencdo de sedimentos e nutrientes tais como o nitrogénio (N) e o fosforo (P) pelas

matas ciliares variam de acordo com seguintes mecanismos: (1) infiltragdo que reduz o
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escoamento superficial; (2) redug¢do das velocidades de fluxo superficial devido ao

aumento da rugosidade da mata; (3) o efeito fisico de filtracdo da vegetagdo densa.

Donadio et al. (2005) ao analisar como as caracteristicas e diferentes usos do
solo influenciam na qualidade da 4gua das microbacias entre duas nascentes com
vegetacao natural e duas com predominancia de atividades agricolas, constatou que as
variaveis cor, turbidez, alcalinidade e nitrogénio total foram as que apresentaram maior
importancia relativa para demonstrar que a qualidade da agua ¢ melhor nas nascentes
com vegetacdo nativa, indicando que a vegetacdo natural atua como mecanismo

eficiente na preservacao da qualidade da agua.

Primavesi et al. (2002) avaliou a qualidade da 4gua entre microbacias com mata
ciliar e com uso de solo em atividades agropecuarias, cujos resultados apontaram
valores maiores de fosforo, turbidez, condutividade elétrica e cor em microbacias com

atividades de pecuarias.

As matas conseguem reter cerca de 80% do fosforo e 89% do nitrogénio
oriundos do escoamento superficial das dareas adjacentes dependendo do tipo,
desenvolvimento e largura da faixa da mata ciliar, do tipo de solo, relevo, regime
pluviométrico entre outros, influenciando de maneira determinante nas caracteristicas

fisicas, quimicas e bioldgicas dos corpos d’agua (LIMA, 2010).

Dessa forma, ao atravessar a zona da mata ciliar, tais nutrientes podem ser
eficazmente retidos por absorcdo pelo sistema radicular da vegetagdo influenciando

significativamente na qualidade da 4gua nos corpos hidricos.

O efeito de filtragem de particulados e de nutrientes em solug@o, proporcionado
pela mata ciliar, confere significativa estabilidade em termos do processo de ciclagem

geoquimica de nutrientes pela microbacia.

Interacio direta com o ecossistema aquatico

Existe uma interagdo funcional permanente entre a vegetacdo ciliar, os processos
geomorficos e hidraulicos do canal e a biota aquatica. Essa interacdo decorre de trés

maneiras: Primeiro, a estabilizacdo das margens pelo sistema radicular da vegetacao
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ciliar. Segundo: o abastecimento continuo de matéria organica para cumprir sua fungao
como fonte nutricional para a biota aquatica através da serapilheira fornecida pela mata
ciliar. Terceiro: a atenua¢do da radiacdo solar proporcionada pela mata ciliar,
favorecendo o equilibrio térmico da 4gua e influenciando positivamente a produgdo

primaria do ecossistema 16tico (LIMA, 2008).

Estabilidade térmica da agua

Ao fornecer sombra, a vegetagao ciliar previne a elevagao da temperatura da
agua, mantendo assim mais alta a quantidade de oxigénio e consequentemente

auxiliando a qualidade dos corpos hidricos.

Além dessas fungdes hidrologicas, as matas ciliares (APPs) cumprem o papel de
corredores ecoldgicos, pois, ao interligarem os fragmentos florestais na regido,
facilitando assim o transito de diversas espécies de animais, polens e sementes,
favorecem o crescimento das populacdes de espécies nativas, as trocas génicas e,
consequentemente, a reproducdo e a sobrevivéncia dessas espécies (Primack &

Rodrigues 2001).

4. PARAMETROS CONVENCIONAIS PARA ANALISE DA
AGUA E SUAS LIMITACOES

Com o objetivo de definir estratégias de restauragdo e conservagio dos recursos
hidricos, métricas foram formalizadas para quantificar esses efeitos estressores e
monitorar os ecossistemas aquaticos, tais como métricas fisicas, quimicas, biologicas e
integradas (ROLEY et al., 2014), levando em consideragao a escala temporal e espacial,

a frequéncia da amostragem e a localizagao (PROIA, 2012).

Essas métricas mensuram os efeitos causados pelo que a Resolugdo CONAMA
(Conselho Nacional do Meio Ambiente) define como “Impacto Ambiental” em seu

artigo 1°: “qualquer alteracao das propriedades fisicas, quimicas e biologicas do meio
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ambiente, causada por qualquer forma de matéria ou energia resultante das atividades

humanas [...]” (BRASIL, 1986).

Mas toda métrica tem suas limitagdes, por exemplo, no Brasil a ANA (Agéncia
Nacional de Aguas), relata o seguinte a respeito de seu IQA (Indice da Qualidade da
Agua) “A avaliagdo da qualidade da 4gua obtida pelo IQA apresenta limitagdes, ja que
este indice ndo analisa varios parametros importantes para o abastecimento publico, tais
como substancias toxicas (ex: metais pesados, pesticidas, compostos organicos),
protozodrios patogé€nicos e substancias que interferem nas propriedades organolépticas

da dgua.”

Os parametros bioldgicos se tornaram mais populares e sofisticados nos ultimos
30 anos, principalmente quanto a identificagdo de invertebrados. Mas para obter melhor
resultado a identificagdo ¢ em nivel de espécie, e o processo acaba se tornando muito
caro ¢ demorado, pois exige pessoal especializado. Além disso, para uma melhor
exatiddo das métricas de peixe, por exemplo, ¢ necessario aumentar a area de pesquisa,
o que pode tornar-se inviavel visto que pde limitagdes praticas quanto a equipamentos e

mao de obra, colocando novamente em questdo o custo.

Outra desvantagem dos parametros convencionais ¢ que a amostragem pontual
pode nao refletir com precisdo a saude do ecossistema em estudo, tal como condi¢des
fisicas e quimicas subjacentes na area pesquisada, como por exemplo, o uso de
pesticidas numa 4rea agricola préxima ao corpo hidrico em estudo um dia antes da
coleta (ROLEY et al. 2014). Portanto, ¢ fundamental usarmos uma técnica capaz de
determinar tais lapsos de tempo o suficiente para caracterizar com precisao a saude do

corpo hidrico, tal como o uso de biofilmes bentonicos.

5. BIOFILMES BENTONICOS

Os biofilmes sdo micro ecossistemas de comunidades microbianas estruturadas
de organismos autotréficos (diatoméceas, algas e cianobactérias verdes) e heterotroficos
(bactérias, fungos, protozodarios) incorporados numa matriz polimérica interagindo de

maneira complexa. Sao componentes de suma importdncia para a captacao,
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armazenamento e ciclagem de carbono, nitrogénio e fésforo bem como sdo transdutores

de energia e de matéria organica a niveis tréficos mais elevados (PROIA, 2012).

Essas estruturas microbianas sdo diretamente influenciadas por fatores fisicos,
tais como temperatura, penetragdo de luminosidade e fluxo da dgua, e fatores quimicos,
como pH e disponibilidade de nutrientes. (SABATER, 2007). Logo, o grau de
agregacao do biofilme estd diretamente relacionado & quantidade de nutrientes
disponiveis no sistema aquatico para que haja a replicacdo celular, j4 em ambientes

extremamente oligotroficos somente os organismos mais resistentes sobrevivem.

As comunidades dos biofilmes sustentam o bom funcionamento do ecossistema
por contribuir para 0 mecanismo de absor¢do de nutrientes organicos e inorganicos, e
retencao (herbicidas e metais pesados entre outros), que leva a autodepuracao, ou seja,
estende-se a processos de purificacdo de agua. Portanto, por interagir rapidamente com
essas substancias dissolvidas por conta de seu pequeno tamanho, rapido crescimento,
alta riqueza de espécies e grande variedade fisioldgica, os organismos formados nos
biofilmes podem ser utilizados como bioindicadores de um ecossistema degradado bem

como bons indicadores de alerta precoce (PROIA, 2012).

6. BACTERIAS COMO BIOINDICADORAS

Entre as comunidades microbianas que podem ser usadas como bioindicadoras
estao as bactérias oxidantes de amonia que fazem parte do processo de nitrificagdo que ¢
a oxidagcdo da amodnia a nitrito e nitrito a nitrato, exercendo um papel de extrema
importancia para o equilibrio do ecossistema, pois elevadas concentragdes de N podem

causar eutrofizac¢do nos corpos hidricos (GOUVEIA, 2013).

Outras caracteristicas que fazem das bactérias 6timas bioindicadoras ¢ o fato de
elas serem ubiquas, ou seja, estdo presentes em todo lugar dentro dos corpos hidricos,
seja na agua ou nos sedimentos e respondem rapidamente as mudancgas ambientais

devido ao seu rapido ciclo de vida (CHAPMAN, 1996).

Os avangos recentes em técnicas de sequenciamento do marcador molecular 16S
rRNA, um gene universal que permite construir um esbogo da arvore filogenética de

bactérias baseada nas suas relagdes genotipicas (YOUNG, 1992), cuja similaridade
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entre as sequéncias indica uma origem comum de genes correspondentes (VARUZZA,
L., 2013), nos proporcionam um quadro detalhado da estrutura das comunidades
bacterianas em ecossistemas hidricos complexos, possibilitando detectar possiveis

mudancgas ambientais (MUYZER & SMALLA, 1998).

7. AVANCOS NO BIOMONITORAMENTO

Biomonitoramento pode ser definido como a avaliagdo das mudangas ocorridas
no ambiente, principalmente por acdes antropogénicas, através do uso sistematico de
organismos vivos (MATTHEWS et al., 1982), que por sua vez, fazem o papel de

bioindicadores por sua sensibilidade, tolerancia ou resisténcia a varios parametros.

No decorrer de décadas foram desenvolvidas vérias metodologias de avaliagdo
com diversos organismos, desde bactérias, fungos e protozoarios a peixes, macrofitas
aquaticas e macroinvertebrados, sendo este ultimo o mais amplamente utilizado em

varios paises.

Dentre essas metodologias destacam-se o sistema saprético desenvolvido por
Kolkwitz & Marsson (1909), em que a avaliagdo se concentra na abundancia dos
organismos resistentes no ambiente. No entanto, esses mesmos organismos sao
encontrados em grandes quantidades também em sistemas integros, de modo que se
passou a considerar a abundancia dos organismos sensiveis a poluicdo o método mais

eficiente para a avaliagdo ambiental.

Virios indices bidticos surgiram e foram testados tendo em destaque o
Biological Monitoring Working Party score system (BMWP) criado na Gra-Bretanha
em 1976 e posteriormente revisado, que considera os macroinvertebrados identificados
ao nivel taxondmico de familia, atribuindo valores baseados em sua sensibilidade aos

poluentes.

Modelos preventivos também foram criados, tais como RIVPACS (River
Invertebrate Prediction And Classification System) e AusRivAS (Australian Rivers
Assessment System) que sao sistemas de previsdo utilizados para avaliar a saude

biologica dos sistemas hidricos. Esses modelos avaliam as variaveis ambientais
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associadas as comunidades esperadas, ou seja, prevem o que pode acontecer com a

fauna de macroinvertebrados aquaticos em um local na auséncia de estresse ambiental.

Além dessas abordagens quantitativas passou-se a dar énfase em abordagens
qualitativas através de protocolos de avaliagdo rapida da qualidade da 4gua, PAR (Rapid
Assessment Approaches) em que uma ou mais medidas bioindicadoras podem ser
utilizadas tendo como referéncia um local com excelente qualidade ambiental (BUSS et

al., 2003).

No entanto a aplicabilidade de qualquer desses métodos implica num enorme
esforco de coleta e andlise em grande escala além de ser monetariamente inviavel.
Assim a precisdo métrica deve ser pesada contra as restrigdes or¢amentais, € 0 campo
emergente da metagenOmica vem ao encontro para resolver esse trade-off entre a
precisao e o custo. Com a tecnologia avancgada, atualmente o uso de sequenciamento de
DNA de nova geragdo vem sendo largamente usado por suprir essas necessidades de

maneira rapida e mais economica.

8. GERACOES DE SEQUENCIADORES

Os sequenciadores de DNA (4cido desoxirribonucléico) foram uma grande
revolugdo no campo da genética. Sao equipamentos que fazem a leitura de amostras de
DNA e geram arquivos eletronicos representando as bases nitrogenadas (A, C, G, T) da
amostra. A primeira geracdo de sequenciadores comeca com a determinacdo de cadeia
de Sanger em 1977 seguido pelo lancamento do primeiro sequenciador automatico (ABI

370) em 1996 e o sequenciador de eletroforese capilar (ABI 3700) em 1988.

Em 2005 surgiu a proxima geracdo NGS (Next-Generation Sequencing) com o
sequenciador em sintese que aumentou cerca de cem vezes mais o resultado obtido pelo
método de Sanger com o objetivo de acelerar e baixar o custo do processo de
sequenciamento (VARUZZA, L. 2013). Dentre os novos métodos estdo as plataformas

454 da Life Science, lllumina e SOLiD da Applied Biosystems (DE SOUSA, 2009)

A terceira geragao aparece com um novo método de decodificacdo do DNA que
nao exige amplifica¢ao e fornecendo maior precisdo dos dados, a nova tecnologia Single

Molecule Real Time (SMRT) com as plataformas lon Torrent (PGM) iniciando a era
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dos sequenciadores pos-luz por usar um semicondutor com sistema de deteccdo de base

(PINHEIRO, 2015).

Conforme previsdio do NHG (National Human Genome), as plataformas de
sequenciamento de nova geracdo sdo uma alternativa poderosa para estudos de
genOmica estrutural e funcional com previsao de um aumento dindmico na natureza dos

dados de sequéncias geradas e dos custos associados para os proximos anos.

Para além da utilizacdo dos avangos da tecnologia em sequenciar comunidades
bacterianas de biofilmes para biomonitoramento, conjugar a analise de escalas do uso e
ocupacdo do solo fornece pardmetros de como esses microorganismos estdo sendo

influenciados por alteragdes na paisagem da bacia que drena os rios e corregos.

8. PAISAGENS E SUA INFLUENCIA SOBRE A QUALIDADE DA
AGUA

8.1. Estrutura da Paisagem

Turner & Gardner (1989) definem paisagem como uma &rea espacialmente

heterogénia cujas caracteristicas devem ser consideradas: estrutura, funcao e alteragdes.

e Estrutura: a estrutura da paisagem ¢ composta pelos elementos: fragmento,
matriz e corredor. Deve ser caracterizada e ter seus padrdes definidos com base
na sua configuracdo (distribuicdo fisica ou caracterizacdo dos elementos na
paisagem levando em consideragdo a localizagdo, o grau de isolamento e sua
vizinhanga) e composicdo (presenca ou auséncia dos elementos na paisagem
considerando a variedade e abundancia).

e Funcdo: toda interagdo entre os elementos espaciais, ou seja, os fluxos de
energia, materiais e organismos que compdem 0s ecossistemas.

e Alteragdes: toda alteracdo na estrutura da paisagem e na fun¢do do mosaico

ecoldgico em fungao do tempo.

Logo, quantificar a estrutura da paisagem esta diretamente relacionado ao estudo

da fungdo e das alteracdes da mesma (MCGARIGAL & MARKS, 1995; VALENTE R.

20



D. O. A., 2001). Portanto, avaliar as mudancas na estrutura da paisagem, que na maioria
das vezes ¢ antropogénica, nos fornece informagdes importantes ao planejamento, a
conservagao e a preservacao da qualidade da 4gua em torno desses ecossistemas (LANG

et al., 2009).

9. SOLO E SUA INFLUENCIA SOBRE A QUALIDADE DA AGUA

9.1. Infiltracao

O tipo de solo, além de influenciar o armazenamento de 4guas subterraneas,
regime de nascentes e cursos d’agua, pode alterar significativamente a qualidade e
quantidade de agua nesses ecossistemas. Visto que o solo funciona como um
reservatorio dinamico de agua cuja infiltragdo afeta de maneira direta os corpos
hidricos, a identificacao do tipo de solo deve ser analisada como corpos tridimensionais

juntamente com sua profundidade e relevo (MENEZES et al., 2009).

O processo de infiltragdo depende de diversos fatores, tais como: porosidade,
umidade, atividade bioldgica, cobertura vegetal, rugosidade superficial e declividade do

terreno, dentre outras (SOBRINHO et al., 2003).

Segundo Lepsch (2016), a retengdo de dgua no solo depende de sua textura e

estrutura:

e Textura: ¢ definida pela distribuigdo das particulas (REINERT & REICHERT,
2006), ou seja, depende do tipo de solo para retencdo de agua. Por exemplo,
solos argilosos ricos em humus ret€ém maior teor de 4gua que os arenosos com
menos humus, de modo que, dependendo do tipo de solo, maior ou menor sera a

capacidade de reten¢do de agua;

e Estrutura: ¢ definida pelo arranjo das particulas (poros pequenos, médios e
grandes) em agregados do solo. Ou seja, o tipo de agregado presente num solo

determina o tipo de estrutura do solo (REINERT & REICHERT, 2006).
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9.2. Declividade

Diversos fatores podem influenciar a qualidade da 4gua nas bacias hidrogréaficas,
tais como o clima, a cobertura vegetal, geologia, uso e manejo do solo e a topografia,

tais como a declividade (VAZHEMIN, 1972; PEREIRA, 1997).

A declividade estd fortemente relacionada com a erosdao, que ¢ a forma mais
prejudicial de degradacao do solo. Quanto maior a declividade maior a erosao hidrica e
consequentemente maiores as perdas de solo por que aumentam o volume e velocidade
da enxurrada. Esse processo aumenta o transporte de particulas de solo provocando
assoreamento dos corpos hidricos e afetando a qualidade e quantidade de agua desses

ecossistemas (ANTUNES & PERICLES, 1969).

9.3. Composicao e Uso de Solo

O uso do solo pode ser definido como atividades antrdpicas relacionadas
diretamente com a terra (IBGE, 2013), de modo que o levantamento do uso e ocupagao
do solo para analisar os efeitos que sua utilizacdo desordenada tem causado ao meio

ambiente ¢ de suma importancia.

As atividades e ocupacdo do solo mudam drasticamente a paisagem,
modificando a integridade dos ecossistemas hidricos, o habitat local e a diversidade
bioldgica que neles habitam (DOLEDEC et al., 2011), sendo assim, os padrdes de uso
do solo influenciam os processos fundamentais das bacias hidrograficas em escalas

temporais e espaciais (ALLAN, 2004).

Cada vez mais investigadores reconhecem a necessidade de estabelecer relacdes
entre 0 uso do solo e indicadores de satide nos sistemas hidricos (ALLAN, 2004;
TOWNSEND et al. 2003). Portanto, torna-se necessario avaliar as tendéncias desses
fluxos por estabelecer como os impactos do uso de solo gerados se relacionam com a
composi¢ao das comunidades dos corregos e os fatores fisicos medidos em escala de
paisagem (ALLAN, 2004; DOLEDEC, et al., 2011), servindo como ferramenta

importante na orientacdo de tomada de decisdes (IBGE, 2013).
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10. JUSTIFICATIVA

Muitos poluentes estdo sendo langados nos sistemas hidricos por agdes
antropogénicas provocando impactos negativos. Estas agdes causam alteragdes
significativas e muitas vezes irrecuperaveis nos ecossistemas aquaticos, entre as quais
podemos destacar: efeitos fisicos, mudangas bidticas e mudangas ecoldgicas

(BRENDOLAN, 2003).

Direta ou indiretamente, as propriedades dos ecossistemas hidricos sdo alteradas
pelo uso do solo, como agricultura, agropecudria, urbaniza¢ao entre outros, aumentando
concentragdes de nutrientes que podem ser intoleraveis para muitas espécies aquaticas e

principalmente pondo em risco a saude humana.

A tecnologia atual para o monitoramento da qualidade da 4dgua ¢ baseada em
métodos de amostragem e de frequentes culturas em laboratorios que sdo demoradas e
ndo permitem um processo de tomada de decisdo rapida, de modo que devemos buscar
uma metodologia eficaz e eficiente, capaz de nos dar informagdes a respeito de como as
comunidades microbianas podem responder a essas alteragoes nas propriedades de fluxo
do ecossistema. A aplicagdo do biomonitoramento como a utilizagdo de métodos
baseados em PCR e sequenciamento de DNA sdo estratégias que contribuem para a

reducdo de custos, o aumento da eficiéncia de andlise e a simplificagdo dos resultados.

Usando como referéncia os recentes avangos em tecnologias de Next-Generation
Sequencing (NGS) e iniciativas moleculares de identificacdo de biodiversidade em larga
escala, tais como a Tree of Life, a Encyclopedia of Life e o Barcode of Life, este projeto
visa coletar dados que servirdo para avaliar as consequéncias de a¢des antropogénicas e
como biocontrole usando estratégias mitigadoras de futuros impactos na regido
estudada. Essa tecnologia também possibilita desenvolver uma metodologia de anélise
de qualidade de agua por identificar a biodiversidade de bactérias bentonicas de dgua

saudavel e adulterada, com e sem APPs, baseados nos resultados do NGS.

Até o momento existem poucos estudos sobre como as comunidades bacterianas,
em especial as bactérias oxidantes de amoénia que fazem parte do processo de
nitrificagdo, exercem um papel de extrema importidncia para o equilibrio do
ecossistema, pois elevadas concentragdes de N podem causar eutrofizagdo nos corpos

hidricos (GOUVEIA, 2013). Portanto, as bactérias podem nos dar um diagnostico da

23



saude da agua doce, o que justifica usarmos esses microrganismos como descritores
sensiveis da condicao ecoldgica desse ecossistema hidrico por identificar como o uso de

solo e o grau das agdes antropicas estdo afetando essas comunidades.

11. OBJETIVOS

11.1. Objetivo Geral

Comparar a comunidade bacteriana entre bacias hidrograficas com diferentes
composigoes e configuragdes de paisagem, ¢ avaliar o uso desses microorganismos

como bioindicadores da qualidade da 4gua nas bacias em torno da Represa de Caconde.

11.2. Objetivos Especificos

e Analisar a diversidade das comunidades bacterianas;

e Testar o impacto de diferentes coberturas de solo (e.g. agricultura, floresta,
pasto, eucalipto, urbana, rios e lagos) na composi¢do do biofilme bentonico

usando “armadilhas” de baixo custo.

® Desenvolver uma metodologia de avaliacdo da qualidade de 4gua utilizando

Next-Generation Sequencing (NGS).
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CAPITULO II

BIOFILMES BACTERIANOS COMO INDICADORES DOS
EFEITOS DO USO DO SOLO SOBRE OS ECOSSISTEMAS
AQUATICOS NA REGIAO DE CACONDE

12. INTRODUCAO

A necessidade de produzir alimentos em grande escala tem impulsionado a
substitui¢do de mata nativa por terras cultivaveis, pastagens e plantagdes acompanhadas
pelo aumento de consumo de agua e uso de fertilizantes (ANDRIETTI et al., 2016;
FOLEY et. al., 2005; JOHANNSEN et al.,, 2010). Como consequéncias, além da
degradacdo da qualidade da agua pela descarga de muitos poluentes nos sistemas
hidricos, a conversdo da terra gera outras consequéncias, tais como a degradacdo da
qualidade dos solos, cujas mudangas fisicas alteram o fluxo dos corpos hidricos, a perda
da biodiversidade, provocando assim impactos negativos e alteragcdes significativas
muitas vezes irrecuperaveis (FOLEY et. al., 2005; EIDT et al., 2016; BRENDOLAN,
2003; HOLLAND et al., 2004).

A qualidade da 4gua ¢ degradada pelo uso intensivo do solo, e dentre as classes
de uso do solo, a agricultura ¢ a maior responsavel pelo aumento da carga de sedimentos
e do processo de erosdao, lixiviando nutrientes e quimicos agricolas, principalmente
nitrogénio e fosforo para os corpos hidricos (FOLEY et al., 2005; CARPENTER et al.,
1998). Segundo o Relatério da WWF de 2011 com o tema “Florestas Vivas — as
florestas e o clima”, até 2020 cerca de 55,5 milhdes de hectares de ecossistemas naturais
serdo convertidos para a agricultura aumentando a eutrofizagdo, com consequente
degradacdo da qualidade da 4gua juntamente com a extin¢do de espécies, ressaltando a
importancia de monitorar a degradacdo dos ecossistemas aquaticos devido as atividades

humanas nas bacias hidrograficas.

A eutrofizagdo provoca o esgotamento de oxigénio por aumentar a proliferagao
de cianobactérias, inclusive as toxicas, contribuindo para a extingao de espécies e a
produgdo de doencas (FOLEY et al., 2005). Conforme a cobertura da mata ciliar ¢
eliminada, ha um aumento na radiagdo e consequentemente na temperatura da agua,

alterando seus processos fisico-quimicos que juntos podem eliminar a produgdo
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primaria e alterar a estrutura das comunidades aquaticas (MENEZES et al., 2016). A
jungdo desses fatores pode eliminar as espécies sensiveis enquanto as mais resistentes
podem persistir causando uma mudanca na composi¢do das comunidades (BURGOS-

CARABALLO etal., 2014).

Visto que mudancas na paisagem modificam a integridade dos ecossistemas
hidricos, o habitat local e a diversidade bioldgica que neles habitam (DOLEDEC et al.,
2011), podemos afirmar que os padrdoes de uso de solo influenciam nos processos
fundamentais das bacias hidrograficas em escalas temporais e espaciais (ALLAN,
2004). Cada vez mais investigadores reconhecem a necessidade de estabelecer relagdes
entre 0 uso do solo e indicadores de satide nos sistemas hidricos (ALLAN, 2004;
TOWNSEND et al., 2003). Portanto, torna-se necessario avaliar as tendéncias desses
fluxos por estabelecer como os impactos do uso de solo gerados se relacionam com a
composi¢dao das comunidades dos corregos e os fatores fisicos medidos em escala de

paisagem (ALLAN, 2004; DOLEDEC, et al., 2011).

Determinar a satde geral dos rios envolve uma avaliacdo integrada das
condi¢gdes da qualidade da agua, tais como indices quimicos, fisicos e biologicos. Os
indicadores biolégicos oferecem importantes vantagens por representarem condicdes
ambientais ao longo de periodos de tempo, ao passo que os atributos fisicos e quimicos

refletem apenas condi¢des pontuais (CALLISTO et al., 2005; MORENO, et al., 2005).

Muitos estudos centram-se na identificacdo e quantificagdo de
macroinvertebrados para biomonitorar os efeitos antropogénicos nas bacias
hidrograficas (MENDES, 2016). No entanto, como a identificacio ¢ em nivel de
espécie, o processo acaba se tornando muito caro e demorado, pois exige pessoal
especializado. Além disso, em areas assoreadas por causa da erosdo a utilizagdo desses
macroinvertebrados como fonte de informacdo sobre a qualidade de dgua se torna
dificil, pois os sedimentos resultantes do processo de erosdao impedem a formacao de
nichos ecologicos adequados para o desenvolvimento da diversidade dos mesmos
(CALLISTO, et. al., 2005). Sendo assim, ¢ fundamental usarmos uma técnica capaz de
determinar tais lapsos de tempo o suficiente para caracterizar com precisao a saude do

corpo hidrico com menor custo.

Portanto, propomos a aplicagdo de um biomonitoramento utilizando biofilmes

bacterianos que contribuem substancialmente para os processos biogeoquimicos
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(BESEMER, 2015), pois sdao componentes de suma importancia para a captagao,
armazenamento e ciclagem de carbono, nitrogénio e fésforo bem como sdo transdutores

de energia e de matéria organica a maiores niveis troficos (PROIA, 2012).

Os biofilmes devem ser vistos como paisagens microbianas que sdo partes
interconectadas da paisagem maior que elas colonizam. Segundo Battin et al. (2007),
“um biofilme em um fluxo ¢ um sistema, mas este sistema também interage com a
paisagem circundante que ¢ formada pelo leito e pela bacia”, de maneira que esses
microorganismos associados com biofilmes de corpos hidricos podem responder

rapidamente as condigdes ambientais ao redor (LEAR, et al., 2012).

Pesquisas indicam os biofilmes bacterianos como bioindicadores confidveis da
qualidade de agua e biomarcadores de alerta precoce de estresse (PROIA, 2012), pois
esses microorganismos sao ubiquos em seus ambientes naturais e desenvolveram

estratégias eficazes por colonizar e crescer em superficies disponiveis, tais como rochas

e sedimentos (LI, et al., 2010; SIMOES, et al., 2007; SZEWZYK. et al., 2000).

O objetivo deste estudo foi analisar a composi¢do e diversidade da comunidade
bacteriana em riachos tropicais e estabelecer sua relagdo com as diferentes composigdes
e configuragdes das bacias e respectivas APPs que drenam esses corpos hidricos para

avaliar a qualidade de agua.

Pesquisas recentes demonstraram a eficiéncia das técnicas moleculares na
melhoria das resolugdes taxonOmicas e na deteccdo da diversidade genética na
biomonitorizagdo dos rios (LI, et al., 2010; BURGOS-CARABALLO et al., 2014).
Portanto, fizemos uso de sequenciamento metagendmico como estratégia que contribui
para a redugdo de custos, o aumento da eficiéncia de analise e a simplificagdo dos

resultados.
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13. METODOLOGIA

13.1. Area de Estudo

A regido de estudo esta inserida na Bacia Hidrografica do rio Pardo a nordeste
do estado de Sao Paulo abrangendo parcialmente os municipios de Caconde, Botelhos,

Divinolandia e Pogos de Caldas em torno da Represa Caconde (Figura 1).
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Figura 1: Mapa de uso de solo da regido de Caconde com os 31 pontos amostrais.

13.1.1. Caconde

O municipio de Caconde esta situado na divisa com o Estado de Minas Gerais a
nordeste do Estado de Sao Paulo. A cidade estd situada numa latitude média de 860

metros com as coordenadas geograficas 21° 31' 44" S 46° 38' 38" O, localizado no
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bioma da Mata Atlantica, com areas de cerrado, reflorestamento e vegetagao secundaria,

tendo uma temperatura média anual de 20°C.

Sua populacao estimada em 2015 era de 18.976 e sua area de unidade territorial
¢ de 468.215 Km? tendo como limites sete municipios: Botelhos, Cabo Verde,
Divinolandia, Muzambinho, Pocos de Caldas, Tapiratiba e Sao José do Rio Pardo. Esté

banhado pelos rios Bom Jesus, Pardo, Sao Jodo e Sao Miguel.

A atividade economica da regido ¢ predominantemente agropecuaria, além do
cultivo de café por pequenas e médias propriedades. Sua atividade industrial ¢ pequena,

centrada na area de confeccdo e atividades ligadas ao agronegdcio.

Caconde ¢ uma Estancia Climatica situada entre montanhas, margeada pelo Rio
Pardo com alto potencial turistico por ser privilegiada pelo seu clima, pela rara beleza
de suas paisagens e pelos seus atrativos naturais, como o lago de sua represa, rios e
riachos com desniveis geograficos que proporcionam esportes de aventura, turismo

ecoldgico e contemplativo.

13.1.2. Geomorfologia

Geologicamente a cidade de Caconde esté inserida no Planalto Atlantico na faixa
orogénica com litologias de rochas cristalinas pré-cambrianas, cortadas por rochas

intrusivas basicas e alcalinas mesozodico-terciarias (DIAS, 2010).

Por ser uma regido de solos predominantemente argilosos e ligeiramente
latossolos, hd a formacdo de ambientes pedogé€nicos com a tendéncia a ocorrer
ambientes redutores com a formagdo de cristais de goethita (a-FeOOH) pertencente ao

grupo de 6xido de ferro (MORAES, 2008).

A goethita ¢ encontrada na superficie dos horizontes do solo proximo ao
material de origem, sendo assim, ¢ o primeiro mineral a se formar no comego do
processo pedogénico preferencialmente em ambientes onde as condigdes climaticas sao

umidas, em solos com baixo pH e presenca de matéria organica (SILVA, 2016).

O municipio de Pocos de Caldas esta situado no planalto eliptico com solos de

caracteristicas geoldgicas diversas, na sua maioria argilosos com poucas ocorréncias de
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arenitos, presenca de jazidas de bauxita, argila refrataria, minérios ferrosos, ndo ferrosos
e radioativos, motivo pelo qual Pogos de Caldas abriga varias empresas mineradoras de

grande, médio e pequeno porte.

Segundo Setzer, a rocha predominante na regido de estudo ¢ a gnaisse com
granulometria média e grossa de cores claras, alto teor de feldspato cinzento claro
levemente roseo, baixo teor de quartzo e teor normal de biotita gerando um solo de

baixa acidez e rico em célcio, magnésio e potassio (SETZER, 1956).

13.1.3. Usina Graminha — Represa Caconde

A construcdo da Usina Graminha no rio Pardo, sob a administracio da AES
Tieté, cujo nome atual ¢ Represa Caconde, gerou um reservatorio de cerca de 30 km?
cercado pelas montanhas remanescentes do complexo da Mantiqueira (DE AMORIM,

2003).

13.1.4. AES Tieté

Atuando desde 1999, a AES Tieté estd entre as maiores companhias privadas de
geragdo de energia elétrica do Brasil composta de nove usinas hidrelétricas (Agua
Vermelha, Bariri, Barra Bonita, Caconde, Euclides da Cunha, Ibitinga, Limoeiro, Nova
Avanhandava, Promissdo) e trés pequenas centrais hidrelétricas (Mogi-Guagu, Sao José,

Sao Joaquim).

AES Tieté ¢ responsavel pela manutengdo e preservacao das areas marginais ao
redor dos reservatorios, as bordas, que incluem as areas de preservacao permanente

(APPs) estabelecidas na nova lei florestal.

A empresa vem realizando varios projetos de Pesquisa e Desenvolvimento
(P&D) no que tange a gestao dos reservatorios, incluindo a restauracao florestal que
além dos beneficios ao ecossistema local e a regulacao do clima, ajuda a conter os

assoreamentos € aumentar a vida util dos reservatorios.
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13.2. Amostragem dos Biofilmes

Neste estudo, usamos biofilmes para avaliar a diversidade bacteriana de 31
riachos localizados da jusante & montante da represa de Caconde através do uso do solo

no més de agosto de 2014.

Como nossa area de pesquisa foi realizada no més de menor precipitagao do ano,
portanto, com pouca agua € numa area sem pedras, optamos por confeccionar moore
swabs que ficaram submersos durante 30 dias nos rios e riachos com a finalidade de
formarem um biofilme bacteriano para posterior andlise. Usamos como material de
aderéncia para os microorganismos moore swabs confeccionados com 20 cm de atadura
de crepom, enrolada com isopor em uma das extremidades, atada a um tijolo na outra e

colocadas nos 31 pontos em estudo.

Como parametros para a colocagdo dos moore swabs foram avaliados o nivel
ndo muito raso dos riachos, areas com média irradiacdo solar e a acessibilidade dos

riachos, principalmente sua proximidade das estradas.

Depois de incubados durante 30 dias, efetuamos a coleta retirando o isopor, de
maneira que somente a parte do meio do moore swab fosse colocada em etanol absoluto

em um tubo falcon estéril com capacidade maxima de 50 ml e enviado para laboratorio.

13.3. Extracao de DNA e PCR

Os tubos falcon de 50 ml contendo os esfregagos de moore swab e o etanol
foram encaminhados ao laboratorio e armazenados a -20 °© C durante ndo mais de uma
semana até a extragdo de DNA. Inicialmente, os componentes do biofilme foram
deslocados fisicamente dos moore swabs, o tubo entdo foi agitado no agitador modelo
Genie II durante 20 minutos. A mistura resultante (etanol e detritos) foi filtrada
utilizando um crivo de I mm. O papel e o conteudo filtrado foram macerados utilizando
um agitador de lise modelo Savant FastPrep na velocidade maxima durante 20
segundos. O produto macerado foi entdo submetido a extragdo de DNA com o kit para

solo Macherey-Nagel NucleoSpin seguindo as instrugdes do fabricante.

As reagdes de PCR foram realizadas utilizando iniciadores especificos de

bactérias. As sequéncias iniciadoras para as reagdes de amplificagdo foram as seguintes:

31



e 27F 454A 5'-CGT ATC GCCTCC CTC GCGCCA TCA GNNNNNNNNAGA
GTTTGATCMTGG CTC AG-3'e

e 338R 454B5'-CTA TGCGCCTTGCCAGCCCGC TCA
GGCTGCCTCCCGTAGGAG T-3.

Os 454 iniciadores de fusdo A e B estdo sublinhados nos iniciadores direto e
reverso. Os nucleotideos codificadores de MID, cujo mecanismo permite ligar as
informacdes do sistema de marcacdo as informagdes da sequéncia de interesse, foram
indicados por Ns. Todas as reagdes de PCR foram realizadas em triplicatas e reunidas

para minimizar a variabilidade do PCR.

Um controle negativo foi incluido sem adicionar qualquer modelo. Para cada
um, uma reagdo de PCR de 25 pL foi realizada usando o sistema de PCR Promega’s

GoTaq (https://www.promega.com.br/resources/protocols/product-information-sheets/g/gotaqg-

dna-polymerase-m300-protocol).

As reagoes incluiram 1 uLL de molde de DNA, 0,2 mM de iniciadores diretos e
reversos, 1x tampao de PCR, MgCl2 1,5 mM, mistura de dNTP 0,1 mM e 1 unidade de
polimerase Taq. As configuragdes do termociclador para a PCR inicial incluiram um
passo de desnaturacao de 10 minutos a 95 © C seguido de 30 ciclos de 94 ° C durante 20
segundos, 50 ° C durante 30 segundos e 72 ° C durante 40 segundos. Foi entao realizado
um passo de alongamento a 72 ° C durante 7 minutos. A eficiéncia das reagdes ¢ a
auséncia de contamina¢do nos controles negativos foram verificadas por electroforese

dos produtos de PCR num gel de agarose a 1%, coloracdo com brometo de etidio.

As concentracdes de Amplicon foram medidas usando um fluorimetro Qubit
(Thermo Fisher Scientific) e as concentragdes equimolares de cada amostra foram
reunidas, purificadas utilizando o QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Alemanha).
Os produtos limpos foram sequenciados na dire¢do 5'-3' numa placa 1/8 de uma
maquina modelo 454 Life Sciences Genome Sequencer FLX, marca Roche, utilizando

as instalacdes Macrogen na Coreia do Sul.
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13.4. Analise de Dados

13.4.1. Filtragem de qualidade

As sequéncias menores que 250 bases nitrogenadas (incluindo MID e primers
iniciadores) foram removidas para posteriores analises. Em seguida, todos os MIDs
perfeitos e os primers reversos foram demultiplexados correspondentes do conjunto de
dados. Posteriormente, alinhamos todas as sequéncias usando o servidor Mafft

(http://mafft.cbrc.jp/alignment/server). No alinhamento resultante, as colunas que

contém os iniciadores diretos e reversos foram removidas, e as sequéncias restantes

passaram para o agrupamento OTU.
13.4.2. Out-clustering e atribuicao

O programa USEARCH v. 8.1.1861 foi utilizado para identificar quimeras e
leituras filtradas de qualidade dos clusters como no pipeline genérico sugerido pelo

autor (http://drive5.com/usearch/manual/upp_454.html). Foi adotado um corte de

similaridade de OTU de 97% para agrupar as leituras iniciais e as OTUs resultantes
foram atribuidas a acertos bacterianos utilizando o banco de dados SILVA

(https://www.arb-silva.de).

13.5. Parametros fisico-quimicos

Para as analises fisico-quimicas coletamos 500 ml de 4gua em frascos plasticos
para cada um dos 31 pontos de amostragem e efetuamos as medigdes utilizando um
estojo portatil denominado Alfakit. Esse estojo ¢ acompanhado por um manual de
instrucdes, frascos, reagentes € outros materiais que determinam diversas variaveis
fisico-quimicas com precisdo tornando a metodologia uma ferramenta auxiliar na

avaliacdo da qualidade da 4gua (HERMES, 2004).

Os métodos usados através do Alfakit foram colorimetria, que ¢ baseado na
leitura da intensidade da cor com a finalidade de determinar a concentracdo do
componente de interesse da amostra e volumetria, que faz a leitura através de titulagao.

Mensuramos os pardmetros conforme os valores de referéncia do Alfakit na Tabela 1.
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Tabela 1: Valores de referéncia do Alfakit

PARAMETROS VALORES DE REFERENCIA UNIDADES

Potencial hidrogenionico  Entre 6,9 2 9,0

Alcanilidade Total Resolucgdo de 4 mg L' CaCoO;
Ferro Entre 0,25-0,50-1,0-1,5-2,0-3,0-4,0-5,0 mg L' Fe
Fosfato Entre 0,0-0,75-1,0-1,5-1,75-2,0-2,5-3,0 mg L PO,
Nitrogénio Amoniacal Entre 0,0-0,10-0,25-0,50-1,0-2,0-3,0 mg L' N-NH;
Nitrogénio Nitrato Entre 0,10-0,30-0,50-0,70-1,0-2,5 mg L' N-NO;
Nitrogénio Nitrito Entre 0,01-0,03-0,05-0,10-0,20-0,30-0,50 mg L' N-NO,
Sulfeto Entre 0,01-0,03-0,05-0,10-0,20-0,30-0,50 mgL" S*

Fonte: Adaptada http://www.alfakit.ind.br/kit-colorimetrico-agua-doce-e-solo-cod-2298/1/ acesso
16/12/16

13.6. Uso de Solo

Para determinar a relagdo entre o uso do solo e a qualidade da 4gua, definimos
31 pontos de coletas, a partir dos quais o uso do solo foi mapeado e quantificado nas
areas a montante. Essas areas foram divididas em duas categorias: a que englobava toda
a area de contribuicdo a montante aos pontos de coleta e as que s6 consideravam as
APPs. Para definir a escala de influéncia, essas duas categorias ainda foram divididas de
acordo com a distancia do ponto de coleta, de 50, 100, 200, 500, 1.000, 2.000, 5.000 e

10.000 metros. Todo o processo seguiu as seguintes etapas:

Determinac¢ao dos Pontos de Coleta

Com o uso do sistema de posicionamento global (GPS), marcamos em campo as
coordenadas de cada um dos 31 pontos de coleta que foram sobrepostos a0 mapa da
regido em estudo para serem classificados, delineados e digitalizados usando as

ferramentas do SIG.

Delimitacio das Bacias Hidrograficas e das APPs

Um modelo digital de elevagdo, com 30 metros de resolucdo foi usado para

extrair os atributos fisicos de cada local de captagdo. Utilizamos os pontos de coleta

34



como referéncia juntamente com a direcao de fluxo para delinear as bacias e sub-bacias

de cada fluxo, extraindo assim somente as areas das bacias.

Com base na interpreta¢do das imagens de alta resolugdo, a rede hidrografica foi
mapeada por digitalizacdo, cobrindo as bacias estudadas. Para definir as areas de
Preservacdo Permanentes foram gerados buffers de 50 metros de raio em torno das
nascentes, ¢ ao longo das margens dos rios buffers de 30 metros conforme medidas
estipuladas pela atual Legislagdo (Lei Florestal N° 12.651 de 25 de maio de 2012,
Capitulo II - Art. 4°).

Classificacao do Uso do Solo e Criacao das Faixas de Distancias

Imagens de satélite WordView-2 da regido estudada, disponiveis na base de
dados do ArcGIS, com 0,5 m de resolugdo de 2012 foram usadas para classificar os sete
tipos principais de uso de solo: café, eucalipto, florestas, lagos, pasto e urbano através

de interpretagao visual dessas imagens.

Para verificar o efeito da escala espacial para cada ponto amostral foram criados
os buffers com distancias de 50, 100, 200, 500, 1000, 2.000, 5.000 ¢ 10.000 metros para

cada bacia individualmente.

14. ANALISES ESTATISTICAS

O conjunto de comandos em MOTHUR v.1.36.1 (Schloss, et al., 2009) foi
utilizado para derivar estimativas de membros da comunidade e estrutura da
comunidade. Este ultimo foi expresso utilizando trés indices: distancia de Bray-Curtis,

distancia euclidiana e para uma comparac¢ao baseada em filogenia usando UNIFRAC.

A adesdo a comunidade foi calculada usando comandos que geraram os indices
Jaccard (jclasscommand) e Euclidean (memeuclidean), que resultam no indice de

Jaccard e distancias euclidianas entre duas comunidades, respectivamente.

As fungdes de escalonamento multidimensionais ndo métricos (NMDS) foram

utilizadas para explorar as interagdes significativas entre as varias matrizes de distancia
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de diversidade beta ¢ OTU individuais, bem como os parametros quimicos medidos em

cada ponto de coleta.

Em todas as estimativas MOTHUR da diversidade alfa e beta, a reamostragem
foi utilizada para minimizar o impacto de tamanhos de amostras diferentes. A média
dessas reamostragens foi utilizada em calculos posteriores. Em todos os casos em que
uma estatistica foi derivada de comparagdes multiplas, uma correcdo de Bonferroni foi

aplicada aos valores de significancia.

14.1. Iindices da Diversidade Alfa

Com o objetivo de entender melhor a relagdo das bactérias com o uso de solo,
estimamos os seguintes indices de biodiversidade alfa: o indice de Shannon (H) e o
indice de Simpson para medir a diversidade, o indice de Pielou (J) para medir a
equabilidade (diversidade/riqueza), para medir a riqueza o indice de Riqueza (S) e o

indice Chao, e o indice diversidade de filogenética.

No indice de riqueza, que fornece o nimero de espécies numa dada area, as
espécies raras tem o mesmo peso de espécies comuns. No indice de Shannon cujo peso
¢ intermediario entre espécies raras € comuns, quanto maior o valor de H, maior ¢ a
diversidade. No caso do indice de Simpson que expressa a domindncia de espécies, o
peso de espécies raras ¢ pequeno e seu valor estimado varia de 0 a 1, e quanto maior o
valor, maior a probabilidade de os individuos serem da mesma espécie, ou seja, maior

dominancia e menor a diversidade (MELO, A. S., 2008).

Quando ndo ¢ possivel inventariar a comunidade inteira, o indice de Shannon ¢
utilizado para amostrar aleatoriamente as espécies de uma comunidade ou
subcomunidade. O indice de Simpson além de considerar o niimero de espécies € o
numero total de individuos, fornece a propor¢ao do total de ocorréncia de cada espécie.
De modo que o indice de Shannon enfatiza o componente de riqueza da diversidade,
enquanto que o indice de Simpson enfatiza o componente de uniformidade (MARTINS

et al., 1999).

Ja o indice de equabilidade de Pielou, que refere-se ao padrao de distribuigcdo

dos individuos entre as espécies, calcula a dominancia ecoldgica da comunidade de
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espécies cujo valor varia de 0 a 1, onde o valor méximo indica auséncia de dominancia
(PIELOU, 1966). O indice de Chao estima a riqueza total utilizando os dados de
utilizagdo presenca-auséncia, ou seja, o nimero de espécies representadas por apenas
um individuo nas amostras, ¢ o nimero de espécies com apenas dois individuos nas
amostras (CHAO, A., 1984). A diversidade filogenética ¢ uma medida da diversidade
de uma comunidade que incorpora as relagdes filogenéticas das espécies

(CIANCIARUSO et al., 2009).

14.2. Indices da Diversidade Beta

Com o objetivo de obtermos as estimativas de diversidade beta, isto €, a variagao
na composicdo da comunidade bacteriana entre comunidades em locais diferentes,
utilizamos o programa MOTHUR v.1.36.1 tanto para a Community Membership que
leva em conta a abundancia de espécies, como para Community Structure que considera

a presenca ou auséncia de espécies (SCHLOSS et al., 2009).

Fizemos testes de Mantel comparando a distancia de dois tipos de diversidade
beta Membership e dois tipos de diversidade beta Structure entre os pontos amostrados,

ambos utilizando medidas de distancia espacial (ar) e geografica (rios).

Para a Community Structure calculamos o indice de abundancia de Bray-Curtis
(BRAY & CURTIS, 1957) que expressa uma propor¢do de similaridade ou
dissimilaridade (distancia) na “abundancia das espécies”, e o UNIFRAC weighted
incorpora cada comprimento de ramo da arvore filogenética e os pondera de acordo com
a “abundancia proporcional das duas amostras”, cujos taxons de baixa abundancia tém
um peso muito menor € por isso terdo um menor impacto sobre a distancia total relatada

pela métrica.

A Community Membership foi estimada usando o indice de similaridade de
Jaccard e o indice UNIFRAC unweighted. O indice de Jaccard permite a avaliagdo da
similaridade na diversidade de espécies entre as areas amostradas e o indice UNIFRAC
unweighted ¢ calculado com base na presenga ou auséncia de contagens para cada ramo

na arvore filogenética, quando comparadas duas amostras.
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Para verificarmos se existe influéncia da distancia geografica e espacial entre as
areas amostradas, realizamos testes de correlagdo entre matrizes de distancia e de
diversidade beta mais significativo utilizando software estatistico R na versao 3.2.3 com

a ajuda do pacote Vegan.

Na andlise de agrupamento, utilizada para verificar a formagao de grupos de
espécies entre comunidades, os cladogramas de similaridade das matrizes dos OTUs
sequenciados dos pontos amostrais usando os métodos de diversidade beta foram
gerados através do programa FigTree V1.4.3, onde as arvores filogenéticas

(cladogramas) foram visualizadas e editadas.

14.3. Modelos Lineares Generalizados (GLM)

Para verificar o efeito do uso do solo nas APPs e nas bacias hidrograficas sobre a
diversidade de bactérias, sobre a abundancia das 10 bactérias mais comumente
encontradas e sobre as propriedades quimicas da agua, usamos Modelos Lineares

Generalizados (GLM).

Como variaveis explicativas utilizamos a estrutura da paisagem, ou seja, as
porcentagens de florestas e pasto dentro de cada faixa de distdncia das bacias de
drenagem e¢ das APPs e como variaveis respostas as medidas de diversidades da
comunidade bacteriana, as abundancias das bactérias (OTUs) e os parametros fisico-

quimicos.

Utilizamos para o célculo dos indices de diversidade de Simpson, de Pielou e da
riqueza de espécies o pacote Vegan no aplicativo R (versdo 3.2.3, 2015). Para os
Modelos Lineares Generalizados (GML), que envolvem variaveis discretas, como a
medida de riqueza e abundancia de OTUs foram usadas funcdes de ligagcdo log,
assumindo distribui¢des de Poisson. Para os dados de diversidade e concentragdo de

nitrato, usamos a distribui¢do Gaussiana no GML.

Para verificar o efeito da escala sobre as variaveis dependentes, o GLM foi
aplicado usando as diferentes distancias do ponto de coleta (50, 100, 200, 500, 1.000,
2.000, 5.000 e 10.000 metros) tanto nas APPs quanto nas bacias hidrograficas. Como
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os percentuais entre os sete usos de solo foram mais dominantes em florestas e pasto,

usamos os valores desses para fazer as correlagdes com os OTUs.

Para cada distancia foi determinado o valor do coeficiente de determinagdo (R?)
para o0 GLM com distribuicio Gaussiana e do pseudo- R? para o0 GLM com distribuicio
de Poisson. A partir desses valores foi definida qual escala explica melhor a variagao
dos dados nos pontos de coleta, ou conforme sugerido na metodologia de Jackson et al.
(2014) qual “a escala de efeito”, onde a medida da estrutura da paisagem ¢ o preditor e

uma medida ecologica € a resposta.

15. RESULTADOS

Comunidades Bacterianas dos Locais de Coleta

As sequéncias obtidas neste estudo foram submetidas a andlises comparativas
com as sequéncias depositadas no banco genético do NCBI usando a ferramenta Blast

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BIlastSearch) conforme Anexo

E. Foram detectadas sequéncias na sua maioria pertencentes ao filo Proteobacteria

(Tabela 2).

O namero de Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUs) detectadas a 97% de
similaridade foi de 1.924 OTUs dos biofilmes bacterianos amostrados nos pontos do
local de estudo. Dessas sequéncias as dez mais abundantes podem ser observadas na

Tabela 2 e sua relacdo com os biofilmes estdo na Figura 2 e no Anexo A.

Tabela 2: As dez Unidades Taxonomicas Operacionais (OTUs) mais abundantes nos 31
pontos amostrais em Caconde.

OTU Organismos Afiliacao Nivel Numero de  Distribuicao
Filogenética Tax6nomico Individuos nos Pontos

1 Cellvibrionaceae  Proteobacteria Familia 6480 27

5 Pelomonas Proteobacteria Género 5484 28

2 Rhodoferax Proteobacteria Género 4110 26

7 Ideonella Proteobacteria Género 3115 25

3 Bacteria Firmicutes Indefinida 1439 12

14  Elstera Proteobacteria Género 1224 24

17  Caulobacter Proteobacteria Género 1042 25

9 Rhizobiales Proteobacteria Ordem 709 25

6  Rhodospirillaceae Proteobacteria Familia 708 20

4 Chlorobiaceae Chlorobi Familia 486 1
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Dentre as bactérias com maior numero de representantes entre as dez mais
abundantes se destacam de maneira expressiva as OTUs de nuimeros 1, 5, 2 ¢ 7
totalizando 19.189 individuos do total de 24.797. A Cellvibrionaceae (OTU 1) com
6.480 individuos esta distribuida em 27 pontos, dos quais sua maior abundancia esta no
ponto EE (Figura 3) com 582 individuos. Por outro lado, a bactéria encontrada com
mais frenquéncia e classificada em segundo lugar em questdo de abundancia entre os
pontos ¢ a bactéria Pelomonas (OTU 5) com o total de 5.484 individuos em 28 pontos,
cuja maior abundancia estd nos pontos D com 339 individuos e T com 388 individuos.
Do total de bactérias no ponto Z, 51% ¢ dominada pela bactéria Rhodoferax (OTU 2)
com 353 microorganismos, cuja OTU esta classificada em terceiro lugar em questao de
abundancia totalizando 4.110 individuos, tendo o ponto JJ com 297 organismos
(Anexos A e D). Em quarto lugar de classificacdo em abundancia (3.115 individuos)
esta a bactéria Ideonella (OTU 7) localizada em maior nimero no ponto P com 248
individuos. Entre as dez bactérias mais abundantes, a menos encontrada entre os pontos
¢ a Chlorobiaceae (OTU 4) localizada no ponto Y no total de 486 organismos com 51%

(Figura 2).
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Figura 2: Abundancia das dez OTUs mais frequentes em cada ponto de coleta na regido de Caconde, SP.
As cores estdo relacionadas com os seguintes OTUs: vermelho OTU 1, amarelo OTU 5, verde escuro
OTU 2, marrom OTU 7, verde OTU 3, ouro OTU 14, azul OTU 17, laranja OTU 9, azul claro OTU 6, e
roxo OTU 4.
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Figura 3: Frequéncia da OTU 1 (Cellvibrionaceae) entre as amostras.

Usos do Solo nas Bacias Estudadas

Com o mapa de uso do solo produzido a partir de imagens disponiveis do
ArcGIS, foram classificados sete tipos principais de uso de solo: café, eucalipto,

florestas, lagos, pasto e urbano que podem ser visualizados no Anexo B.

As Figuras 4 e 5 demonstram um certo padrao de distribuicdo em relacdo aos
percentuais do uso do solo. Embora na bacia como um todo predominem os usos do
solo de pasto, florestas e café (Figura 4), observa-se na Figura 5 que a porcentagem de
pasto e florestas no uso do solo que abrange as APPs sdo bem mais evidentes. Nota-se
também que a cobertura por eucalipto em ambos graficos ¢ maior nas bacias do que nas
APPs. As porcentagens correspondentes a lagos e urbana nas bacias sdo quase

imperceptiveis.
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Figura 4: Porcentagens do uso de solo nas Bacias: Café (marrom), Eucalipto (verde claro), Florestas
(verde escuro), Lagos (azul), Pasto (amarelo) e Urbana (roxo) nas diferentes distancias do ponto de coleta

(50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000 e 10.000 metros).
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Figura 5: Porcentagens do uso de solo nas APPs: Café (marrom), Eucalipto (verde claro), Florestas
(verde escuro), Lagos (azul), Pasto (amarelo) e Urbana (roxo) nas diferentes distdncias do ponto de coleta

(50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000 e 10.000 metros).

Embora as areas de café sejam bem representativas, em geral, estdo localizadas
distantes dos pontos de coleta, conforme exemplificados nas Figuras 6, 7, 8 ¢ 9, motivo
pelo qual ndo foram incluidas nas analises. Como os percentuais entre os sete usos do
solo foram mais dominantes em florestas e pasto, usamos os valores desses para fazer as

correlagdes com as OTUs.

E possivel verificar pelos mapas e pelos graficos de barras que a area destinada a

atividades agropecudria ¢ bastante expressiva.
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Figura 6: Mapa de Uso do Solo da Bacia ¢ APP no ponto de coleta D e graficos de porcentagens (bacia e
APP).
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APP).
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Figura 8: Mapa de Uso do Solo da Bacia e APP no ponto de coleta P e graficos de porcentagens (bacia e
APP).
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Paisagem e Indices da Biodiversidade

Utilizamos as varidveis porcentagem de floresta e porcentagem de pasto como
varidveis explicativas para relacionar com a abundéancia das dez OTUs com maior

frequéncia nas amostras dos biofilmes bacterianos.

De maneira geral, os resultados dos modelos lineares generalizados indicam que
as variaveis de uso do solo pouco explicam os parametros de biodiversidade das
espécies (abundancia das OTUs). No entanto, apesar dos baixos valores do pseudo R?,
ha alguns pontos importantes a serem ressaltados. A variagdo dos valores de Pseudo R*
sdao semelhantes entre os modelos que consideram a bacia de drenagem e aqueles que
consideram apenas as APPs, indicando que o padrao do uso do solo se mantém dentro e
fora das APPs. Apesar dessa congruéncia das respostas dos parametros das bactérias em
fungdo das métricas de paisagem, para a variavel “porcentagem de pasto”, a explicag@o
dessa variavel é na maioria das vezes mais elevada considerando a bacia como um todo,
em comparacdo a mesma analise apenas para as APPs (Figura 10). J4 para a
porcentagem de floresta, esse padrdo se inverte, em que a quantidade de florestas nas
APPs explicam mais a variagdo dos parametros das bactérias do que a quantidade de

floresta na bacia (Figura 11).

Adicionalmente, observa-se que a abundancia das 10 OTUs mais frequentes
respondem melhor a duas escalas distintas, uma considerando uma distancia entre 200 e
500 metros do ponto de coleta e outro uma distancia entre 5.000 a 10.000 metros tanto

considerando a quantidade de pasto quanto de florestas (Figuras 10 e 11).
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resultados apenas considerando as areas de APPs.
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Figura 11: Variacdo do grau de explicacdo (pseudo R?) da abundéncia das 10 OUTs mais frequentes
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continuas pretas representam as analises por bacia e as linhas tracejadas vermelhas representam os

resultados apenas considerando as areas de APPs.

Com o objetivo de entender melhor a relacdo das bactérias com o uso de solo,
fizemos a correlacdo dos indices de biodiversidade com as variaveis explicativas.
Utilizamos como varidveis explicativas para correlacionar com os indices de
diversidade, as variaveis de porcentagem de floresta e porcentagem de pasto. Foram
analisados os seguintes indices: Simpson, Pielou e Riqueza total de OTUs (S) nos

pontos amostrais dos biofilmes bacterianos.

Para os indices de diversidade, o padrdo encontrado foi semelhante ao das
abundancias de OTUs. Os valores de R? ¢ Pseudo R? foram mais altos para os modelos
com porcentagem de pasto quando considerada a bacia de drenagem, como varidvel
explicativa, e para os modelos com porcentagem de floresta para as andlises restritas as
APPs. Quanto ao efeito da escala, os parametros de diversidade de bactérias sdo mais

bem explicados pelas distancias de 200 m e entre 2.000 e 5000 m do ponto de coleta.
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Figura 12: Variag@o do grau de explicacdo (pseudo R?) da concentracdo dos indices de diversidade de
Simpson, de Pielou e da Riqueza total de OTUs (S) “pela porcentagem das areas de pasto” considerando
diferentes distancias do ponto de coleta. As linhas continuas pretas representam as analises por bacia e as

linhas tracejadas vermelhas representam os resultados apenas considerando as areas de APPs.
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Figura 13: Variagio do grau de explicagio (pseudo R?) dos indices de diversidade de Simpson, de Pielou
e da Riqueza total de OTUs (S) “pela porcentagem das areas de florestas” considerando diferentes
distancias do ponto de coleta. As linhas continuas pretas representam as andlises por bacia e as linhas

tracejadas vermelhas representam os resultados apenas considerando as areas de APPs.

Entre as diversas variaveis fisico-quimicas mensuradas, somente o elemento
nitrato obteve variacdo suficiente para ser analisado, pois 0s outros parametros ou

tiveram valores muito proximos entre si ou apresentaram valores nulos (Anexo C).

Do mesmo modo que os resultados dos modelos lineares generalizados
indicaram que as variaveis de uso do solo pouco explicaram os parametros de
abundancia das OTUs ou os indices de Simpson, Pielou e Riqueza de espécies, isso €
corroborado com as variaveis de nitrato cujos valores de pseudo R* também foram
baixos. A explicagdo para a varidvel “porcentagem pasto” em fungdo das métricas de
paisagem e a concentracao de nitrato ¢ mais elevada nas APPs (Figura 14), enquanto
que na variavel “porcentagem de florestas” esse padrdo se inverte, a quantidade de
florestas nas bacias explica mais a variagdo dos parametros das bactérias do que a

quantidade de florestas nas APPs.
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Figura 14: Variagdo do grau de explicacdo (pseudo R?) da concentragio de nitrato pela ordem
“porcentagem das areas de pasto” e “porcentagem de florestas” considerando diferentes distancias do
ponto de coleta. As linhas continuas pretas representam as analises por bacia e as linhas tracejadas

vermelhas representam os resultados apenas considerando as areas de APPs.

Além disso, observa-se que na concentracdo de nitrato, os indices respondem
melhor a uma distdncia de 200 e 2000 metros do ponto de coleta levando em
consideragdo tanto a quantidade de pasto como de florestas nas APPs, e uma distancia

mais significativa de 2.000 metros na correlagdo das bacias de drenagem e a variavel

floresta (Figuras 14).

Estimativa da Diversidade Alfa

Os resultados das estimativas de diversidade alfa, ou seja, os indices de
diversidade filogenética, de Chao e Shannon, apresentaram um aumento de valores

proporcionais que estdo ilustrados na Figura 15.
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Figura 15: Estimativa de trés medidas para diversidade alfa nos pontos de coleta.

Os valores menores para todos os indices apontam para o ponto Y, no entanto, o
ponto mais alto para o indice de diversidade filogenetica foi o F, e para os resultados do
indice de espécies observadas (Chao) o ponto maior foi o V e a medida Shannon

apresentou como resultado mais alto no ponto G.
Indice de Similaridade Beta para Distancia

Para os testes de correlagao entre matrizes de distancia e de diversidade beta, os
resultados demonstram que a maioria obteve um valor significativo, ou seja, p<0.05
(Tabela 3), evidenciando assim que existe influéncia tanto da distdncia geografica como

da espacial entre as areas amostradas.

Tabela 3: Resultados dos testes de Mantel sobre a correlagdo entre matrizes de distancia

(espacial e geografica) e de diversidade beta entre os 31 pontos amostrados na pesquisa.

Métodos Correlacio  p-Value Correlacio p-Value
espacial (ar) geografica (rios)

Community Struture

UNIFRAC weighted 0.0876 0.0634 0.0745 0.0542

Bray Curtis 0.0626 0.1513 0.0671 0.0653

Community Membership

Jaccard 0.1125 0.0067 0.1420 0.0040

UNIFRAC Unweighted 0.0866 0.0294 0.0952 0.0354
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O grafico de Mantel que correlacionou nossa matriz de diversidade beta Jaccard,
cujo p-Value foi mais significativo (Tabela 3) com a matriz de distancia geogréfica e
espacial entre os pontos de coleta apresentou que as distdncias mais responsaveis para
este teste significativo mostram que os pontos mais semelhantes tendem as estar numa

distancia menor do que dois quilémetros (Figura 16).

Correlagao de Mantel

0.00

-0.05

I I I I I
2000 4000 6000 8000 10000

Classes de distancia (m)

Figura 16: Correlagdo da matriz de diversidade beta com a matriz de distancia.

Analise de Agrupamento da Diversidade Beta

Na andlise de agrupamento, utilizada para verificar a formagdo de grupos de
espécies entre comunidades, os cladogramas de similaridade das matrizes das OTUs
sequenciadas das amostras que geramos usando os métodos de diversidade beta podem

ser visualizados nas Figuras 17, 18, 19 e 20.

Observa-se que para a Community Struture tanto o método UNIFRAC weighted
como o método Bray Curtis apontam uma similaridade maior entre os pontos T ¢ HH.
Para a Community Membership o método Jaccard mostra uma similaridade maior entre

os pontos KK e C, e para 0 método UNIFRAC Unweighted entre os pontos C e B.
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Figura 17: Cladograma dos OTUs sequenciados dos pontos amostrais usando o método UNIFRAC
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Figura 18: Cladograma dos OTUs sequenciados dos pontos amostrais usando o método Bray Curtis.
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16. DISCUSSAO

Comunidades Bacterianas dos locais de coleta

Dentre as 10 OTUs com maior numero sequenciadas, oito pertencem ao filo das
Proteobacterias (Tabela 2), das quais os trés géneros que mais se destacaram em questao
de abundancia sdo: Pelomonas (OTU 5), Rhodoferax (OTU 2) e Ideonella (OTU 7)
citados em artigos como biorremediadores presentes em corpos hidricos com maior
concentracdo de nutrientes (FINNERAN et al., 2003; HOUGARDY & KLEMME,
1995; LI, et al., 2011; LIOU et al., 2008; THORELL et al., 2003; YUAN et al., 2012;
XIE & YOKOTA, 2005). A presenca destacada desses géneros entre as amostras pode
indicar que houve um aumento de nutrientes nos corpos hidricos das amostras coletadas
relacionados ao uso do solo advindos de atividades humanas. Como a regidao em estudo
tem uma grande porcentagem de pastagem, essa atividade antropica poderia ser
potencialmente responsavel pelo aumento de nutrientes acarretados pela descarga de
poluentes, tais como fertilizantes e compostos organicos oriundos da pecudria em torno

das bacias que drenam para esses pontos de amostragem (COUTINHO et al., 2013).

O sequenciamento em amostras de biofilmes bacterianos fornece poderosa
ferramenta para o estudo da comunidade de bactérias sem a necessidade de prévio
cultivo (CLAPCOTT et al., 2010; MORI, et al., 2015). Sua relagdo com os padrdes do
uso de solo na regido estudada fornece mais informagdes de como a estrutura bacteriana

pode influenciar a qualidade da 4gua.

Através do sequenciamento observamos que a bactéria Chlorobiaceae (OTU 4)
estava presente apenas no ponto de amostragem Y no total de 486 individuos
perfazendo um total de 51% das bactérias predominantes neste ponto. Isto talvez tenha
ocorrido porque este ponto de coleta estava isolado e muito distante dos demais, cerca
de 6.000 a 7.000 metros dos pontos S e X e segundo estudos as comunidades
microbianas tendem a ser semelhantes na sua composi¢ao quando estdo a distancias
bem mais proximas pelo fato de que o uso do solo proximo tem forte influéncia sobre a
condicdo de corregos. (ALLAN J. D., 2004; KING et al., 2010; MARTINY et al.,
2011).

56



Artigos sobre a bactéria Chlorobiaceae indicam sua participacao no processo de
oxidacdo de sulfeto (Beatty et al., 2005; IMHOFF, 2014), e o enxofre ¢ um dos
componentes usados como fertilizantes de capim para pastagem (BONFIM-DA-SILVA
& MONTEIRO, 2006; DE MATTOS & MONTEIRO, 2003; NOVO & CAMARGO,
2002; STIPP & CASARIN, 2010). Entorno do ponto de amostragem Y parece existir
uma plantacdo de capim para gado cujo tipo de manejo desconhecemos. Talvez a
presenga desta bactéria esteja relacionada a uma suposta participagdo do processo de
oxidagdo de sulfeto de algum tipo de fertilizante que pode ter sido usado pelo

proprietario contendo em sua formula elementos a base de enxofre (LUZ et al., 2002).

Como em nosso estudo o pasto foi a cultura predominante nas bacias, 1Sso
poderia potencialmente explicar a presenca dos trés géneros mais abundantes
sequenciados nas amostras, cujas caracteristicas estdo relacionadas a ambientes com
niveis aumentados de nutrientes. Ao substituir florestas naturais por terras agricolas, os
processos hidrologicos dentro e entre as bacias de drenagem sao afetados e,
consequentemente, as caracteristicas fisicas e quimicas da agua nos rios e riachos
(QUINN & STROUD, 2002), pois a aplicagdo de fertilizantes em pastagens e a
contaminagdo de dejetos de animais sdao lixiviados para as dguas aumentando
grandemente a concentracdo de nutrientes nesses ecossistemas hidricos. Esse fato ¢
corroborado por Mori (2015) cujo estudo demonstrou que a mudanga na cobertura do
solo, especialmente a retirada de mata nativa por atividades agropecudria resulta em
mudangas da composi¢do fisica e quimica da 4dgua drenada para os corpos hidricos
através da lixiviagdo influenciando diretamente na composi¢do bacteriana nesses

ecossistemas.

Uso de Solo e Biodiversidade

Como houve um padrao da correlagdo das OTUs com as bacias de drenagem e
as APPs, isto sugere que a relacdo entre as varidveis (porcentagem de pasto e
porcentagem de florestas) ¢ maior a algumas distancias do ponto de coleta e que a
importancia dos parametros da paisagem na APP e na bacia pode variar dependendo da
espécie, sendo que para algumas o parametro da APP explica melhor a abundancia da

espécie e para outras o pardmetro da bacia explica melhor em duas medidas distintas,
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entre 200 a 500 metros e outra entre 5.000 a 10.000 metros. E ha casos em que o grau

de explicagdo ¢ muito semelhante.

Por exemplo, a bactéria mais abundante, a Cellvibrionaceae (OTU 1), teve uma
correlacdo a uma distancia de 5.000 metros no uso bacia com o parametro de paisagem
relacionada a pasto. No entanto no uso de solo nas APPs teve uma correlacdo maior por
volta de 2.000 metros de distdncia com os mesmos parametros de paisagem, € na
correlacdo do uso de solo para florestas o grau de explicacdo ¢ o mesmo tanto na bacia

como na APP, ou seja, a 5.000 metros.

De maneira geral as correlagdes se mostraram um pouco mais elevadas com o
uso de solo “florestas” nas APPs indicando que a presenga das bactérias esta
diretamente associada ao uso de solo ou cobertura vegetal quando esta proxima dos rios,
nas areas de APPs. Por outro lado, a quantidade de “pasto” ¢ mais importante para a
bacia como um todo, possivelmente por ser um elemento dominante na paisagem e, por

isso, ter grande influéncias em escalas maiores.

O mesmo padrdo de concentragdo das APPs nas distancias de 200 e 2000 metros
do ponto de coleta € muito similar nos indices Simpson e Pielou no uso de solo “Pasto”,
e no indice Riqueza a uma distancia de 200 metros, o que pode sugerir que a
biodiversidade bacteriana nas APPs ¢ impactada pelo uso de solo em distancias mais

proximas.

Parametros Fisico-Quimicos

A correlacdo nitrato com a paisagem, tanto no uso de solo “pasto” como no uso
de solo “florestas” apresentou uma correlagdo das APPs muito similar indicando a
relagcdo deste ecossistema com o componente nitrato. O fato de sua maior concentracao
se encontrar nas distancias de 200 e 2000 metros do ponto de coleta em ambos 0s usos
pode sugerir que a presenca de comunidades bacterianas desnitrificantes poderia ser

maior nos rios proximos a pastagem onde a quantidade de nitrato ¢ abundante.

Como as matas ciliares nas APPs atuam como um filtro para sedimentos,
nutrientes e pesticidas das areas agricolas circundantes (BICALHO et al., 2010;

WENGER 8., 1999) isso pode explicar a correlacio com as florestas. De maneira
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inversa, quando nao existe a mata ciliar o nitrato ¢ lixiviado diretamente para os rios e
corregos, quer por escoamento superficial ou por fluxo subterraneo, o que poderia
explicar a correlacdo deste componente com a cobertura de pastagem (MORI et al.,

2015).

As comunidades bacterianas desnitrificantes tem um papel chave para manter a
qualidade da dgua por realizar a remogao de nitrogénio dos corpos hidricos. O processo
de desnitrificagdo ¢ gradual, fazendo a reducdo de nitrogénio nas seguintes etapas:
amonia (NH3) — nitrito (NO2)— nitrato (NO3) — N2, cujo gas ¢ devolvido para a

atmosfera.

Pesquisas relatam que em sistemas intensivos de producdo agricola a adubacao
de pastagens nitrogenadas tem sido usada de maneira intensiva em gramineas
forrageiras tropicais (PRIMAVESI et al., 2006) e em pastagens destinadas a gado de
leite. O uso em altas doses desses insumos tem contaminado fontes de dgua e ¢ um dos
grandes problemas ambientais em muitos paises de clima temperado (DI &

CAMERON, 2002).

E fato que a cobertura de solo das bacias hidrograficas tem influéncia na
composi¢ao da comunidade bacteriana, pois o nivel de nitrogénio se intensifica nos
corpos hidricos préximos ao uso de solo agricola ou outras atividades antropicas, tais
como a remocdo da vegetacdo natural para uso pastoril e adubacdo de pastagens
(ALLAN, 2004; DOLEDEC et al., 2011; KIM et al., 2014; PRIMAVESI et al., 2006;
WANG et al., 2011). Portanto, as bactérias que participam do processo de retirada de

nitrogénio em ecossistemas hidricos s3o de suma importancia para a qualidade da agua.

Dentre os géneros sequenciados que potencialmente poderiam estar participando
no processo de remoc¢ao do nitrogénio estdo Pelomonas (OTU 5), Rhodoferax (OTU 2),
Ideonella (OTU 7) e Dechloromonas (OTU 8 e OTU 11), todos pertencentes ao grupo
das Proteobacterias. Segundo estudos a Dechloromonas tem papel fundamental no
processo de remocdo deste componente (YU et al., 2014; ZOU et al., 2014), indicando
assim seu potencial em biomonitorar a qualidade da 4gua em corpos hidricos

(TOWNSEND et al., 2003; ZHANG et al., 2007).
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Estimativa da Diversidade Alfa

Para todos os resultados das estimativas dos indices de diversidade filogenética,
de Chao e de Shannon (Figura 15), os menores valores apontam para o ponto Y, talvez
porque a bactéria Chlorobiaceae (OTU 4), encontrada apenas nesse ponto de
amostragem, representa cerca de 1/3 (28%) dos 1.764 organismos sequenciados neste

local.

O que potencialmente pode explicar o ponto F como o mais alto no indice de
diversidade filogenética é a porcentagem de cerca de 50% de floresta na escala das
APPs (Figura 5). Isso sugere que as florestas nas APPs estejam funcionando como um
filtro de nutrientes que pode estar proporcionando um ambiente menos estressante e
propicio para uma maior diversidade de bactérias “sensiveis” que sobrevivem em

corpos hidricos “saudéaveis” (BICALHO et al., 2010; WENGER S., 1999).

Por outro lado o que poderia explicar os resultados maiores para o indice de
espécies observadas (Chao) no ponto V e do indice de Shannon no ponto G ¢ a
porcentagem de pasto nas APPs que estd em torno de 80% a 90% respectivamente
(Figura 5), isso muito provavelmente porque quando ndo existem florestas, os nutrientes
sdo lixiviados diretamente para os rios e corregos, o que provoca a eutrofizacdo nos
corpos hidricos, a diminui¢do do oxigénio e consequentemente qualidade de habitat se
torna pobre, o que potencialmente pode aumentar a quantidade de espécies “resistentes”

(ALLAN, 2004; MORI et al., 2015).

Indice de Similaridade Beta para distincias

Visto que nossa analise de correlagdo através do teste de Mantel entre a matriz
de similaridade e a matriz de distancia foi significativa numa distancia menor do que
dois quilometros, isso talvez signifique que a partir de dois quilometros os pontos
tendem a ser diferentes, ou seja, mesmo que estejam no mesmo rio, a partir de dois
quilémetros a comunidade das bactérias sdo influenciadas por variaveis distintas. Wang
et al. (2013) aborda a importancia dessa relacdo, relatando que das seis amostras em seu

estudo, cinco foram fortemente relacionados com distancia ambiental.
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Segundo a revisao de Allan (2004), distancias menores podem ser mais
significativas pelo fato de que o uso do solo proximo tem forte influéncia sobre a
condicdo de corregos. Segundo sua pesquisa, nutrientes lixiviados procedentes de areas
de pastagens mostram mudangas fisicas e bioldgicas marcantes em distancias inferiores
a um quilometro, devido a forte influéncia da impermeabilidade conectada a esses
corregos, sendo que esses riachos com APPs desmatadas apresentam menor diversidade

de habitat, um aumento de espécies invasoras e resistentes a sedimentos.

Outros trabalhos também relatam que a distancia para bactérias dependentes da
escala sdo significativas localmente ou relativamente em distancias curtas. Por exemplo.
Martiny (2011), em seu estudo teve como objetivo destacar a importancia de se
considerar escalas espaciais para a compreensdo biogeografica das comunidades
bacterianas. Testes que variavam de centimetros para escalas maiores na composi¢ao
das comunidades de bactérias em sedimento de pantano foram feitos para verificar os
fatores que impulsionam a diversidade beta. Dentro de cada pantano, foram amostrados
sete pontos ao longo de um transecto, com os pontos que variaram de 1 cm a 1 km entre
eles. Testes de Mantel revelaram que tanto as escalas espaciais, quanto as ambientais
parecem influenciar a diversidade beta, pois a similaridade na composi¢ao da
comunidade bacteriana entre as amostras foi altamente correlacionada com a distancia

ambiental e distancia geogréafica.

Estudar a relagdo espécie-area para as bactérias, ou seja, a relacdo entre o
numero de espécies em uma area e o tamanho dessa area foi o objetivo de uma pesquisa
realizada em um pantano salgado de Nova Inglaterra. Descrevendo a distribuicdo
espacial de bactérias através de uma escala de centimetros a centenas de metros do local
de estudo, a pesquisa concluiu que as comunidades bacterianas localizadas proximas
umas das outras foram mais similares do que as localizadas mais distantes, cujo fator

determinante foi a heterogeneidade ambiental (HORNER-DEVINE et al., 2004).

Analise de Agrupamento da Diversidade Beta

Tanto o indice de Bray Curtis como o indice de UNIFRAC weighted, apontaram
como resultado de similaridade de abundancia de espécies os pontos T ¢ HH. Essa

abundancia de espécies entre os pontos potencialmente pode estar relacionada a
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similaridade da composi¢ao do uso de solo, principalmente em relagdo a quantidade de
florestas nas APPs (Anexo B), o que comprova a importancia da vegetagao nativa para
manter ¢ melhorar a biodiversidade nos corpos hidricos e consequentemente para

manter a qualidade da 4gua nesses ecossistemas (INIGUEZ-ARMIJOS, et al., 2014).

O indice de Jaccard que permite a avaliagao da similaridade na diversidade de
espécies entre as areas amostradas apresentou os pontos KK e C como mais
significativos. Ao considerarmos o uso de solo nas APPs (Figura 5) nesses dois pontos,
verificamos que a composi¢cao do uso de solo ¢ mais abundantes em florestas, o que

potencialmente poderia explicar os parametros das bactérias nesses pontos.

No caso do indice UNIFRAC unweighted que ¢ calculado com base na presenca
ou auséncia de contagens para cada ramo na arvore filogenética, quando comparadas
duas amostras, apontou para os pontos B e C distantes a 300 metros um do outro. Esta
distancia estd dentro de uma das medidas significativa de nosso estudo na variavel
paisagem, entre 200 a 500 metros, demonstrando assim que pode existir uma forte
correlagdo entre esses pontos devido a proximidade. Logo, a distancia entre os pontos
de 300 metros potencialmente explique os parametros das bactérias, pois este argumento
¢ apoiado por estudos que confirmam que os pontos mais proximos tendem a ter uma
similaridade de espécies (ALLAN J. D., 2004; KING et al., 2010; MARTINY et al.,
2011). E se visualizarmos os graficos de porcentagens nas Figuras 6 e 7, tanto na escala
das bacias como nas APPs, verificamos que existe uma similaridade na composi¢ao do
uso de solo, o que poderia explicar o resultado do indice UNIFRAC unweighted em

relacdo a similaridade das bactérias nesses dois pontos.

17. CONCLUSAO

Ao analisarmos o sequenciamento das comunidades bacterianas verificamos a
predominancia de algumas bactérias pertencentes a classe das Proteobacterias, cujos
géneros sdo Pelomonas, Indeonella ¢ Rhodoferax descritas na literatura como bactérias
envolvidas na degrada¢do da matéria organica. Uma bactéria sequenciada e considerada
altamente desnitrificantes em muitos estudos ¢ a Dechloromonas também pertencente a
classe dominante das Proteobacterias que poderia ser potencialmente usada como

bioindicadora da qualidade da 4gua. Essas categorias funcionais geralmente podem estar
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associadas aos mecanismos de adaptacao da comunidade microbiana a estresse hidrico,
tal como aumento nas concentracdes de nitrato. Assim, a composi¢do da comunidade
bacteriana pode estar correlacionada com taxas de remocdo de nitrogénio devido a

mudanca do uso do solo conjugadas com mudangas ambientais.

Os resultados obtidos nas duas escalas espaciais (bacias de drenagem e APPs)
indicam que o pasto ¢ a cultura predominante nas bacias e que a presenga de florestas
tanto na bacia como nas APPs ndo sdo suficientes para conter os impactos desta
atividade talvez devido a fragmentacdo dessas florestas. Talvez se a configuragdo fosse
diferente, por exemplo, se as APPs fossem todas florestadas o resultado poderia ser
diferente, refor¢cando a necessidade da conservagao e restauragao de florestas em ambas
as escalas para exercer um papel de proteger e conservar o ambiente aquatico e a

qualidade da agua.

Embora em nosso estudo a correlacdo entre uso de solo e a abundancia de
espécies bacterianas possa ser mais bem explicada pelas variaveis porcentagem de pasto
e porcentagem de florestas em duas medidas distintas entre 200 a 500 metros e outra
entre 2.000 a 5.000 metros, sejam na escala das bacias de drenagem sejam na escala das
APPs, ficou evidente pela correlagdo com os indices de riqueza, de biodiversidade e
nitrato que essas correlagdes de maneira geral foram maiores nas APPs nas distancias de
200 e 2.000 metros variando entre uso pasto e uso florestas ou em ambas as varidveis.
Isso somado ao indice de similaridade de Mantel cujos pontos amostrais sao mais
semelhantes numa distdncia menor de dois quilometros indica que a presenca das
bactérias estd diretamente associada ao uso do solo proxima aos rios e confirmam o que
outros autores ja relataram em seus estudos que a diversidade de espécies ¢ maior em
distancias mais proximas. Para além desses dados, tanto a estimativa da diversidade
beta como as analises de agrupamento também da diversidade beta, juntas mostraram

resultados que apdiam essas afirmagdes.

Esse estudo conclui que as mudangas antropogénicas na paisagem podem alterar
as comunidades de bactérias nos ecossistemas hidricos e nossos resultados poderao
servir de parametros de avaliacdo e de maior compreensao sobre como a composi¢ao
das comunidades bacterianas nos corpos hidricos associadas ao uso do solo podem ser

um indicativo da satde hidrica.
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18. RECOMENDACOES

Conforme observados nos resultados da distribuicdo do uso de solo, a maior
parte das bacias de drenagem e respectivas APPs estdo ocupadas por pasto e florestas,
sendo que as areas destinadas a atividades agropecudria sdo bastante expressivas.
Recomendamos o reflorestamento em especial nas areas de APPs, pois estas funcionam
como protetoras naturais de nascentes e cursos d’agua, evitando mudangas na
comunidade bacteriana dos corpos hidricos causados pelo assoreamento e erosdo, além
de fornecerem outros de servicos ambientais, tais como protecdo bioldgica da fauna e

flora, atuacdo em corredores ecoldgicos, refugios de animais e a saude desses fluxos.

Na atualidade a maioria dos estudos que avaliam as comunidades bacterianas
tem focado principalmente na abundancia e diversidade de espécies, mas nao nas
possiveis interagdes entre as espécies. No entanto, interagdes entre espécies podem ser
tdo importantes para o funcionamento do ecossistema quanto o conhecimento sobre a
riqueza e abundancia de espécies, especialmente em ecossistemas complexos. Sendo
assim, sugerimos que novas pesquisas relacionadas a interacao das espécies sejam feitas
na regido de Caconde para uma maior compreensao de como o papel das comunidades

bacterianas esta exercendo influéncia na qualidade da 4gua na area estudada.

Sugerimos também que o foco para futuros estudos deve ser a amostragem tanto
na estagdo de estiagem quanto na estagdo chuvosa conjugada aos métodos utilizados
nessa pesquisa, que juntos podem revelar associacdo com parametros de outras bactérias
que potencialmente tenham um papel chave como bioindicadores da satde desses
corpos hidricos em épocas diferentes do ano, visto que tanto as condi¢cdes ambientais
como a identidade das espécies se moldam cooperativamente com a estrutura e a fungao

das comunidades bacterianas.
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CAPITULO III

AS BACTERIAS MAIS ABUNDANTES EM NOSSO ESTUDO E
SEUS PAPEIS DENTRO DOS ECOSSISTEMAS HIDRICOS

19. INTRODUCAO

O homem ¢ dependente dos ambientes aquaticos, visto que esses ecossistemas
sdo de relevancia ecoldgica e econdmica, entretanto essa interagdo com o0s sistemas
aquaticos gera elevados niveis de impactos sobre a biota. Entre as atividades humanas
responsaveis por esses impactos estdo atividades urbanas, industriais e agricolas
responsaveis pela descarga de poluentes, tais como fertilizantes, compostos organicos,
metais pesados e fontes de aguas residuais muitas vezes sem tratamentos adequados,

particularmente em paises em desenvolvimento (COUTINHO et al., 2013).

Podemos citar entre os resultados dessas contaminagdes a eutrofizacdo, a
toxicidade, a bioacumulagdo e a disseminacao de doengas, que podem se espalhar por
longas distancias afetando até mesmo areas pouco habitadas (MARTINS et al., 2004;
MENEZES, C. T., 2007; SILVA et al., 2005; TOMITA & BEYRUTH, 2003)

A polui¢do aquatica afeta drasticamente as comunidades bacterianas, tanto pela
fonte como pela quantidade desses poluentes, comprometendo o funcionamento dos
ecossistemas, composicdo de espécies e abundancia. Visto que as comunidades
bacterianas desempenham papéis relevantes na estrutura e dindmica das redes troficas e
na remineralizagdo da matéria organica, o conhecimento da composi¢dao dessas
comunidades ¢ crucial para compreendermos seus processos biogeoquimicos e definir

estratégias para mitigar os impactos antropogénicos (VIERA et al., 2008).

O advento da tecnologia metagendmica, que proporcionam acesso a todo o
conjunto de genes e genomas de uma amostra (COUTINHO et al., 2013), tornou
possivel o conhecimento dessas comunidades, contribuindo significativamente para uma
melhor compreensdo da composicdo, dindmica e fungdes da microbiologia em uma
variedade de sistemas aquaticos incluindo os modificados de maneira antropogénicas
(MARTINS & VALENTE, 2004). Esta tecnologia ¢ baseada na extragdo total de DNA

das amostras, amplificacao por PCR de genes especificos e constru¢do de biblioteca de
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todo material genético (GILBERT & DUPONT, 2011). O uso de bibliotecas de clones
completos do gene 16S rRNA fornecem uma ampla visdo da diversidade bacteriana que

permite comparar as comunidades em diferentes habitats (POMMIER et al., 2007).

De modo que para uma melhor compreensdo das comunidades bacterianas das
31 amostras de nosso estudo, utilizamos a tecnologia metagendmica que sequenciou
1.925 OTUs dos quais os dez mais abundantes foram: OTU 1, OTU 5, OTU 2, OTU 7,
OTU 3, 0TU 14, OTU 17, OTU 9, OTU 6 ¢ OTU 4 (Figura 21).

Porcentagens das dez OTUs mais abundantes nos pontos
de coleta
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Figura 21: Porcentagens das 10 OTUs mais abundantes em cada ponto de amostragem.

Através de levantamento bibliografico identificamos em literatura artigos
publicados relacionados as bactérias pertencentes ao filo Proteobacteria mais
abundantes da nossa investigacdo que servem como auxilio nas andlises de como essas
comunidades bacterianas desempenham seus papéis dentro dos ecossistemas hidricos

estudados.
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O filo Proteobacteria, grupo de bactérias gram-negativas, ¢ o mais estudado dos
filos bacterianos, pois abrange a maioria das bactérias presentes na agricultura, industria
e sdo organismos clinicamente relevantes. Dentre as 10 bactérias mais abundantes,
foram sequenciadas trés das seis classes reconhecidas atualmente: Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria e Gammaproteobacteria, predominantemente classificados como

aerdbios e facultativamente anaerobios (DEGLI ESPOSTI et al., 2015).

Os membros pertencentes a classe Alphaproteobacteria sdo encontrados em
todos os habitats imaginaveis, inclusive sdo onipresentes em lagos de agua doce,
embora menos numerosos, mas sdo numericamente dominantes em muitos ecossistemas
marinhos (Morris et al., 2002). Seu aumento na abundancia relativa tem sido muitas
vezes acompanhado por uma tendéncia de seus membros para formar filamentos
agregados (exemplo a bactéria Caulobacter) e de responder de forma diferente a
disponibilidade do substrato através de sua capacidade de degradar compostos organicos
persistentes (HUTALLE-SCHMELZER et al., 2010; SALCHER et al., 2005). Entre
suas funcdes estdo: sdo parasitas intracelulares (BATUT et al., 2004) e participam do
ciclo do nitrogénio através de seus membros simbiodticos (exemplo a bactéria
Rhizobiales) que facilita a fixacdo do nitrogénio atmosférico pelas plantas (NEWTON

etal., 2011).

A classe Betaproteobactéria ¢ o grupo numericamente dominante em muitos
diferentes ambientes de lagos de 4gua doce (GLOCKNER et al., 2000), constituindo até
de 60 a 70 % do total (SALCHER et al., 2008). Esta abundancia, sua facilidade de
cultivo, seu crescimento rapido e seu estilo de vida oportunista, contribuiram muito para
ser o grupo mais bem estudado e identificado através de técnicas de sequenciamento. O
que diferencia os organismos estreitamente relacionados dentro dessas linhagens sao
profundidade, pH, preferéncias por substratos e fatores sazonais (NEWTON et al.,
2011).

Os organismos da classe Gammaproteobacteria geralmente sdo mais abundantes
em ambientes de dgua salgada do que em ambientes de d4gua doce (WU et al., 2006). No
entanto, podem ser considerados membros transitorios em lagos de agua doce, trazidos
do ambiente circundante, a partir de fontes antropogénicas e ou zoonoOticas, cujo
crescimento ¢ rapido quando a quantidade de nutrientes ¢ grande, tais como nitrato e

fosforo. Até o momento poucos estudos com base em sequéncias de ambientes de agua
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doce contém dados sobre membros desta classe, pois poucas sequéncias de genes foram

isoladas e cultivas desses ecossistemas (NEWTON et al., 2011).

20. REVISAO DA LITERATURA

20.1. Cellvibrionaceae

Cellvibrionaceae (OTU 1) ndo foi possivel colocar em classificagdo de género
por causa de baixos valores de confiabilidade. Embora a sequéncia do gene 16S rRNA
seja um dos principais marcadores filogenéticos de espécies, ela ndo fornece
discriminacdo na familia Cellvibrionaceae devido a sua baixa resolucdo interespécies
(MACHADO, & GRAM, 2015). Quando clonado e sequenciado individualmente pode
identificar uma estirpe como pertencendo a varias espécies diferentes (JENSEN &

TORSVIK, 2009).

A familia Cellvibrionaceae pertence a ordem Cellvibrionales, classe
Gammaproteobacteria, e abrange principalmente bactérias de solo e de ambientes
aquaticos. Além disso, possui a capacidade de utilizar polissacaridos complexos como
substratos, uma caracteristica generalizada entre estirpes pertencentes a essa familia.

(SPRING et al., 2015).

20.2. Pelomonas

A classe Betaproteobacteria (OTU 5) foi identificada com o género Pelomonas,

pertencente ao grupo Proteobacteria.

Resultados de estudos fornecem evidéncias que o microrganismo Pelomonas €
uma bactéria anaerobica biodegradadora de benzeno, um hidrocarboneto mal
biodegradado na auséncia de oxigé€nio, solivel, toxico, estavel e movel em aguas

superficiais e subterraneas. Em testes de incubacdo em laboratorio essa bactéria estava
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ativa na concentracao de 10 ppm de benzeno indicando sua eficiéncia como agente

desnitrificador (LIOU et al., 2008)

A eficiéncia das bactérias deste género pode ser maior quando o processo de
desnitrificagdo ¢ feito em associagdo com outras bactérias, onde mais microrganismos
participam na remog¢ao completa de poluentes em sistemas hidricos conforme pode ser

observado no topico “Associacao de Bactérias Desnitrificantes”.

20.3. Rhodoferax

Rhodoferax (OTU 2) foi identificado através de sequenciamento genético como

género pertencente a classe das Betaproteobacteria.

Na andlise filogenética de um dos microrganismos que foram enriquecidos e
isolados de sedimentos subsuperficiais de Oyster Bay, VA, EUA, foi identificado o
género Rhodoferax capaz de reduzir ferro e de crescer em temperaturas tdo baixas

quanto 4°C (FINNERAN et al., 2003).

Quanto mais microrganismos participam na remog¢ao completa de poluentes em
ecossistemas hidricos, o processo de desnitrificacao se torna mais eficaz, o mesmo pode
ser observado em estudos desse género Rhodoferax conforme no topico “Associagao de

Bactérias Desnitrificantes”.

20.4. Ideonella

Ideonella (OTU 7) foi identificado através de sequenciamento genético, sendo
um género da classe Betaproteobacteria, e ¢ citado em estudos relacionados as suas

espécies em corpos hidricos.

Uma investigacdo para verificar o desempenho e a estrutura da comunidade
microbiana durante o tratamento de um rio poluido no campus da Universidade de
Nanjing, na China, usou um reator de laboratorio que foi projetado para simular os

processos reais de filtragdo e reacdo do bio-corddo de agua bruta coletada. A
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diversidade microbiana do biofilme ligado ao suporte de bio-corddo foi investigada
utilizando as sequéncias de 16S rRNA de bactérias que detectou bactérias nitrificantes e
desnitrificantes, cuja afiliacdo filogenética observada na sua maioria foi Proteobacteria e
Bacteroidetes, incluindo Ideonella sp. entre outras, sugerindo que os processos de
nitrificagdo e desnitrificacdo simultaneas estavam ocorrendo (YUAN et al., 2012). O
estudo sugere que uma investigagdo adicional seja feita para identificar e medir a

atividade destas bactérias de maneira eficiente usando métodos quantitativos confidveis.

A eficiéncia das bactérias deste género pode ser maior quando o processo de
desnitrificacdo ¢ feito em associacdo com outras bactérias, onde mais microrganismos
participam na remocao completa de poluentes em aguas, conforme pode ser observado

no topico “Associacdo de Bactérias Desnitrificantes”.

20.5. Elstera

O género Elstera (OTU 14), foi identificado e pertence a classe
Alphaproteobacteria, cujos dados sdo escassos em relagdo a dgua. Poucas espécies
foram encontradas, tais como a Elstera litoralis que foi isolada de um biofilme de
pedras a partir de uma zona litoral do Lago Constanga, na Alemanha, cujo estilo de
vida ¢ heterotréfico por utilizar diatomaceas como fonte de carbono (RAHALKAR, et
al., 2015). Outro estudo pode ser observado em associagdo com a bactéria

Dechloromonas (vide topico: Associacdo de Bactérias Desnitrificantes).

20.6. Rhodospirillaceae

As bactérias da familia Rhodospirillaceae (OTU 6) sdao chamadas de bactérias
purpuras ndo sulfurosas, pertencentes a ordem Rhodospirillales, subclasse

Alphaproteobacteria (BALDANI, et al., 2014).

A maioria dos membros da familia Rhodospirillaceae habita biofilmes de pedra
que utilizam as diatoméceas e algas como fonte de carbono. Em analises do genoma de

um membro isolado a partir de um biofilme de uma zona litoral do Lago Constanga
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foram utilizados varios substratos de C explicando assim seu estilo de vida heterotréfica

(RAHALKAR, et al., 2015).

Outras novas estirpes da familia Rhodospirillaceae foram isoladas a partir de
lagos do sudeste da Sibéria em dguas moderadamente alcalinas e com pH acima de 9,0

(BRYANTSEVA, et al., 2015).

20.7. Rhizobiales

Rhizobiales (OTU 9), da classe das Alphaproteobacteria, foi uma das principais
ordens de bactérias presentes em um estudo que teve como objetivo determinar a
estrutura e estabilidade sazonal das populacdes microbianas desnitrificantes em
amostras de sedimentos de quatro lagos boreais que foram coletadas, quantificadas e

sequenciadas (SAARENHEIMO, et al., 2015).

Para examinar a composi¢do das comunidades bacterianas em amostras de
sedimentos coletados em pontos diferentes (esgoto rural, fabricas de curtume, de
vestuario e de botdes) a partir do rio Nanxijiang, na China, que ¢ um efluente de
descarga, foi aplicado sequenciamento genético. O sequenciamento indicou que a
maioria das amostras do efluente pertencia a classe Betaproteobactéria. A ordem
Rhizobiales foi classificada nas amostras de efluentes de esgoto rural, com
predominéncia de 4,1%. O estudo indicou que na caracterizacdo das comunidades
bacterianas em sedimentos de varios ramos a jusante, os efluentes de aguas residuais
distintos tém um potencial semelhante na variabilidade natural dos ecossistemas

hidricos e contribuem para a homogeneizagao bidtica do rio (LU, & LU, 2014).

20.8. Caulobacter

O género Caulobacter (OTU 17), pertencente a classe Alphaproteobacteria,
filo Proteobacteria, normalmente cresce em niveis baixos de nutrientes e sdo
chamados de prosthecate por terem uma morfologia incomum, incluindo gemas ou

talos que sdo usados para aderir a uma superficie (POINDEXTER, 2005).
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Dos nove locais de amostragem de agua coletadas ao longo do curso do rio
Red Cedar em Michigan, da montante a jusante, incluindo locais que recebem
efluentes de varios municipios do centro de Michigan, o género predominante de
bactérias foi Caulobacter, que correspondeu de 64 a 93% das formas totais

prosthecate.

Outro estudo mostrou que bactérias do género Caulobacter variam muito em
abundancia no decorrer do ano, apresentando um grande aumento especialmente no
verdo em comparacdo com os periodos mais frios. Nao houve correlacdo entre a
frequéncia destas bactérias com coliformes totais, pois comparativamente 0 nimero

dessas ultimas foi menor (STALEY, 1971).

21. A IMPORTANCIA DO PROCESSO DE DESNITRIFICACAO
EM CORPOS HiDRICOS

As influéncias antropogénicas resultaram em grandes mudangas no ciclo de
nitrogénio da terra. Dentre o conjunto de consequéncias em cascata decorrentes de
aumentos macicos de adi¢des de N, principalmente pelo uso intensivo de fertilizantes
nitrogenados e aumentos nas emissdes de combustiveis fosseis, estd a eutrofizacdo dos
ecossistemas de agua doce e costeiros (CONLEY et al., 2009; GALLOWAYET et al.,
2008).

Acgdes antropicas, além de aumentar a disponibilidade do N, provocam outro
agravante, a mobilidade de N, ou seja, embora a maioria das aplicacdes deliberadas
ocorra localmente, sua influéncia ¢ a ambito regional ou até mesmo mundial

(VITOUSEK et al., 1997).

Apobs o oxigénio, carbono e hidrogénio, o nitrogénio (N) é o quarto elemento
mais abundante na atmosfera (CONLEY et al., 2009) facilmente oxidado ou reduzido,
por outro lado o gas nitrogénio (N2) ¢ praticamente inerte, de modo que os organismos
conseguem fixad-lo somente quando o N se encontra na forma organica (VIDALI et al.,
2001). As trés principais etapas do ciclo do nitrogénio sdo fixacdo, nitrificacdo e

desnitrificacdo (Figura 22). A desnitrificacdo ¢ um processo gradual de reducdo de
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nitrogénio em quatro etapas: reducdo de nitrato, de nitrato a nitrito, de nitrito a acido

nitroso e de acido nitroso a 6xido nitrico.
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Figura 22: As trés principais etapas do ciclo do nitrogénio: fixagao, nitrificagdo e desnitrificacio

Fonte: http://escolakids.uol.com.br/ciclo-nitrogenio.htm acesso 06/03/2017

Um importante processo microbiano em termos de qualidade de agua ¢ a
desnitrificagdo, no qual microrganismos sao capazes de reduzir o N, contribuindo assim
na reducdo da eutrofizagdo e protegendo os corpos hidricos. A desnitrificagdo ¢ um
processo que transforma o nitrogénio em gas que ¢ devolvido para a atmosfera, sendo
assim a desnitrificagao tem um papel chave para manter a qualidade da agua por realizar

a remogao de nitrogénio dos corpos hidricos (YU & LIU, 2014).

A desnitrificacdo heterotrofica ¢ um importante processo microbiano em termos
de qualidade de agua, pois de acordo com Alexander et al. (2000), do total de N
antropogénico que entra em bacias hidrograficas, 75% se perdem no fluxo da paisagem
ao longo do caminho, influenciados pelas caracteristicas fisicas e quimicas dos corpos

hidricos, antes de atingir os oceanos por desnitrificacdo heterotrofica.

Os requisitos para a realiza¢ao da desnitrificagcdo bioldgica em geral sdo: possuir
capacidade metabdlica, aceitar o elétron como componente de carbono organico,
condi¢des anaerobicas ou restricdes de oxigé€nio, e presenca de 6xidos de nitrogénio

(PHILIPPOT et al., 2007).
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Segundo Zumft (1997), embora as bactérias com capacidade de desnitrificagao
pertencam a uma ampla variedade de grupos, sd3o um pouco mais frequentes entre as
classes alfa e beta das Proteobactérias e conforme Yu et al. (2014), a compreensdo da
funcdo das comunidades desnitrificantes pode ser util na tomadas de decisdes € no

gerenciamento de reservatorios estratificados.

A bactéria do género Dechloromonas, pertencente 4 classe Betaproteobacteria,
embora ndo esteja entre as dez mais abundantes em nosso estudo, ¢ considerada na
literatura como um microrganismo que tem um papel importante no processo de
desnitrificagdo no meio ambiente aquatico, de modo que fizemos um levantamento de

artigos que abordam seu papel neste processo.

21.1. Dechloromonas

Embora a bactéria Dechloromonas nao esteja incluida entre as dez mais UTOs
sequenciadas da nossa pesquisa, motivo pelo qual ndo fizemos nenhuma andlise com
ela, notamos que ha varios artigos que a descrevem como participante no processo de
redugdo de nitrato nos corpos hidricos. Em nossa investigacao o género Dechloromonas
(OTU 8 e OTU 11) foi identificado e pertence a classe Betaproteobacteria, ordem

Rhodocyclales e familia Rhodocyclaceae.

A investigacdo de Yu (2014) abordou os diferentes papéis de comunidades de
bactérias desnitrificadoras, as suas distribuigdes, as principais etapas de seus processos
de desnitrificacdo e sua identificacio em um reservatorio profundo de agua doce

subtropical com forte estratificagcdo em uma zona minima de oxigénio.

Com o objetivo de compreender melhor o processo das ligagdes entre as
comunidades desnitrificadoras, suas funcdes e como juntas conseguem concluir o
processo de desnitrificacdo, as bibliotecas de clones 16 s rRNA, Narg (nitrato redutase),
NIRS/NIRK (nitrito redutase), Norb (redutase do oxido nitrico) e nosZ (redutase do
oxido nitroso) dos genes que codificam enzimas nas etapas de desnitrificacdo foram
construidas com sucesso. Foram sequenciadas as comunidades em nivel de
género/espécie, sendo que a classe dominante foi a pertencente a o-, B- e 7-

Proteobacteria, cujo NIRS gene foi dominada por Dechloromonas (YU et al., 2014).
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Espécies pertencentes ao género Dechloromonas foram identificadas entre os
microrganismos funcionais responsaveis pela desnitrificagdo numa estacdo de
tratamento de 4guas residuais (ETAR) capaz de eliminar N (CHEN et al., 2016).
Também foram bactérias dominantes no processo de desnitrificagdo do N em nitrato e
nitrito em dois reatores de leito fluidizado contaminados por compostos nitrogenados e

metais pesados (ZOU et al., 2014).

Uma investigacdo sobre como os efeitos bioldgicos concomitantes com fatores
geoquimicos contribuem com o sequestro de arsénico em sedimentos de um lago
contaminado expostos a nitrato, indicou uma abundancia de populacdes bacterianas
associadas a respiragdo de produtos clorados e organicos, inclusive bactérias
pertencentes ao género Dechloromonas conforme dados gerados pelo sequenciamento

16S rRNA (GIBNEY et al., 2007).

O vale de San Joaquim, Califérnia, gera agua de drenagem agricola com
elevados niveis de Se e N que necessitam serem descarregados em zonas imidas e em
lagos proximos. Como alternativa de baixo custo e eficiéncia, a combinagdo das
bactérias Bacillus sp. com Dechloromonas sp. foram utilizadas e se mostraram capazes
de remediar essas aguas contaminadas por reduzir significativamente os niveis de Se e

N (ZHANG et al., 2007).

Mudangas sazonais exercem influencia sobre este género conforme descreve o
estudo de comunidades bacterianas nas amostras retiradas dos biofilmes no rio Garonne
(sudoeste da Franca), estudadas utilizando 16S rRNA em cadeia de gradiente
polimerase seguido por andlise de sequenciamento, destacou a sucessdo bacteriana
como um processo natural impulsionado pelos proprios organismos. Os biofilmes foram
amostrados no periodo de sete meses e durante a segunda fase de acumulagdo de
biomassa epiliticas, entre as estagdes do verdo e do outono, houve o aparecimento de
cinco OTUs na riqueza bacteriana, entre os quais a Dechloromonas sp., sugerindo a

influéncia de fatores sazonais sobre estas comunidades (LYAUTEY et al., 2005).

Estudos também abordam Dechloromonas com potencial de degradagdo de

metais pesados, conforme exemplos a seguir.

Dechloromonas foi detectado numa pesquisa que descreveu a diversidade

microbiana e seu potencial biogeoquimico num biofilme nos rejeitos de minas de uranio
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em colunas de dguas com pH elevado. A presenca de 11 filos foi sequenciada, a maioria
afiliados com quatro linhagens principais (Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria
e Firmicutes). Dechloromonas estava entre o grupo de bactérias capazes de utilizar
hidrocarbonetos reduzindo o ferro dentro de todas as amostras de biofilme examinados

(BONDICI et al., 2014).

Solventes organicos, tais como hidrocarbonetos (compostos aromaticos e
alifaticos clorados) possuem poder acumulativo nos ecossistemas constituindo assim
uma ameaca para o meio ambiente. Usando a tecnologia metagenomica, foram
analisados microrganismos capazes de metabolizar estes compostos a partir de amostras

de aguas subterraneas na provincia de KwaZulu-Natal na Africa do Sul.

Os dados taxonOmicos revelaram como dominantes o filo Proteobacteria,
especialmente a classe Betaproteobacteria, tendo como o0 microrganismo
Dechloromonas, entre os envolvidos na degradacdo dos compostos aromaticos e outros
hidrocarbonetos presentes nas amostras. As andlises obtidas com os dados
metagenomicos mostraram o potencial de degradagdo de metais pesados por essas

comunidades microbianas (ABBAI, et al., 2013).

Embora haja artigos que comprovem sua biomineralizagdo baseados em
sedimentos e enriquecimentos microbianos, Coates et al. (2001) utilizou organismos em
cultura pura para degradar o benzeno (contaminante largamente utilizado em muitos
processos, inclusive ¢ o componente principal de combustiveis a base de petrdleo) de
maneira anaerobia e relata duas estirpes Dechloromonas que realizam a mineralizagao
completa na auséncia de oxigénio, demonstrando assim o potencial de aplicabilidade

destas bactérias para tratamento de ambientes contaminados.

Além de ser redutor de nitrato e metais pesados o estudo de Achenbach
classifica Dechloromonas como redutora do sal clorato. Dentre as 20 novas linhagens
de bactérias, todas pertencentes aos membros das proteobactérias capazes de reduzir
clorato, foram isoladas de uma ampla diversidade de ambientes, incluindo de
sedimentos e identificadas através da analise filogenética como dois géneros
Dechloromonas que predominaram entre as bactérias redutoras de clorato

(ACHENBACH et al., 2001).
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22. ASSOCIACAO DE BACTERIAS DESNITRIFICANTES

A eficiéncia das bactérias no processo de desnitrificagdo acontece quando existe
uma associacdo com outras bactérias, onde mais microrganismos participam na
atenuagao ou remoc¢ao completa dos poluentes em corpos hidricos. A seguir estdo
alguns estudos de associacdo entre as bactérias Dechloromonas e trés das dez mais

abundantes de nossa investigacao, todas pertencentes a classe Betaproteobacteria.

Estes estudos podem contribuir para a melhor compreensao das relagdes entre as
comunidades bacterianas, suas fun¢des e como elas funcionam juntas para concluir o
processo de desnitrificacdo que podera ser util na avaliagdo de como o uso de solo nas
bacias e respectivas APPs estdo afetando a biodiversidade bacteriana nesses

ecossistemas.

22.1. Dechloromonas e Elstera

Foram estudadas a diversidade bacteriana e archaeal em duas fontes termais
alcalinas no nordeste da India, Jakrem (Meghalaya) ¢ Yumthang (Sikkim) com o
objetivo de entender a influéncia das propriedades fisico-quimicas da primavera quente
sobre a diversidade microbiana. Dos treze principais filos de bactérias sequenciados foi
identificado o filo Proteobacteria cuja classe estava correlacionada especificamente com
sulfeto total. Dentro da classe de Proteobacteria, Elstera litoralis, uma espécie da
familia Rhodospirillaceae foi observada pela primeira vez em associagdo com fontes de
agua quente juntamente com o género Dechloromonas, entre outras (PANDA et al.,

2016).

22.2. Dechloromonas, Ideonella e Pelomonas

Para avaliar e comparar comunidades bacterianas em aguas de dois viveiros de
piscicultura com alto grau de eutrofizagdo, tanto no periodo da seca e no periodo das
chuvas, o sequenciamento 16S rRNA classificou de maneira significativamente as

Proteobacterias. Entre as bactérias classificadas na classe Betaproteobacteria e na ordem
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Burkholderiales foram encontradas Ideonella, Pelomonas e Dechloromonas e da classe
Alphaproteobacteria, a ordem Rhizobiales entre outros, no periodo da seca. Duas
diferencas foram importantes na participagdo dos ciclos biogeoquimicos das bactérias, o
periodo hidrologico e a concentracao de nutrientes, principalmente nitrogénio, fosforo e

salinidade do sistema aquatico (MENEGHINE A. K., 2013).

22.3. Dechloromonas, Ideonella e Rhodoferax

No estudo de Mcllroy et al. (2014), entre a diversidade de bactérias
desnitrificantes ativas representadas na biblioteca de genes de DNA através do 16S
rRNA estdo os membros Rhodoferax e Dechloromonas, que tiveram um papel essencial

para a remocao do nitrogénio de aguas residuais (ETAR) em escala completa.

O clorato produzido industrialmente tem sido usado na agricultura como agente
herbicida, e também ¢ um subproduto de desinfec¢ao de dgua e de branqueamento de
celulose com cloro. Um estudo que investigou reducdo de clorato por bactérias em
amostras de sedimentos do efluente de uma fabrica de celulose detectou espécies dos
géneros Dechloromonas e Ideonella que em associacdo com outras bactérias apresentou

um elevado potencial de atenuacao do clorato (SCHWARZ et al., 2012).

22.4. Pelomonas, Rhodoferax e Ideonella

Entre as bactérias endofiticas encontradas em folhas de taboa (7ypha
angustifolia L.) na China através da técnica da biblioteca 16S rRNA estdo as
Proteobacterias, a maioria dos subgrupos beta e gama, sendo que entre os géneros
dominantes incluidos estdo Rhodoferax, Pelomonas, Rhizobium e Ideonella, entre

outros.

Embora as bactérias Rhizobium sejam fixadoras de nitrogénio para o melhor
desenvolvimento das plantas, as Pelomonas, ldeonella € Rhodoferax desempenham um

papel bioldgico muito importante com potencial para metabolizar compostos organicos
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através da fitorremediacdo de aguas eutroficas removendo nitrogénio, fosforo e/ou

matéria organica (LI, et al., 2011).

O estudo de Li et. al. (2011) confirmou que a estrutura e funcdo das bactérias
endofiticas sdo moldadas pelas condigdes do meio ambiente e pela identidade das
espécies de plantas. Portanto, a utilizagdo destas comunidades no processo de
fitorremediacdo poderia ser uma abordagem poderosa para a restauracdo de sistemas

eutroficos.

Outra pesquisa sobre os efeitos que uma espécie invasora de taboa (Typha x
glauca) na comunidade microbiana numa zona Uimida de 4dgua doce no Lago Huron,
Cheboygan Marsh demonstrou que a taboa pode afetar a capacidade da zona imida para

remover nutrientes aumentando significativamente amoénio soltvel, nitrato e fosforo.

Analises baseadas em genes 16 rRNA e comunidades desnitrificantes em
NIRSgenes revelaram diferengas significativas entre as comunidades bacterianas totais
que, juntamente com as mudancgas fisicas, quimicas e bioldgicas, sugere que a taboa
afeta os processos de ciclagem de nutrientes como a desnitrificacdo, desempenhando
assim um papel ecologicamente significativo na remog¢ao de nitrogénio (ANGELONI et

al., 2006).

Em reservatorios de agua doce o fosforo € o nutriente mais limitante, j4& em
estuarios e oceanos a limitagdo ¢ o nitrogénio, de modo que o processo de
desnitrificacao ¢ de extrema importancia, pois promove a prote¢do da qualidade da agua
por remover nitratos e nitritos das aguas interiores antes de essas entrarem nos

ambientes costeiros e conduzir a eutrofizagdo nesses ecossistemas (YU, et al., 2014).

23. DISCUSSAO

Através do resultado do sequenciamento do gene 16S rRNA, das 31 amostras na
regido de Caconde, oito dentre as dez OTUs mais abundantes foram identificadas como
pertencentes ao filo Proteobacteria. A abundancia desses microrganismos sugere que
esses participaram do processo de desnitrificacao, pois segundo Newton et al. (2011), as

Proteobacteria sdo um grupo de bactérias residentes e abundantes em agua doces,
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capazes de degradar compostos organicos complexos, além de participar do ciclo do

nitrogénio.

Desse filo, podemos destacar os géneros Pelomonas, Rhodoferax e Ideonella da
classe Betaproteobacterias cujos estudos mostraram serem eficientes nesse processo de
desnitrificacdo por participarem na atenuacao ou remog¢ao completa dos poluentes em
corpos hidricos. Outros estudos as associam com a bactéria desnitrificante
Dechloromonas pertencente a mesma classe e também identificada em nosso estudo.
Isto sugere que essa associagdo poderia ser melhor estudada para maior compreensdo do
papel que cada uma atua para a remogao do nitrato e potencialmente serem usadas como

bioindicadoras da qualidade da 4gua nos rios e corregos na regiao de Caconde.

24. CONCLUSAO

Nosso estudo correlacionou a comunidade bacteriana entre bacias hidrograficas
e respectivas APPs com diferentes composicdes e configuragdes da paisagem, e
concluiu que de maneira geral o impacto bacteriano ¢ maior a distdncias menores que

2.000 metros do ponto de coleta.

A identificagdo através do sequenciamento juntamente com os dados do uso de
solo, tornou possivel utilizarmos indices de similaridade para distancia que indicou que
a diversidade bacteriana esta sendo impactada até 2.000 metros do ponto de

amostragem.

A correlacao nitrato com as OTUs, tanto no uso de solo “pasto” como no uso de
solo “florestas” apresentou uma correlagdo das APPs muito similar indicando uma
relagdo deste ecossistema com o componente nitrato. Para ressaltar a presenga do
elemento nitrato em corpos hidricos proximos a areas agricolas, um estudo similar
realizado em corregos e rios de Porto Rico, cujo objetivo foi analisar a composi¢ao da
comunidade bentonica dos biofilmes em riachos tropicais ao longo do uso do solo e
analisar a relacdo entre as bacias hidrograficas para determinar como essas variaveis
influenciaram a composicao e diversidade da comunidade dos biofilmes bentonicos,
seus resultados indicaram que o nitrato foi a varidvel que melhor explicou as variagdes

na diversidade dos biofilmes bacterianos (BURGOS-CARABALLO et al., 2014).
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A inten¢do por tras da avaliacdo do efeito da paisagem em escalas multiplas foi
encontrar uma escala biologicamente significativa considerada importante para a saude
dos rios e riachos estudados em torno do reservatorio de Caconde, administrado pela
empresa AES - Tieté€. A composicao do biofilme bacteriano usando “armadilhas” de
baixo custo foi analisada utilizando Next-Generation Sequencing (NGS), que
identificou entre as dez mais abundantes bactérias o filo Proteobacterias na sua maioria,
algumas das quais potencialmente poderiam ser usadas como bioindicadores da

qualidade da 4gua nessas bacias.

Uma melhor compreensao da comunidade bacteriana dos sistemas hidricos ¢
necessaria para projetar estratégias de biocontrole inovadoras e eficazes que garantam a
qualidade da 4gua nesses ecossistemas. A identificagdo das bactérias “chaves” que
formam os biofilmes pode permitir a renovagdo de informagdes necessarias para

melhorar a qualidade da agua.

Como nossa pesquisa identificou algumas bactérias classificadas na literatura
como microrganismos capazes de atenuar ou remover poluentes nos sistemas hidricos,
seria interessante usarmos para proximos estudos primers especificos para
identificarmos esses grupos taxondomicos. Em especial primers para identificar a
bactéria Dechloromonas por ser largamente citada em artigos como desnitrificante, para
compreendermos mais claramente seu papel chave nesse processo de remocao do

nitrogénio.

Potencialmente nosso estudo poderia ser aplicado em outras bacias com
caracteristicas semelhantes para avaliarmos se nosso modelo poderia ser replicado em

outras regides tropicais.
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ANEXO A

Distribuicao das 10 OTUs nos pontos de amostragens
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OTVU 3 Bacteria
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OTU 6 Rhodospinillaceae
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ANEXO C
Resultados das Analises Fisico-Quimicas

Pontos Variaveis Fisico-Quimicas

Ph  Fe Amonia Fosfato Sulfeto Nitrito Nitrato N-NO3 Alcalinidade

A 6.8 0 0.1214 0 X 0 3.0996 0 AP=0
B 6.8 0 0.1214 0 X 0.0984 0.4428 -0.5412 AP=0
C 6.8 0 0 0 X 0 4.428 0 AP=0
CC 638 0 0.3035 0 X 0 0.04428 0 AP=0
D 6.8 0 0.1214 0 X 0 2.214 0 AP=0
E 6.8 0 0.1214 0 X 0 2.214 0 AP=0
EE 6.8 0 0 0 X 0 0.13284 0 AP=0
F 6.8 -2 0.1214 0 X 0 0.13284 0 AP=0
FF 6.8 0 0 0 X 0 2.214 0 AP=0
G 7.2 0 0.1214 0 X 0 0 0 AP=0
GG 638 0 0 0 X 0 2.214 0 AP=0
H 7.2 1 0.1214 0 X 0.0328 11.07 10.742 AP=0
HH 6.8 1 0.1214 0 X 0 0.4428 0 AP=0
I 7.8 1 0.1214 0 X 0 0.4428 0 AP=0
6.8 0 0 0 X 0 0 0 AP=0

JJ 6.8 0 0.1214 0 X 0.164 0.04428 1.59572 AP=0
KK 638 0 0.3035 0 X 0 0.13284 0 AP=0
L 7.2 0 0 0 X 0 2214 2214 AP=0
M 6.8 1 0.1214 0 X 0 0.4428 0 AP=0
MM 6.8 0 0.1214 0 X 0 2.214 0 AP=0
N 8 -1 0 0 X 0 0 0 AP=0
00 638 0 0.607 0 X 0.164 4.428  2.788 AP=0
P 7.2 0 0.3035 0 X 0.328  4.428 1.148 AP=0
Q 72 05 0.1214 0 X 0.0328 11.07 10.742 AP=0
S 7.2 1 0.3035 0 X 0.0328 2214 1.886 AP=0
T 6.8 0 0 0 X 0 0.4428 0 AP=0
U 6.8 1 0.1214 0 X 0 1.3284 0 AP=0
v 6.8 0 0 0 X 0 1.3284 0 AP=0
W 6.8 0 0 0 X 0 1.3284 0 AP=0
X 6.8 0 0.1214 0 X 0 1.3284 0 AP=0
Y 6.8 -1 0 0 X 0 0 0 AP=0
Z 6.8 0 0.1214 0 X 0 2.214 0 AP=0
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Porcentagens das 10 OUTs mais abundantes nos pontos de coleta

ANEXO D

1%

Ponto A

m Cellvibrionaceae (OTU 1)

® Pelomonas (OTU 5)

= Rhodoferax (OTU 2)

m |deonella (OTU 7)

® Bacteria (OTU 3)

m Elstera (OTU 14)

m Caulobacter (OTU 17)

m Rhizobiales (OTU 9)
Rhodospirillaceae (OTU 6)

Ponto B

m Cellvibrionaceae (OTU 1)

® Pelomonas (OTU 5)

= Rhodoferax (OTU 2)

m |deonella (OTU 7)

® Bacteria (OTU )3

m Elstera (OTU 14)

m Caulobacter (OTU 17)

m Rhizobiales (OTU 9)
Rhodospirillaceae (OTU 6)

133



m Cellvibrionaceae (OTU 1)
® Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)

m |deonella (OTU 7)

® Bacteria (OTU )3

m Rhizobiales (OTU 9)

m Rhodospirillaceae (OTU 6)

1% 1%

3%

Ponto C

m Cellvibrionaceae (OTU 1)
® Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)

® |deonella (OTU 7)

m Elstera (OTU 14)

® Caulobacter (OTU 17)

m Rhizobiales (OTU 9)

= Rhodospirillaceae (OTU 6)

2%

2%

m Cellvibrionaceae (OTU 1)
m Pelomonas (OTU 5)

m |deonella (OTU 7)

® Elstera (OTU 14)

® Caulobacter (OTU 17)

m Rhodospirillaceae (OTU 6)

134



2% (9 Ponto EE

m Cellvibrionaceae (OTU 1)

® Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)

m Ideonella (OTU 7)

® Bacteria (OTU 3)

m Elstera (OTU 14)

= Caulobacter (OTU 17)

m Rhizobiales (OTU 9)
Rhodospirillaceae (OTU 6)

Ponto E

m Cellvibrionaceae (OTU 1)
® Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)

® Caulobacter (OTU 17)

® Rhizobiales (OTU 9)

m Rhodospirillaceae (OTU 6)

Ponto FF

m Cellvibrionaceae (OTU 1)
® Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)

® |deonella (OTU 7)

m Elstera (OTU 14)

® Caulobacter (OTU 17)

m Rhizobiales (OTU 9)

= Rhodospirillaceae (OTU 6)

135



Ponto F

m Cellvibrionaceae (OTU 1)
m Rhodoferax (OTU 2)

m Bacteria (OTU 3)

® Rhizobiales (OTU 9)

m Cellvibrionaceae (OTU 1)
® Pelomonas (OTU 5)

m |deonella (OTU 7)

m Elstera (OTU 14)

® Caulobacter (OTU 17)

m Rhizobiales (OTU 9)

m Rhodospirillaceae (OTU 6)

Ponto G

® Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)
» Bacteria (OTU 3)

® Caulobacter (OTU 17)
m Rhizobiales (OTU 9)

136



1% Ponto HH

m Cellvibrionaceae (OTU 1)
® Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)

® |deonella (OTU 7)

m Bacteria (OTU 3)

® Elstera (OTU 14)

» Caulobacter (OTU 17)

m Rhizobiales (OTU 9)

m Cellvibrionaceae (OTU 1)
m Rhodoferax (OTU 2)

m Ideonella (OTU 7)

® Bacteria (OTU 3)

m Elstera (OTU 14)

m Rhizobiales (OTU 9)

m Cellvibrionaceae (OTU 1)
m Pelomonas (OTU 5)

m Elstera (OTU 14)

® Caulobacter (OTU 17)

m Rhizobiales (OTU 9)

m Rhodospirillaceae (OTU 6)

137



m Cellvibrionaceae (OTU 1)
® Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)

m |deonella (OTU 7)

® Elstera (OTU 14)

= Caulobacter (OTU 17)

m Rhodospirillaceae (OTU 6)

Ponto J

®m Rhodoferax (OTU 2)
® Bacteria (OTU 3)

0% Ponto KK

m Cellvibrionaceae (OTU 1)
® Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)

m |deonella (OTU 7)

® Elstera (OTU 14)

® Caulobacter (OTU 17)

m Rhizobiales (OTU 9)

138



Ponto MM

m Cellvibrionaceae (OTU 1)
® Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)

m |deonella (OTU 7)

® Caulobacter (OTU 17)

m Rhizobiales (OTU 9)

m Cellvibrionaceae (OTU 1)

® Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)

® |deonella (OTU 7)

® Bacteria (OTU 3)

® Elstera (OTU 14)

® Caulobacter (OTU 17)

m Rhizobiales (OTU 9)
Rhodospirillaceae (OTU 6)

Ponto N

m Cellvibrionaceae (OTU 1)
m Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)

m |deonella (OTU 7)

m Elstera (OTU 14)

® Caulobacter (OTU 17)

= Rhizobiales (OTU 9)

139



Ponto OO

m Cellvibrionaceae (OTU 1)
® Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)

m |deonella (OTU 7)

m Elstera (OTU 14)

® Caulobacter (OTU 17)

m Rhizobiales (OTU 9)

= Rhodospirillaceae (OTU 6)

Ponto P

® Pelomonas (OTU 5)

m Ideonella (OTU 7)

» Elstera (OTU 14)

® Caulobacter (OTU 17)
m Rhizobiales (OTU 9)

2% Ponto Q

m Cellvibrionaceae (OTU 1)
® Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)

m |deonella (OTU 7)

® Elstera (OTU 14)

® Caulobacter (OTU 17)

140



m Cellvibrionaceae (OTU 1)
® Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)

m |deonella (OTU 7)

m Elstera (OTU 14)

® Caulobacter (OTU 17)

m Rhizobiales (OTU 9)

= Rhodospirillaceae (OTU 6)

m Cellvibrionaceae (OTU 1)

m Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)

® |deonella (OTU 7)

® Bacteria (OTU 3)

® Elstera (OTU 14)

® Caulobacter (OTU 17)

m Rhizobiales (OTU 9)
Rhodospirillaceae (OTU 6)

m Cellvibrionaceae (OTU 1)
® Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)

® |deonella (OTU 7)

m Bacteria (OTU 3)

® Elstera (OTU 14)

m Rhizobiales (OTU 9)

= Rhodospirillaceae (OTU 6)

141



m Cellvibrionaceae (OTU 1)
® Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)

m |deonella (OTU 7)

m Elstera (OTU 14)

® Caulobacter (OTU 17)

m Rhizobiales (OTU 9)

= Rhodospirillaceae (OTU 6)

m Cellvibrionaceae (OTU 1)
® Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)

® |deonella (OTU 7)

m Elstera (OTU 14)

® Caulobacter (OTU 17)

m Rhizobiales (OTU 9)

= Rhodospirillaceae (OTU 6)

Ponto X

m Cellvibrionaceae (OTU 1)
® Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)

m Elstera (OTU 14)

® Caulobacter (OTU 17)

m Rhizobiales (OTU 9)

m Rhodospirillaceae (OTU 6)

142



3, PontoY

m Pelomonas (OTU 5)

® |deonella (OTU 7)

m Bacteria (OTU 3)

m Chlorobiaceae (OTU 4)

0%

Ponto Z

m Cellvibrionaceae (OTU 1)
m Pelomonas (OTU 5)

m Rhodoferax (OTU 2)

m |deonella (OTU 7)

® Elstera (OTU 14)

m Caulobacter (OTU 17)

m Rhodospirillaceae (OTU 6)

143



ANEXO E

Tabela de Ocorréncias das 10 OTUs

Silva Name Nu;:ee:s‘:)de Referéncia Fonte Localizagao
OTU
Bacteria(100);
Proteobacteria(96);
Gammaproteobacteria(94); NOT NOT
Cellvibrionales(75);
Cellvibrionaceae(75)
1
. . TITLE Conservation of ethB
Pro]?ea(::l;?;ae(ég(o 1)60)' genes in diverse ETBE enrichment "polluted aquifer, water
. . cultures ’
Betaproteochtena(lOO), KP636091 dominated by from an "France"
Burkholderiales(100); upstream
Comamonadaceae(100); Hydrog@nop.haga and monitoring well"
Pelomonas(91) ’ Mesorhizobium phylotypes
5 JOURNAL Unpublished
TITLE Diversity of
Bacteria(100); bacterioplankton in the surface
Proteobacteria(100); seawaters of Drake
Betaproteobacteria(100); Passage near the Chinese " " .
Burkholderiales(100); KP975302 Antarctic station surface water China
Comamonadaceae(100); JOURNAL FEMS Microbiol. Lett.
Pelomonas(91) (2015) In press
5 PUBMED 26184094
. . TITLE Linking microbial
Pro]?ei::l;?;?e (112(01)(,)0)' community structure to the S, Fe and
. ’ N
Betap roteoba'cterla(IOO'), KM221378 biogeochemical cycling in the "hot spring" China
Burkholderiales(100) .
Comamonadaceae(l OO,)' hot springs at Tengchong geothermal
’ fields, China
5 Pelomonas(91) JOURNAL  Unpublished
Bacteria(100);
Proteobacteria(100); TITLE Bacterial diversity of
Betaproteobacteria(100); neotropical fishfarm freshwater in "oligotrophic freshwater .
Burkholderiales(100); K1676402 Brazil fishfarm" Brazil
Comamonadaceae(100); JOURNAL Unpublished
Pelomonas(91)
5
Pr l?ac;zn; (Iigé)l)(;)O)' TITLE Microbial Diversity of
Be taor((:)(ieotc)ac teria(lOb)' Groundwaters and Bottled Natural
P . o JX458407 | Mineral "bottled mineral water" "Portugal"
Burkholderiales(100); Waters
Com;‘e‘}gﬁ:;::(a;l()l 00); JOURNAL Unpublished
5
Bacteria(100); TITLE  Application of special
Proteobacteria(100); oligotrophic media for determination
Betaproteobacteria(100); of " " 920
Burkholderiales(100); HF679070 bacterial communities ultra pure water .
Comamonadaceae(100); originated from ultra pure water
Pelomonas(91) JOURNAL Unpublished
5
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TITLE  Characterization of

Bacteria(100); Drinking Water Bacterial
Proteobacteria(100); Community Structures
Betaproteobacteria(100); TX285681 in Bulk Water Samples "Cincinnati drinking "USA"
Burkholderiales(100); Collected from a Metropolitan water system"
Comamonadaceae(100); Distribution
Pelomonas(91) System
JOURNAL Unpublished
Bacteria(100);
Proteobactena( 100); TITLE  Release of manganese from full-scale drinking . .
Betaproteobacteria(100); . water treatment USA: Lantern Hill,
. JQ288603 | groundwater treatment filter media "
Burkholderiales(100); JOURNAL Unpublished plant green CT
Comamonadaceae(100); P sand filter media"
Pelomonas(91)
TITLE Spatial heterogeneity of
Bacteria(100); bacterial communities in sediments
Proteobacteria(100); from an
Betaproteobacteria(100); infiltration basin receiving "sediment from an " . "
Burkholderiales(100); JQI78158 highway runoff infiltration basin" USA: Plymouth, MA
Comamonadaceae(100); JOURNAL Microb. Ecol. 64 (2),
Pelomonas(91) 461-473 (2012)
PUBMED 22391798
Bacteria(100); TlITLE. Microbial and 'ﬁmc.tlonal
. . diversity of a subterrestrial high pH
Proteobacteria(100); roundwater associated to
Betaproteobacteria(100); groun " . " "Portugal:Southeast,
. ) HE678733 | serpentinization alkaline groundwater s
Burkholderiales(100); . . . Cabeco de Vide
Comamonadaceac(100); JOURNAL Environ. Microbiol. 15
Pelomonas(91) ? (6), 1687-1706 (2013)
clomonas PUBMED 23731249
TITLE Molecular evidences for
Bacteria(100); microorganisms participating in the
Proteobacteria(100); Fe and "low temperature
Betaproteobacteria(100); TN860405 S biogeochemical cycling in hydrothermal oxides at | The South West Indian
Burkholderiales(100); the low temperature hydrothermal the South Ridge
Comamonadaceae(100); environments at the South West Indian Ridge"
Pelomonas(91) West Indian Ridge
JOURNAL Unpublished
Bactena(l.OO); . TITLE Spatial and Temporal
Proteobacteria(100); S . .
. . Variability of Bacterial Communities
Betaproteobacteria(100); . " " .
. JN868837 | in the lake water China
Burkholderiales(100); .
Comamonadaceae(100); Water of Lake .Talhu
’ JOURNAL Unpublished
Pelomonas(91)
TITLE Pyrosequencing
Bacteria(100); demonstrated complex microbial
Proteobacteria(100); communities in a
Betaproteobacteria(100); GU761270 membrane filtration system "drinking water 99
Burkholderiales(100); for a drinking water treatment plant (treatment 2)" .
Comamonadaceae(100); JOURNAL Microbes Environ. 26
Pelomonas(91) (2), 149-155 (2011)
PUBMED 21502735
TITLE Bacterial community
Bacteria(100); ls;mc?re of sediments of the bizerte
Proteobacteria(100); 800 ..
Betaproteobacteria(100); (Tunisia), a southern "sediment of Bizerte
. o FM211753 | Mediterranean coastal anthropized " "Tunisia:Bizerte"
Burkholderiales(100); lagoon
Comamonadaceae(100); lagoon .
’ JOURNAL Microb. Ecol. 59 (3),
Pelomonas(91)

445-456 (2010)
PUBMED 19789910
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Bacteria(100); "USA: Waquoit Bay
Proteobacteria(100); TITLE Protozoan grazers alter the National Estuarine
Betaproteobacteria(100); diversity of metabolically active o . " Research
Burkholderiales(100); FI719088 bacteria in aquifer sediments aquifier sediments Reserve,
Comamonadaceae(100); JOURNAL Unpublished Wagquoit,
Pelomonas(91) Massachusetts"
Bacteria(100);
Proteobacteria(100); TITLE Phylogenetic diversity of
Betaproteobacteria(100); bacteria in ballast water at Ningbo " " .
Burkholderiales(100); GU212839 port ballast water China
Comamonadaceae(100); JOURNAL Unpublished
Pelomonas(91)
TITLE High diversity of
Bacteria(100); cultivable heterotrophic bacteria in
Proteobacteria(100); association
Betaproteobacteria(100); with cyanobacterial water " " — "
Burkholderiales(100): AM989116 blooms lake water Finland
Comamonadaceae(100); JOURNAL ISMEJ 3 (3), 314-325
Pelomonas(91) (2009)
PUBMED 19020559
TITLE  Spatial distribution,
diversity and composition of
Bacteria(100); bacterial
Proteobacteria(100); communities in sub-seafloor | ,, .
. . PCR-derived sequence
Betaproteobacteria(100); AB176187 fluids at a deep-sea hydrothermal from vent area 99
Burkholderiales(100); field ater” .
Comamonadaceae(100); of the Suiyo Seamount wate
Pelomonas(91) JOURNAL Deep Sea Res. Part |
Oceanogr. Res. Pap. 56, 1844-1855
(2009)
Bacteria(100); TITLE Bacterial Communlt_y in
. sediment from the western Pacific
Proteobacteria(100);
Betaproteobacteria(100); Warm Pool . . . .
Burkholderiales(100): ’ AY375142 and its relationship to "deep sea sediment" 7?
Comamonadaceae(1 OO’)' environment
Pelomonas(91) ’ JOURNAL China Environ. Sci.
48, 282-290 (2005)
Bacteria(100); TITLE Molecular analysis of "oround water from a
Proteobacteria(100); bacterial communities in ground g monitorin
Betaproteobacteria(100); AJ583173 waters of the ontto de eg well "Russia:Siberia,
Burkholderiales(100); deep-well injection site at a radioactive €vas te Tomsk-7"
Comamonadaceae(100); Tomsk-7, Siberia, Russia & al site”
Pelomonas(91) JOURNAL Unpublished sposatsite
TITLE Influence of salinity on
Bacteria(100); bacterial community composition in
Proteobacteria(100); Lake
Betaproteobacteria(100); Bosten, a large oligosaline " " P "
Burkholderiales(100); HQ436703 lake in the arid northwestern China lake water China: Lake Bosten
Comamonadaceae(100); JOURNAL Appl. Environ.
Rhodoferax(94) Microbiol. 78, 4748-4751 (2012)
PUBMED 22522679
TITLE Microbial community
Bacteria(100); analys1§ and identification of
. alternative
Proteobacteria(100); . s
. . host-specific fecal indicators
Betaproteobacteria(100); . b e "
. ; GU635577 | in fecal and river water samples river water 7
Burkholderiales(100); using pyrosequencing
Comamonadaceae(100); . .
Rhodoferax(94) JOURNAL J. Microbiol. 49 (4),

585-594 (2011)
PUBMED 21887641
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TITLE Preparation of genomic

Bacteria(100); DNA from a single species of
Proteobacteria(100); uncultured
Betaproteobacteria(100); ABS518642 magnetotactic bacterium by "sediment in a water | "Japan:Chiba, Kimitsu,
Burkholderiales(100); multiple-displacement amplification well" Kururi"
Comamonadaceae(100); JOURNAL Appl. Environ.
Rhodoferax(94) Microbiol. 76 (5), 1480-1485 (2010)
PUBMED 20081000
TITLE Variability of Prokaryotic
Bacteria(100); Community Structure in a Drinking
Proteobacteria(100); Water
Betaproteobacteria(100); Reservoir (Marathonas, " " "Greece: Marathonas
Burkholderiales(100); GQ340350 Greece) water column Reservoir"
Comamonadaceae(100); JOURNAL Microbes Environ. 27
Rhodoferax(94) (1), 1-8 (2012)
PUBMED 21971081
. . TITLE Abundance and diversity
Proltajoc‘t:ee:;tae (rliz(i)?l)(’)O)' of biofilms in natural and artificial "Aespoe hard rock
Betaproteobacteria (10’0). aquifers of the Aspo Hard laboratory tunnel,
Burkholderiales(100): ’ GQ240200 | Rock Laboratory, Sweden fracture 7
Comamona daceae(lOO’)' JOURNAL Microb. Ecol. 61 (2), KA1362-A06,
Rhodoferax(94) ? 410-422 (2011) groundwater"
odoterax PUBMED 21132427
Bacteria(100); TITLE Impact of immigrant
Proteobacteria(100); airborne bacteria in an altitude
Betaproteobacteria(100); FN297285 gradient of "Lake Nera water "Spain:Central
Burkholderiales(100); sentinels lakes of the column" Pyrenees"
Comamonadaceae(100); Pyrenees
Rhodoferax(94) JOURNAL Unpublished
TITLE Benthic diatoms and
Bacteria(100); associated bacteria from Lake
Proteobacteria(100); Constance:
Betaproteobacteria(100); bacterial phylogeny and " " " "
Burkholderiales(100); EU580469 functional interactions regarding Lake Constance Germany
Comamonadaceae(100); growth
Rhodoferax(94) and EPS-secretion
JOURNAL Unpublished
Bacteria(100); TITLE  Circumpolar synchrony in
Proteobacteria(100); big river bacterioplankton "Russia: near the mouth
Betaproteobacteria(100); F1694478 JOURNAL Proc. Natl. Acad. Sci. "depth-integrated of the Ob' River at
Burkholderiales(100); U.S.A. 106 (50),21208-21212 freshwater sample"
Comamonadaceae(100); (2009) Salekhard"
Rhodoferax(94) PUBMED 19940248
. . TITLE High diversity of
Proltajoc‘t:ee:;tae (rliz(i)?l)(’)O)' cultivable heterotrophic bacteria in
Betaproteobacteria(100); assoc1athn . i " - "
Burkholderiales(100); AMI89111 o with cyanobacterial water river water Finland
. ooms
Comﬁ‘}‘f“g‘afdace?;g 00); JOURNAL ISME J 3 (3), 314-325
odoferax (2009)
PUBMED 19020559
TITLE Bacteria associated with
benthic diatoms from Lake
Bacteria(100); Consmnc}f:lo eny and influences on
Proteobacteria(100); diatom phy wt% ar}ll d secretion of "bacterial community
Betaproteobacteria(100); EU715297 0 gr<t> lul see le on o associated with "Germany: Lake
Burkholderiales(100); subs tanSZSrace ular polymerie freshwater Constance"
Com;}r::) %13}2?2:?54(‘;00); JOURNAL Appl. Environ. diatom

Microbiol. 74 (24), 7740-7749
(2008)
PUBMED 18931294
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TITLE 16S rRNA sequences of
Bacteria(100); bacteria from an iron containing . .
. . freshwater e .. Switzerland: Canton
Proteobacteria(100); , \ iron containing . g
. source called 'Fuschna of Grisons, Engiadina
Betaproteobacteria(100); . S freshwater source
. ] AB475022 | located in the Engiadina Bassa Bassa
Burkholderiales(100); called
Comamonadaceae(100); Valley, 'Fuschna Valley,
Rhodoferax(94) ’ Switzerland close to Scuol"
JOURNAL Published Only in
Database (2009)
TITLE Ecological niche
separation in the Polynucleobacter
Bacteria(100); subclusters
Proteobacteria(100); linked to quality of dissolved
Betaproteobacteria(100); organic matter: a demonstration " " "Japan: Fukushima,
Burkholderiales(100); AB452984 using a high sensitivity freshwater lake Lake Hibara"
Comamonadaceae(100); cultivation-based approach
Rhodoferax(94) JOURNAL Environ. Microbiol. 14
(9), 2511-2525 (2012)
PUBMED 22759205
Bacteria(100);
Proteobacteria(100); TITLE Spatial distribution of the " .
Betaproteobacteria(100); bacterial community in a recent tufa . GermapyAHartz
. ’ FM176071 . "rivulet" Mountain, Westerhoefer
Burkholderiales(100); core sample formation Bach"
Comamonadaceae(100); JOURNAL Unpublished
Rhodoferax(94)
Bacteria(100); TITLE It's all relative: ranking the
Proteobacteria(100); diversity of aquatic bacterial
Betaproteobacteria(100); communities " " " "
Burkholderiales(100); EU802072 JOURNAL Environ. Microbiol. 10 Chesapeake Bay, MD UsA
Comamonadaceae(100); (9), 2200-2210 (2008)
Rhodoferax(94) PUBMED 18637951
Bacteria(100); al;iilleJF mizla;i;ltilgilr? drer:f:rt;(t))zsojia
Proteobacteria(100); redox y g
Betaproteochtena(lOO); EUS546731 sensing as applied to Lake Washlrll'gton Washington
Burkholderiales(100); . . sediment
. methylotroph populations in Lake
Comamonadaceae(100); .
Rhodoferax(94) Washington .
JOURNAL Unpublished
Bactena(l.OO); TITLE Evaluation of the microbial
Proteobacteria(100); . : . .
Betaproteobacteria(100); diversity of a humic lake using . "oxygen stratified - L
Burkholderiales(100): AM949204 molecular and phospholipid polyhumic lake water" Finland:Mekkojarvi
Comamonadaceae(100); analyses .
Rhodoferax(94) ’ JOURNAL Unpublished
TITLE Heterotrophic symbionts
Bacteria(100); gg Ehototrophlc consortia: members
Proteobacteria(100); L di | £
Betaproteobacteria(100); novel diverse cluster o "Germany: Lake
. 7 EF203864 | Betaproteobacteria characterized by a "water" n
Burkholderiales(100); Dagow
Comamonadaceae(100); tandem rrn operon structure
Rhodoferax(94) ? JOURNAL Environ. Microbiol. 9
(11), 2782-2794 (2007)
PUBMED 17922762
Bacteria(100); TITLE Microbiota within the
Proteobacteria(100); perennial ice cover of Lake Vida, "4.8 m, Lake Vida ice " .

. . Antarctica: Southern
Betaproteobacteria(100); DQ521494 Antarctica cover, McMurdo Dry Victoria Land. Victoria
Burkholderiales(100); JOURNAL FEMS Microbiol. Valleys, © Vallew!
Comamonadaceae(100); Ecol. 59 (2), 274-288 (2007) Antarctica" y

Rhodoferax(94) PUBMED 17092309
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TITLE Seasonal dynamics and

Bacteria(100); o . .
Proteobacteria(100); gﬁglogenetlc diversity of free-living "Germany: Lake
Betaproteochtena(lOO); DQ501307 particle-associated bacterial "freshwater" Grosse Fuchskuhle (NE
Burkholderiales(100); e
communities in four lakes of "
Comamonadaceae(100); compartment)
Rhodoferax(94) northeastern Germany
odo JOURNAL Unpublished
Bactena(llOO); TITLE Bacterioplankton
Proteobacteria(100); community composition of an
Betaproteoba_ctena(lOO.); DQ450175 | Atlantic coastal Atlantic C(‘)‘astal Uruguay
Burkholderiales(100); lagoon
Comamonadaceae(100); lagoon (Urugu .ay)
Rhodoferax(94) JOURNAL Unpublished
Bacteria(100); TITLE Synchrony and seasonality
Proteobacteria(100); in bacterioplankton communities of
Betaproteobacteria(100); two . "USA: Massachusetts,
Burkholderiales(100); AY947997 temperate rivers Parker River Parker River"
Comamonadaceae(100); JOURNAL Limnol. Oceanogr. 50
Rhodoferax(94) (6), 1718-1729 (2005)
TITLE Phylogenetic analysis of
Bacteria(100); particle-attached and free-living
Proteobacteria(100); bacterial communities in the "USA: Columbia River
Betaproteobacteria(100); Columbia river, its estuary, and the . estuary"
Burkholderiales(100); AF141457 adjacent coastal ocean River estuary
Comamonadaceae(100); JOURNAL Appl. Environ. /note="free-living"
Rhodoferax(94) Microbiol. 65 (7), 3192-3204 (1999)
PUBMED 10388721
TITLE Bacterial community
composition in Central European
Bacteria(100); running waters
Proteobacteria(100); examined by temperature
Betaproteobacteria(100); gradient gel electrophoresis and " " a river in central
Burkholderiales(100); DQO17928 sequence upland stream Germany
Comamonadaceae(100); analysis of 16S rRNA genes
Rhodoferax(94) JOURNAL Appl. Environ.
Microbiol. 74 (1), 188-199 (2008)
PUBMED 18024682
Bacteria(100); TITLE Environmental
Proteobacteria(100); Fluctuations Significantly Influence
Betaproteobacteria(100); the Microbial " " "Switzerland: Alpine
Burkholderiales(100); AJ867930 Community Composition lake water Lake Joeri XIII"
Comamonadaceae(100); Present in Nival Lakes
Rhodoferax(94) JOURNAL Unpublished
Bacteria(100); TITLE D.1ver51ty (.)f 746
. heterotrophic bacteria isolated from
Proteobacteria(100); icrobial N .. d
Betaproteobacteria(100); microbia _ _ ) Antarctica:McMurdo
. 7 AJ440986 mats from ten Antarctic lakes "lake microbial mat" Dry Valleys, Lake
Burkholderiales(100); . . "
JOURNAL Syst. Appl. Microbiol. Fryxell
Comamonadaceae(100);
Rhodoferax(94) 25 (4), 603-610 (2002)
PUBMED 12583721
Bacterla(l_OO); TITLE  Cellular and molecular
Proteobacteria(100); . .
. . diversity of mat sample from lake " .
Betaproteobacteria(100); Antarctica:Lake
. . AJ287642 | Fryxell, Lake Fryxell "
Burkholderiales(100); . Fryxell
Comamonadaceae(100); Antarctica .
Rhodoferax(94) JOURNAL Unpublished
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TITLE Interaction between
Bacteria(100); microbial community structure and
Proteobacteria(100); diversity of
Betaproteobacteria(100); biofilms and different e . " .
Burkholderiales(100); KRI88878 physical-chemical parameters along river biofilms China
Comamonadaceae(100); Qinhuai
Ideonella(59) River, China
JOURNAL Unpublished
Bacteria(100); TITLE Freshwater anaerobic
Proteobacteria(100); oxidation of methane associated with
Betaproteobacteria(100); sulfate " " " X "
Burkholderiales(100); LN806939 reduction in a natural gas groundwater Netherlands:Berkhout
Comamonadaceae(100); source
Ideonella(59) JOURNAL Unpublished
Bacteria(100); TITLE Bacterial composition of
Proteobacteria(100); biofilms collected from two service
Betaproteobacteria(100); KMS851953 | areas "drinking water 29
Burkholderiales(100); in a metropolitan drinking biofilm" .
Comamonadaceae(100); water distribution system
Ideonella(59) JOURNAL Unpublished
Bacteria(100); TITLE D1urr}a1 floc generatlon
. from neuston biofilms in two
Proteobacteria(100); contrastin
Betaproteobacteria(100); KMO31140 freihwater lakes "Coldspring Lake: "Canada: Algonquin
Burkholderiales(100); JOURNAL Environ. Sci. Technol Surface microlayer" Provincial Park, ON"
C"m"‘l‘(‘;onadﬁc(e;‘;)(mo)? 48 (17), 10107-10115 (2014)
eonetia PUBMED 25111370
TITLE The responses of the taxa
Bacteria(100); composition of particle-attached
Proteobacteria(100); bacterial community to the
Betaproteobacteria(100); decomposition of Microcystis " " B _—
Burkholderiales(100): KF927518 blooms freshwater China: Lake Taihu
Comamonadaceae(100); JOURNAL Sci. Total Environ.
Ideonella(59) 488-489, 236-242 (2014)
PUBMED 24836132
TITLE Rhizosphere bacterial
Bacteria(100); community of Typha angustifolia L.
Proteobacteria(100); and water
Betaproteobacteria(100); quality in a river wetland "typha rhizosphere of AT Ty it
Burkholderiales(100); KI568441 supplied with reclaimed water Bai River" China: Beijing
Comamonadaceae(100); JOURNAL Appl. Microbiol.
Ideonella(59) Biotechnol. 99 (6), 2883-2893 (2015)
PUBMED 25412576
Bacteria(100); TITLE . .Mlcroblal. Community
. Composition of Environmentally
Proteobacteria(100);
. . Conserved " .
Betaproteobacteria(100); ABS53640 Estuary in mudd 20 Japan:Kumamoto,
Burkholderiales(100); S Ty Y . Midorikawa estuary"
Midorikawa-river and sandy
Comamonadaceae(100); hirak .
Ideonella(59) Shirakawa-river .
JOURNAL Unpublished
Bacteria(100); TITLE Bioreduction of vanadium " .
. . batch anaerobic
Proteobacteria(100); (V) in groundwater by . .
. . bioreduction of
Betaproteobacteria(100); KF956494 autohydrogentrophic vanadate 09
Burkholderiales(100); bacteria: mechanisms and in contaminated .
Comamonadaceae(100); microorganisms ndwater"
Ideonella(59) JOURNAL Unpublished grou ¢
Bacteria(100);
Proteobactena(lOO); TITLE Microbial communities in
Betaproteobacteria(100); K 1 "
Burkholderiales(100): KF802876 | sandy river sediment 7?
Comamonadaceae(100); JOURNAL - Unpublished
Ideonella(59)
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Bacteria(100);

TITLE Microbial Diversity of

Proteobacteria(100);
Betaproteobacteria(100); JX458402 l?/lri(;ll;rrlzzllwaters and Bottled Ratural "bottled mineral water" "Portugal"
Burkholderiales(100); g
Comamonadaceae(100); Waters .
Ideonella(59) ’ JOURNAL Unpublished
Bacteria(100); TITLE‘ . Microbial c.ommunity
Proteobacteria(l(,)O); composition and endolith
Betaproteobacteria(100); colonlzatloq at an . S " an
Burkholderiales(100); JX257317 ) Arctic lthermal. spring are periphyton AI'C.tIC thermal
Comamonadaceae(100); driven by calcite precipitation spring
Ideonella(59) ’ JOURNAL Environ Microbiol
Rep 5 (5), 648-659 (2013)
PUBMED 24115614
Bacteria(100); TITLE Spatial and temporal
Proteobacteria(100); variation of bacterial and
Betaproteobacteria(100); microeukaryotic "freshwater lake, " .
Burkholderiales(100); KC625230 diversity in a Brazilian summer season, site 3" Brazil
Comamonadaceae(100); freshwater reservoir
Ideonella(59) JOURNAL Unpublished
Bacteria(100); TITLE  Functional microbial
Proteobacteria( | (’)0); diver;ity e?(plains groundwater
Betaproteobacteria(100); chemlstry. na . " " 00
Burkholderiales(100); KC607203 pristine aqulferb . groundwater 77
Comamonadaceae(100): JOURNAL BMC Microbiol. 13
Ideonella(59) (1), 146 (2013)
PUBMED 23800252
Pro?;fg:; (112(01)(,)0)' TITLE Bacterigl diversity in
Betaproteobacteria(100); culture area of Weishan Lake and the "Weishan Lake 99
Burkholderiales(100); KC914430 differences from non-culture sediment 77
Comamonadaceae(100); area .
Ideonella(59) JOURNAL Unpublished
Bacteria(100);
Proteobacteria(100); TITLE Role of anthropogenic
Betaproteobacteria(100); activity on microbial community " . " " . "
Burkholderiales(100); JQ910752 structure river sediment Canada: Quebec
Comamonadaceae(100); JOURNAL Unpublished
Ideonella(59)
Bacteria(100);
Proteobacteria(100); TITLE  Analysis of bacterial
Betaproteobacteria(100); communities in the sediment of Lake "sediment of Lake " . -
Burkholderiales(100); ABT780355 Jusan Jusan" Japan: Aomori
Comamonadaceae(100); JOURNAL Unpublished
Ideonella(59)
Bacteria(100); TITLE Compreheqsive
Proteobacteria(100); é;iﬁf;umrﬁztegiﬁgienrjl sis of
Betaproteobacteria(100); Y "Grasse River " "
Burkholderiales(100); 1Q968867 .PCB Cong:eners 1n.PCB- sediment" USA
Comamonadaceae(100); contaminated Sedlmbent with Depth
Ideonella(59) ’ JOURNAL J Environ Eng (New
York) (2012) In press
TITLE Establishment and early
Bacteria(100); succession of bacterial communities
Proteobacteria(100); in
Betaproteobacteria(100); 1X085920 monochloramine-treated "drinking water 09
Burkholderiales(100); drinking water biofilms biofilm" .
Comamonadaceae(100); JOURNAL FEMS Microbiol.
Ideonella(59) Ecol. 86 (3), 404-414 (2013)

PUBMED 23789638
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TITLE Diversity and composition

Bacteria(100); of the bacterial community of
Proteobacteria(100); Poyang Lake
Betaproteobacteria(100); (China) as determined by 16S " " A
Burkholderiales(100); HM750122 rRNA gene sequence analysis Poyang Lake China
Comamonadaceae(100); JOURNAL World J. Microbiol.
Ideonella(59) Biotechnol. 28 (1), 233-244 (2012)
PUBMED 22806799
TITLE  Molecular characterization
of natural biofilms from household
. . taps
Bacterla(I'OO), with different materials:
Proteobacteria(100); . L
Betaproteobacteria(100); PVC, stainless steel, and cast iron in "drinking water
; S P 29
Burkholderiales(100); 1Q923538 system drinking water distribution distribution system" .
Comi‘;‘e":ﬁfﬁ(@;;)(mo); JOURNAL Appl. Microbiol.
Biotechnol. 97 (18), 8393-8401
(2013)
PUBMED 23143469
Bacteria(100); "sediment core from an
Proteobacteria(100); TITLE Comparison of bacteria and archi
Betaproteobacteria(100); JQ793037 archaea community structure in high che "Canada: Cornwallis
Burkholderiales(100); arctic freshwater sediments oligotrophic lake (Char Island, NU"
Comamonadaceae(100); JOURNAL Unpublished g Iiak )
Ideonella(59) ¢
Bacteria(100); TITLE Microbial diversity of
Proteobacteria(100); anaerobic zones of Tinto River "Tinto River sediment
Betaproteobacteria(100); combining (extreme acid et
Burkholderiales(100); JQ815606 culture dependent and non- Spain
Comamonadaceae(100); dependent methods environment)"
Ideonella(59) JOURNAL Unpublished
Bacteria(100); TFITL_E Microbial ant.l fupctlonal
. . diversity of a subterrestrial high pH
Proteobacteria(100); .
Betaproteobacteria(100); groundwater associated to "Portugal:Southeast
. o HE672954 | serpentinization "alkaline groundwater" ) T
Burkholderiales(100); . . . Cabeco de Vide
Comamonadaceae(100); JOURNAL Environ. Microbiol. 15
Ideonella(59) ’ (6), 1687-1706 (2013)
PUBMED 23731249
Bactena(I'OO); . TITLE Spatial and Temporal
Proteobacteria(100); Lo . .
. . Variability of Bacterial Communities
Betaproteobacteria(100); . " "
. IJN869177 | inthe lake water 7?
Burkholderiales(100); .
Comamonadaceae(100); Water of Lake .Talhu
Ideonella(59) JOURNAL Unpublished
Bacterla(l.OO); . TITLE Metagenomic analysis of
Proteobacteria(100); . .
. . the diversity and seasonal changes of " .
Betaproteobacteria(100); . . " " South Africa: Vaal
. ; IN865756 bacterial assemblages in an freshwater . "
Burkholderiales(100); . f h Afii River, Parys
Comamonadaceae(100); aquatic ecosystem tom South Africa
Ideonella(59) JOURNAL Unpublished
Bacteria(100); TITLE Microbial community
Proteobacteria(100); changes in association with
Betaproteobacteria(100); biodegradation of . emw 99
Burkholderiales(100); IN833492 anthracene under nitrate- aquifer o
Comamonadaceae(100); reducing condition
Ideonella(59) JOURNAL Unpublished
Bacteria(100);
Proteobacteria(100); TITLE Microbial communities of
Betaproteobacteria(100); spring pits in Jing-Mei River at the I o "Taiwan: Jing-Mei
Burkholderiales(100); IN397935 southeastern Taipei basin spring pit River, Taipei"
Comamonadaceae(100); JOURNAL Unpublished
Ideonella(59)

152




Bacteria(100); TITLE Diversity and spatial
Proteobacteria(100); distribution of bacterial communities " elagic sediment in
Betaproteobacteria(100); IN105008 in P cei ter of Lake "China: Lake Bosten,
Burkholderiales(100); sediments of Bosten Lake, Bosten" Xingjiang province"
Comamonadaceae(100); NW China
Ideonella(59) JOURNAL Unpublished
. TITLE Phylogenetic diversity
Bacteria(100); . A K
Profeobacteria(100); P cterioplankion communiy
Betaproteobacteria00) | 15429379 | in he Dongiiane River, China primary drinking water | *China: south China,
Comamonadaceac(100); JOURNAL FEMS Microbiol. pPly gjiang
© | deoonell;((;;) ’ Ecol. 80 (1), 30-44 (2012)
PUBMED 22133045
Bacteria(100);
Proteobacteria(100); TITLE Bacterial community
Betaproteobacteria(100); composition in four freshwater "Shidou freshwater .
Burkholderiales(100); HQ661280 reservoirs reservoir" China
Comamonadaceae(100); JOURNAL Unpublished
Ideonella(59)
TITLE Pyrosequencing
Bacteria(100); demonstrated complex microbial
Proteobacteria(100); communities in a
Betaproteobacteria(100); GU742037 membrane filtration system "drinking water 29
Burkholderiales(100); for a drinking water treatment plant (treatment 1)" .
Comamonadaceae(100); JOURNAL Microbes Environ. 26
Ideonella(59) (2), 149-155 (2011)
PUBMED 21502735
TITLE Microbial communities
Bacteria(100); and chemosynthesis in yellowstone
Proteobacteria(100); lake
Betaproteobacteria(100); sublacustrine hydrothermal " " "USA: Yellowstone
Burkholderiales(100); HM446143 vent waters West Thumb 129 National Park"
Comamonadaceae(100); JOURNAL Front Microbiol 2, 130
Ideonella(59) (2011)
PUBMED 21716640
TITLE Microbial community
Bacteria(100); analy51§ and identification of
Proteobacteria(100); alternative . -
Betaproteobacteria(1 Ob)' host-specific fecal indicators
B : : i " 99
Burkholderiales(100); GU641793 | in fecal l?sr:i gn[\)/}t:o\::;ire ;e::rirrllpéles river water 77
Comaf;“’“;dﬁz(e;;)(mo); JOURNAL J. Microbiol. 49 (4),
cone 585-594 (2011)
PUBMED 21887641
TITLE  Similarities and
Bacteria(100); leferences in Bacterial Community
Proteobacteria(100); Structures in a . . .
Betaproteobacteria(100); Reduceq Aquifer Wlt.h H igh "arsenic contaminated " "
. ; GU183585 | Aqueous Arsenic and an Oxidized P Bangladesh!
Burkholderiales(100); Aquifer 85 m deep aquifer
Come}?g;l;gitf; ;)(100); lower in Aqueous Arsenic at
Titas, Bangladesh
JOURNAL Unpublished
TITLE Characterization of
Bacteria(100); geocht_:mlcal constituents and
Proteobacteria(100); bacterial
Betanrotcobac teria(lOb)' populations associated with
P . o FJ205115 | As mobilization in deep and shallow "well water" "Bangladesh"
Burkholderiales(100); .
Comamonadaceae(100); tube wells in Bangladesh
Ideonella(59) ’ JOURNAL Water Res. 43 (6),

1720-1730 (2009)
PUBMED 19215956
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Bacteria(100);

TITLE Impact of immigrant

Proteobacteria(100); airborne bacteria in an altitude
Betaproteobacteria(100); FN297293 gradient of "Lake Nera water "Spain:Central
Burkholderiales(100); sentinels lakes of the column" Pyrenees"
Comamonadaceae(100); Pyrenees
Ideonella(59) JOURNAL Unpublished
Bacterla(I'OO); . TITLE The bacterial diversity
Proteobacteria(100); L ..
. from the semiarid 'Tablas de Daimiel N
Betaproteobacteria(100); . \ " " Spain: Tabla de
. FI517015 National Park' wetland water L . "
Burkholderiales(100); | Spai lled Daimiel National Park
Comamonadaceae(100); (Central Spain) unravere
Ideonella(59) JOURNAL Unpublished
Bacteria(100);
Proteobacteria(100); TITLE Molecular approaches for
Betaproteobacteria(100); studying microbial biodiversity in the | ,, . » | "Antarctica:Scotia sea,
Burkholderiales(100); AMO21457 Southern Ocean marine surface water Southern Thule"
Comamonadaceae(100); JOURNAL Unpublished
Ideonella(59)
Bacteria(100); TITLE It's all relative: ranking the
Proteobacteria(100); diversity of aquatic bacterial
Betaproteobacteria(100); communities " " " "
Burkholderiales(100); EU803497 JOURNAL Environ. Microbiol. 10 Lake Gatun Panama
Comamonadaceae(100); (9), 2200-2210 (2008)
Ideonella(59) PUBMED 18637951
a0
Proteobacteria(100); rs do; y metabo g obes
Betaproteoba_ctena(lOO); EU546802 sensing as applied to Lake Washu'l'gton 2
Burkholderiales(100); . . sediment
. methylotroph populations in Lake
Comamonadaceae(100); Washington
Ideonella(59) JOURNAL Unpublished
Bacteria(100); TITLE Microbial anq funu;tlonal
. . diversity of a subterrestrial high pH
Proteobacteria(100); .
Betaproteobacteria(100); .gr_oun_dwater associated to .
Burkholderiales(100): ’ AM777987 | serpentinization "alkaline groundwater" "Portugal"
Comamonadaceae(1 00’). JOURNAL Environ. Microbiol. 15
Ideonella(59) ? (6), 1687-1706 (2013)
PUBMED 23731249
TITLE Identification of novel
Bacteria(100); perchloroethene-respiring
Proteobacteria(100); microorganisms in
Betaproteobacteria(100); EF667599 anoxic river sediment by "uncultivated river "Germany: River Lahn,
Burkholderiales(100); RNA-based stable isotope probing sediment bacterium" Marburg"
Comamonadaceae(100); JOURNAL Environ. Microbiol. 10
Ideonella(59) (1), 31-46 (2008)
PUBMED 18211265
Bacteria(100); TITLE Study of the diversity of
Proteobacteria(100); marine microorganisms of Coco's
Betaproteobacteria(100); Island "site S25 near Coco's " C
Burkholderiales(100); EF575104 based on environmental DNA Island" Costa Rica
Comamonadaceae(100); samples
Ideonella(59) JOURNAL Unpublished
TITLE Identification of acetate-
utilizing Bacteria and Archaea in
Bacteria(100); methanogenic profundal
Proteobacteria(100); sediments of Lake Kinneret (Israel)
Betaproteobacteria(100); by "lake profundal " . . "
Burkholderiales(100); AMIBI866 stable isotope probing of sediment" Isracl:Lake Kinneret
Comamonadaceae(100); rRNA
Ideonella(59) JOURNAL Environ. Microbiol. 9

(1), 223-237 (2007)
PUBMED 17227427
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TITLE Methylibium aquaticum sp.

Bacteria(100); nov., a betaproteobacterium isolated
Proteobacteria(100); from
Betaproteobacteria(100); a eutrophic freshwater pond " " 99
Burkholderiales(100); | "R-043921 | joURNAL Int. J. Syst. Evol. freshwater pond 7
Comamonadaceae(100); Microbiol. 57 (PT 9), 2125-2128
Ideonella(59) (2007)
PUBMED 17766884
7
Bacteria(100); TITLE Effect of benzene-like
Proteobacteria(100); compounds on the structure of
Betaproteobacteria(100); microbial "Songhuajiang River W~
Burkholderiales(100); DQ463246 community in Songhuajiang sediment" China
Comamonadaceae(100); River sediments
7 Ideonella(59) JOURNAL Unpublished
Bacteria(100); . . .
Proteobacteria(100); TITLE . Diverse Microbial "extremely alkaline (pH
Betaproteobacteria(100); Community Found In Extremely 1210 13)
P . K AY396009 | Alkaline (pH 12 to "USA"
Burkholderiales(100); d
Comamonadaceae(100); 13) Groun, waFer groundwater"
’ JOURNAL Unpublished
7 Ideonella(59)
Bactena(l.OO); . TITLE Microbial Communities in
Proteobacteria(100); .. . )
. . the Hawaiian Archipelago: A
Betaproteobacteria(100); X . " p . " " . S
. AY345493 | Microbial Lake Waiau sediment USA: Hawaii
Burkholderiales(100); . .
Comamonadaceae(100); DX/ersny HOSP(}):
; Ideonella(59) JOURNAL Unpublished
Bacteria(100); TITLE _ Impact of chromium-
. contaminated wastewaters on the
Proteobacteria(100); . .
Betaproteobacteria(100); microbial
Burkholderiales(100): ’ AJB76723 community of a river "river sediment" "Portugal: Alcanena"
Comamonadaceae(1 OO’)' JOURNAL FEMS Microbiol.
Ideonella(59) ’ Ecol. 54 (1), 35-46 (2005)
7 PUBMED 16329970
TITLE Bacterial community
composition determined by culture-
. . independent
Bactena(l_OO), . and -dependent methods
Proteobacteria(100); . . " " . .
. . during propane-stimulated propane-sparged USA: California,
Betaproteobacteria(100); . A
. ] AY435505 | bioremediation in ground water from well | Sacramento, McClellan
Burkholderiales(100); . . " . "
trichloroethene-contaminated C4 Air Force Base
Comamonadaceae(100);
Ideonella(59) groundwater . . .
JOURNAL Environ. Microbiol. 7
(2), 165-178 (2005)
7 PUBMED 15658984
TITLE  Functional microbial
Bacteria(92); diversity explains groundwater
Firmicutes(34); Bacilli(21); chemistry in a
Bacillales(9); KC607121 pristine aquifer "groundwater" 7
Thermoactinomycetaceae(4); JOURNAL BMC Microbiol. 13
Hazenella(4) (1), 146 (2013)
3 PUBMED 23800252
TITLE Diversity of
o Bacterla(92);v _ planc?omyce?e populations "lake water: isolated
Firmicutes(34); Bacilli(21); associated with an algal " .
N . . from algal USA: LaBonte Lake,
Bacillales(9); GQ994656 bloom in an eutrophic lake . "
. . . Laramie, WY’
Thermoactinomycetaceae(4); and simulated blooms in algal . "
! microcosm
Hazenella(4) microcosms
3 JOURNAL Unpublished
TITLE Pyrosequencing
Bacteria(100); demonstrated complex microbial
Proteobacteria(100); communities in a
Alphaproteobacteria(100); GU784485 membrane filtration system "drinking water 29
Rhodospirillales(99); for a drinking water treatment plant (treatment 3)" .
Rhodospirillaceae(98); JOURNAL Microbes Environ. 26
Elstera(94) (2), 149-155 (2011)
PUBMED 21502735
14
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TITLE Variability of Prokaryotic

Bacteria(100); Community Structure in a Drinking
Proteobacteria(100); Water
Alphaproteobacteria(100); Reservoir (Marathonas, " " "Greece: Marathonas
Rhodospirillales(99); GQ340152 Greece) water column Reservoir"
Rhodospirillaceae(98); JOURNAL Microbes Environ. 27
Elstera(94) (1), 1-8 (2012)
14 PUBMED 21971081
TITLE Microbial community
Bacteria(100); a{lalysi; and identification of
Proteobacteria(100); alernative o
Alphaproteobacteria(100); ) host-spemﬁc fecal indicators L .
g } GU642298 | in fecal and river water samples river water
Rhodospl_rlllales(99), using pyrosequencing
Rh"d"]asll"tnuagjae(gg)’ JOURNAL J. Microbiol. 49 (4),
stera(94) 585-594 (2011)
PUBMED 21887641
14
Bacteria(100);
Proteobacteria(97);
Alphaproteobacteria(92);
Rhodospirillales(66); NOT NOT
Rhodospirillaceae(66);
Defluviicoccus(47)
6
Bacteria(100); TITLE Biogeochemical gradients
Proteobacteria(100); above a coal tar DNAPL "contaminated
Alphaproteobacteria(100); KU032367 JOURNAL Sci. Total Environ. C(()jn aminatec for” "Austria"
Rhizobiales(100); (2015) In press groundwater aquiter
9 A0839(100); unclassified; PUBMED 26610368
Bacteria(100); TITLE  Uncultured bacterium
Proteobacteria(100); from water collected in Kyrgyzstan,
Alphaproteobacteria(100); KF638301 | 16S rRNA "water" "Kyrgyzstan"
Rhizobiales(100); gene
9 A0839(100); unclassified; JOURNAL Unpublished
Bacteria(100);
Proteobacteria(100); TITLE Bacterial communities in
Alphaproteobacteria(100); KF515020 | drinking water distribution systems "drinking water" 7?
Rhizobiales(100); JOURNAL Unpublished
9 A0839(100); unclassified;
TITLE Phylogenetic and
Bacteria(100); biodiversity characterization of " olvehlorinated
Proteobacteria(100); microbial bi hp yl taminated
Alphaproteobacteria(100); KC161681 communities associated with 1phenyt con agnna ¢ 7
Rhizobiales(100); PCB-dechlorination in river sediment River s dimeilat?'se
A0839(100); unclassified, enrichment microcosms
JOURNAL Unpublished
9
TITLE Comprehensive
Bacteria(100); Assessment of Bacterial
Proteobacteria(100); Communities and Analysis of "Grasse River
Alphaproteobacteria(100); JQ968917 PCB Congeners in PCB- diment" "USA"
Rhizobiales(100); contaminated Sediment with Depth sedimen
A0839(100); unclassified, JOURNAL J Environ Eng (New
9 York) (2012) In press
TITLE Diversity and composition
Bacteria(100); of the bacterial community of
. . Poyang Lake
Proteobacteria(100); (China) as determined by 16S
Alphaproteobacteria(100); | HM750100 Iysi Y "Poyang Lake" "China"
Rhizobiales(100); rRNA gene sequence ana ysis
A0839(100); unclassified; JOURNAL World J. Microbiol.
’ ? Biotechnol. 28 (1), 233-244 (2012)
PUBMED 22806799
9
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Bacteria(100);

Proteobacteria(100); TITLE Microbial community in a "drinking water sand
Alphaproteobacteria(100); JN887270 | full-scale drinking water sand filter f‘ﬁ ter” s "China"
Rhizobiales(100); JOURNAL Unpublished
9 A0839(100); unclassified,
Bacteria(100); TITLE Metagenomic analysis of
Proteobacteria(100); the diversity and seasonal changes of " .
Alphaproteobacteria(100); JIN865295 bacterial assemblages in an "freshwater" Ris\?;ﬂ;;zglgzr:;azl,,
Rhizobiales(100); aquatic ecosystem from South Africa ’ g
A0839(100); unclassified; JOURNAL Unpublished
9
Bacteria(100); TITLE Molecular ecology of
Proteobacteria(100); freshwater microbialite strutures in a "Canada: Pavilion
Alphaproteobacteria(100); HQ143770 carbonate-rich lake in British "microbialite" Lai(e"
Rhizobiales(100); Columbia, Canada
9 A0839(100); unclassified; JOURNAL Unpublished
TITLE Pyrosequencing
Bacteria(100); demonstrated complex microbial
Proteobacteria(100); Commuxsrfbllzll?e filtration system "drinking water
Alphaproteobacteria(100); | GU779579 | .\ % o s wes
Rhizobiales(100): or a drinking water treatment plant (treatment 3)
A0839(100); unclassi’ﬁe d: JOURNAL Microbes Environ. 26
’ ? (2), 149-155 (2011)
PUBMED 21502735
9
. . TITLE Molecular Surveys of "Bio-Sep beads
Pr ]?eackt):g; (112(01)(,)0)' Eubacteria from Biofilms and containing 30%
oteo P Sediments in limestone, "USA: Mammoth
Alphaproteobacteria(100); GQ500773 h . Ky
Rhizobiales(100): _ Mammoth Cave Karst one year in Cave, Kentucky'
A0839(100); nclassi’ﬁe d: Aquifers base level cave stream,
U ? JOURNAL Unpublished Roaring River"
9
. . TITLE  Molecular Surveys of
Bacterla(I'OO), . Eubacteria from Biofilms and " .
Proteobacteria(100); . . Charon's Cascade, "
. . Sediments in . USA: Mammoth
Alphaproteobacteria(100); GQ500716 sandy clastic "
Rhizobiales(100): Aaui Mammoth Cave Karst sediments” Cave, Kentucky'
X AP quifers
9 A0839(100); unclassified; JOURNAL Unpublished
. . TITLE Investigation of Bacterial
Proi?;ig; (rlig(()l)60)' Community Diversity in Water of
PSSO Zoige ey . " 20
Alpli:}[iir;)(zeb(i)}ﬁzcst(eir(l)%() 1 00); FJ801182 Wetland by PCR-DGGE and Zoige Alpine Wetland ?7
A0839(100); unclassified; 168 rDNA Clone Library
9 ’ ’ JOURNAL Unpublished
TITLE Changes of the bacterial
Bacteria(100); assemblages throughout an urban
Proteobacteria(100); drinking
Alphaproteobacteria(100); EU746713 water distribution system "drinking water system" | "Greece: Trikala City"
Rhizobiales(100); JOURNAL Environ Monit Assess
A0839(100); unclassified; 165 (1-4),27-38 (2010)
9 PUBMED 19404754
Cyel?naocl:?;{ae (Iigé)l)(;)O)' TITLE Role of anthropogenic
Chloroplast(100); JQ910723 2:£Zg};:n microbial community "river sediment" "Canada: Quebec"
" ““Cl"‘si‘f;i;s:i‘}l‘:g_ss‘ﬁed; JOURNAL Unpublished
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TITLE Correlating Bioavailability

Bacterla(l.OO); . of Raw Water Carbon Fractions with
Proteobactena(!OO), Bacterial Community S
Alphaproteobacteria(100); JN634216 | Composition in North American "drinking water "USA"
Caulobacterales(100); Freshwater reservoir"
Caulobacteraceae(100); ©s RZservoirs
Caulobacter(100) JOURNAL Unpublished
17
TITLE Thermophilic hydrogen-
Bacteria(100); producing bacteria Caloranaerobacter
Proteobacteria(100); from
Alphaproteobacteria(100); KP004421 deep-sea hydrothermal "hydrogen-producing 99
Caulobacterales(100); environments: phylogeny, enrichment" .
Caulobacteraceae(100); physiology and
Caulobacter(100) diverse [FeFe] hydrogenases
JOURNAL Unpublished
17
. . TITLE Linking microbial
Bacterla(l.OO), . community structure to the S, Fe and
Proteobacteria(100); N
Alggﬁﬁ’;ﬁ;ﬁ?gﬁ;ﬁ?ﬁ (()1)(;0)’ KM221295 biogeochemical cycling in the "hot spring"
. hot springs at Tengchong geothermal
Caulobacteraceae(100); fields. China
i Caulobacter(100) JOURNAL  Unpublished
Pml?:;;?;; (rliz(i)?l)(;)O)' TITLE Microbial Diversity of
PSSO Groundwaters and Bottled Natural " .
Alphaproteobacteria(100); IX458448 | Mineral deep mineral water "Portugal
Caulobacterales(100); Waters aquifer" &
Caulobacteraceae(100); .
Caulobacter(100) JOURNAL Unpublished
17
Bacteria(100);
Al P}::ter:g?eal)cl:zl:ti(rig(ol)(;)O)' TITLE Bacterial communities in
phap o KF514978 | drinking water distribution systems "drinking water" 7?
Caulobacterales(100); JOURNAL Unpublished
Caulobacteraceae(100); P
Caulobacter(100)
17
. TITLE Functional microbial
Bacteria(100); . . .
Proteobacteria(100); SL‘:lilsttinefr}f laalns groundwater
Alphaproteobacteria(100); KC607409 pristine aquifer "groundwater" 7
Caulobacterales(100); JOURNAL BMC Microbiol. 13
Caulobacteraceae(100); (1), 146 (2013) ’
Caulobacter(100) PUBMED 23800252
17
Bacteria(100); .
BPrsPe TITLE A 454-pyrosequencing
Al Pﬁgtingézgtiggg)(’) 0): study of bacterial community
phap e KC516478 | dynamics within a river system "freshwater" "South Africa"
Caulobacterales(100); impacted by human activities
Caulobacteraceae(100); ]
Caulobacter(100) JOURNAL Unpublished
17
Pr ]?ac;zn; (112(01)(;)0)' TITLE Bacterial community
oteobac L composition in a long sediment core " "Finland:The Baltic
Alphaproteobacteria(100); FR820082 | reflects sediment, subsurface Sea. the Gulf of
Caulobacterales(100); the history of a sea basin depth 533.5 cm" i*“inlan 4
Caulobacteraceae(100); JOURNAL Uri/ ublished
Caulobacter(100) P
17
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TITLE Diversity of both the
cultivable protease-producing

Bacteria(100); bacteria and
Proteobacteria(100); bacterial extracellular
Alphaproteobacteria(100); proteases in the coastal sediments of "Antarctic sea .
Caulobacterales(100); KC160785 king sediment" Antaretic
Caulobacteraceae(100); george island, antarctica
Caulobacter(100) JOURNAL PLoS ONE 8 (11),
E79668 (2013)
17 PUBMED 24223990
Bacteria(100); TITLE Characterization of sur: "
Proteobacteria(100); Spatial Regime Shifts in Marine surlacc; seawcahér
Alphaproteobacteria(100); KC003107 Microbial Samp1es rorr; ffshlgfe China
Caulobacterales(100); Communities under Stress of " d South China
Caulobacteraceae(100); Human Activities waters ans (')'u
Caulobacter(100) JOURNAL Unpublished ca
17
TITLE Microbial community
Bacteria(100); structure across fluid gradients in the
Proteobacteria(100); Juan de "hydrothermal vent
Alphaproteobacteria(100); Q678534 Fuca Ridge hydrothermal diffuse flow from 99
Caulobacterales(100); system Juan de .
Caulobacteraceae(100); JOURNAL FEMS Microbiol. Fuca Ridge"
Caulobacter(100) Ecol. 83 (2), 324-339 (2013)
17 PUBMED 22928928
Bacteria(100); TITLE Microbial structure and
Proteobacteria(100); diversity in high arsenic shallow "hich arsenic
Alphaproteobacteria(100); JX196324 aquifers oundw%iter from Inner "China"
Caulobacterales(100); of Hetao Basin, Inner & M lia"
Caulobacteraceae(100); Mongolia ongotia
Caulobacter(100) JOURNAL Unpublished
17
TITLE Establishment and early
Bacteria(100); succession of bacterial communities
Proteobacteria(100); in
Alphaproteobacteria(100); TX085649 monochloramine-treated "drinking water 99
Caulobacterales(100); drinking water biofilms biofilm" -
Caulobacteraceae(100); JOURNAL FEMS Microbiol.
Caulobacter(100) Ecol. 86 (3), 404-414 (2013)
17 PUBMED 23789638
Bacteria(100); TITLE Change in Pipe Biofilm
Proteobacteria(100); Microbial Community Structure with
Alphaproteobacteria(100); Conversion from Free W1 "
Caulobacterales(100); IN198970 Chlorine to Monochloramine drinking water ??
Caulobacteraceae(100); Disinfection
Caulobacter(100) JOURNAL Unpublished
17
TITLE Microbial diversity and
Bacteria(100); impact on carbonate geochemistry
Proteobacteria(100); across a "
Alphaproteobacteria(100); HMO066713 changing geochemical 615;3( g f 6slt gt:,,v(vfal{jgf Texas
Caulobacterales(100); gradient in a karst aquifer dolomita)
Caulobacteraceae(100); JOURNAL ISMEJ 7 (2), 325-337
Caulobacter(100) (2013)
17 PUBMED 23151637
Bacteria(100);
Proteobacteria(100); TITLE Distribution of bacteria in
Alphaproteobacteria(100); drinking water distribution system W1 "
Caulobacterales(100); JF460998 around Knoxville Tennessee drinking water USA
Caulobacteraceae(100); JOURNAL Unpublished
Caulobacter(100)
17
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Bacteria(100);

TITLE Molecular Diversity study

Proteobacteria(100); on South China Sea Cruise Samples:
Alphaproteobacteria(100); revealed the hidden species " . " 99
Caulobacterales(100); GU940893 distribution based on the universal South China Sea .
Caulobacteraceae(100); primers methods
Caulobacter(100) JOURNAL Unpublished
17
Bacteria(100);
Proteobactena(!OO); . TITLE Bacterial Community in
Alphaproteobacteria(100); . o WA "
) HQ711902 | Drinking Water Distribution System drinking water 7?
Caulobacterales(100); JOURNAL Unpublished
Caulobacteraceae(100); P
Caulobacter(100)
17
TITLE Pyrosequencing
Bacteria(100); demonstrated complex microbial
Proteobacteria(100); communities in a
Alphaproteobacteria(100); GU782242 membrane filtration system "drinking water 29
Caulobacterales(100); for a drinking water treatment plant (treatment 3)" .
Caulobacteraceae(100); JOURNAL Microbes Environ. 26
Caulobacter(100) (2), 149-155 (2011)
PUBMED 21502735
17
Bacteria(100); 'TITLE Composmonal dlffer'en'ces
. . in particle-associated and free-living | ,
Proteobacteria(100); microbial assemblages from ocean water collected
Alphaproteobacteria(100); cro sse ges ro from 6,000m depth
. HM799072 | an extreme deep-ocean environment o 7?
Caulobacterales(100); . . . within the
. JOURNAL Environ Microbiol . "
Caulobacteraceae(100); Puerto Rico Trench
Caulobacter(100) Rep 3 (4), 449-458 (2011)
PUBMED 23761307
17
Bacteria(100); TITLE Phylogenetic diversity of
Proteobacteria(100); bacterial communities inhabiting the
Alphaproteobacteria(100); sediment of Lake Heviz - a " . " " . .
Caulobacterales(100); FN813444 comparison of cultivation and lake sediment Hungary:Lake Heviz
Caulobacteraceae(100); cloning
Caulobacter(100) JOURNAL Unpublished
17
TITLE High diversity of
Bacteria(100); cultivable heterotrophic bacteria in
Proteobacteria(100); association
Alphaproteobacteria(100); with cyanobacterial water " " — "
Caulobacterales(100); AM989012 blooms lake water Finland
Caulobacteraceae(100); JOURNAL ISMEJ 3 (3), 314-325
Caulobacter(100) (2009)
17 PUBMED 19020559
Bactena(l.OO); TITLE Microbial Communities in
Proteobacteria(100); .. . )
Alphaproteobacteria(100); th? Havyauan Archipelago: A ..
Caulobacterales(100); ’ AY345391 | Microbial "Green Lake water" "USA: Hawaii"
Caulobacteraceae(lOOS' Diversity Hotspot
Caulobacter(100) JOURNAL Unpublished
17
TITLE Impacts on microbial
Bacteria(100); communities and cultivable isolates "oroundwater
Proteobacteria(100); from 8t S
. . contaminated with high
Alphaproteobacteria(100); AY662024 groundwater contaminated levels of 29
Caulobacterales(100); with high levels of nitric acid-bearing nitric acid-bearin .
Caulobacteraceae(100); uranium waste at the NABIR- ranium wast ”g
Caulobacter(100) FRC uranium waste
JOURNAL Unpublished
17
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TITLE Planktonic microbial

Bacteria(100); communities associated with
Proteobacteria(100); fracture-derived "0.7 to 1.4 kmbls
Alphaproteobacteria(100); groundwater in a deep gold section of the .
Caulobacterales(100); DQOB8751 mine of South Africa continental South Africa
Caulobacteraceae(100); JOURNAL Geomicrobiol. J. 23 crust"
Caulobacter(100) (6), 475-497 (2006)
17 REFERENCE 2 (bases 1 to 1446)
Bacteria(100); TITLE The phylogeny of marine
. and freshwater caulobacters reflects
Proteobacteria(100); their
N Ctobacenies(i00; | M8 habitat Vibrioides”
v ovacteraiest T JOURNAL J. Bacteriol. 174 (7), vibrioides
Caulobacteraceae(100);
Caulobacter(100) 2193-2198 (1992)
17 PUBMED 1551840
Bacteria(100); TITLE Bacterial and
Chlorobi(100); phytoplankton responses to nutrient
Chlorobia(100); amendments in a " " 29
Chlorobiales(100); HE616516 boreal lake at different lake .
Chlorobiaceae(100); taxonomic resolutions
4 Chlorobium(100) JOURNAL Unpublished
Bacteria(100); TITLE  Evaluation of the
Chlorobi(100); microbial diversity of a humic lake "oxygen stratified
Chlorobia(100); using polyhumic lake water" | .. . N
Chlorobiales(100); AM949390 molecular and phospholipid Finland:Mekkojarvi
Chlorobiaceae(100); analyses /db_xref="taxon:77133"
4 Chlorobium(100) JOURNAL Unpublished
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