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RESUMO

A Regido Amazbnica apresenta a maior bacia hidrogréafica do planeta, a do rio
Amazonas, e também a maior floresta tropical do mundo. Além disso, apresenta
uma grande diversidade biolégica, tanto relacionada a fauna e flora, quanto
microbiolégica. Os micro-organismos sao responsaveis pela maioria dos ciclos
biogeoquimicos que moldam o ambiente terrestre e os ecossistemas de 4gua doce e
marinhos, e podem ser amplamente explorados biotecnologicamente. Estima-se que
menos de 1% de todas as espécies bacterianas seja conhecida, devido a
incapacidade de simulacdo do ambiente em que vivem. Contudo, novas técnicas
tém possibilitado o estudo desses micro-organismos. Através do Metagenoma é
possivel estudar amostras ambientais complexas sem a necessidade de isolamento
e cultivo individual desses organismos. Para tanto, utiliza-se, em bactérias e
arquéias, o DNA ribossomal 16S (16S rDNA), para fins de estudos de filogenia e
diversidade. Esta sequéncia é utilizada por se ter mantido bastante conservada
durante os processos de evolugdo bioldgica, podendo servir como um indicador de
como 0s organismos estdo intimamente relacionados. Para estes estudos, esta
regido foi amplificada pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e clonada em
vetores através da tecnologia do DNA recombinante, possibilitando, assim, a
construcédo de bibliotecas de 16S rRNA. Estas bibliotecas foram entdo sequenciadas
e 0S micro-organismos identificados por comparagdo com bancos de dados. Neste
trabalho foi utilizado DNA extraido de filtrados de agua do Rio Solimdes, além de
outros rios e lagos adjacentes, para construcdo de bibliotecas, com a finalidade de
estudar a biodiversidade por meio de analise do 16S rRNA. Em todas as bibliotecas
o filo Proteobacteria foi 0 mais abundante, e a maioria dos géneros observados
pertence a classe Betaproteobacteria. Os taxa cosmopolitas de agua doce
Candidatus Planktophila limnetica e Polynucleobacter foram observados, assim
como os produtores primérios foram representados pelos géneros Synechococcus e
Cyanobium. Nas amostras em que a construgdo das bibliotecas de 16S rRNA foi
possivel para Archaea, obteve-se o filo Crenarchaeota como o mais abundante em
todas as bibliotecas.

Palavras chave: Actinobacteria; Amazonia; Betaproteobacteria; Crenarchaeota;
Polynucleobacter; Rio Solimdes.



ABSTRACT

The Amazon region has the largest hydrographic basin on the planet, the one
that includes Amazon River, and it also has the largest rainforest in the world.
Moreover, it presents a great biological diversity, both related to the fauna and flora,
and microbiological. Microorganisms are responsible for most biogeochemical cycles
that shape the terrestrial environment and the freshwater and marine ecosystems,
and they can be widely exploited biotechnologically. It is estimated that less than 1%
of all bacterial species is known due to our inability to simulate the environment in
which they live. However, new techniques have allowed the study of these
microorganisms. Through Metagenomics it is possible to study complex
environmental samples without the need for isolation and individual cultivation of
these organisms. For this purpose, thel6S ribosomal DNA (16S rDNA) is used in
bacteria and archaea in order to study phylogeny and diversity. This sequence is
used because it has been fairly maintained during the processes of biological
evolution and it may serve as an indicator of how organisms are closely related. For
these studies, this region was amplified by the Polymerase Chain Reaction (PCR)
and cloned into vectors through the recombinant DNA technology, thus enabling the
construction of 16S rRNA libraries. These libraries were then sequenced and the
microorganisms were identified by comparison with databases. In this study it was
used DNA extracted from Solimdes River filtered water, in addition to water from
other rivers and adjacent lakes, to the construction of libraries, in order to study the
biodiversity through 16S rRNA analysis. In all libraries, phylum Proteobacteria was
the most abundant, and most of the genera observed belong to the
Betaproteobacteria class. The freshwater cosmopolitan taxa Candidatus Planktophila
limnetica and Polynucleobacter were observed, as well as primary producers were
represented by the genera Synechococcus and Cyanobium. Samples in which the
construction of 16S rRNA libraries was possible for Archaea, the phylum
Crenarchaeota was the most abundant in all libraries.

Keywords: Actinobacteria; Amazonia; Betaproteobacteria; Crenarchaeota;
Polynucleobacter; Solimdes River.
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1. INTRODUCAO

1.1 Regido Amazdnica

O bioma Amazonico se formou ao longo de milhdes de anos, sendo 0 mais
rico, heterogéneo e desconhecido dominio ecolégico do planeta. Alguns dos fatores
que contribuem para a formagdo da diversidade amazobnica sdo as condi¢cdes
climaticas, a abundéancia de luz, calor e 4gua, a auséncia de periodos consideraveis
de falta de alimentos, a diversidade de solo, os diferentes indices pluviométricos e
as altitudes, além das variacdes ambientais e ecoldgicas, da competicdo acirrada e
constante por nutrientes, e de uma complexa cadeia de interagbes entre os seres
vivos (MEIRELLES, 2006).

A Amazobnia € o maior conjunto de florestas tropicais do planeta. Ela ocupa
50% da superficie da América do Sul, abrangendo nove paises: Bolivia, Colémbia,
Equador, Guiana, Guiana Francesa, Peru, Suriname, Venezuela e Brasil. A regidao
apresenta a maior bacia hidrografica do planeta, a do rio Amazonas, com cerca de
6.925 milhdes de km?, drenando 1/3 da superficie da América do Sul em seis paises:
Brasil, Bolivia, Equador, Peru, Coldmbia e Venezuela. Na Amazdnia encontram-se
cerca de 15% das aguas doces superficiais em forma liquida do planeta, sendo
assim a maior reserva mundial (MEIRELLES, 2006; COPRAPHI, 1984).

A bacia Amazonica representa 16% do que todos os rios do planeta despejam
de &gua nos oceanos, sendo sua descarga média anual de 6,3 trilhdes m®
(OLTMAN, 1968).

A grande quantidade de chuva na Amazbdnia também contribui para que ela
seja a maior bacia hidrografica do planeta. Uma das principais caracteristicas da
Amazdnia é a constancia das altas temperaturas, sendo a umidade alta um dos
principais responsaveis, pois ao absorver os raios infravermelhos emitidos pela
superficie, a umidade ndo permite grandes e drasticas variagbes. A temperatura
média anual esta entre 26 °C na estacdo chuvosa e 27,5 °C na estagéo seca, uma
variagdo anual inferior a 2 °C (MEIRELLES, 2006).

O Rio Amazonas é o mais longo, o maior em volume de agua e o rio com

maior foz no mundo. Ele nasce nos Andes peruanos, nas geleiras de Yarupa, e troca
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sete vezes de nome ao longo de seu curso. Quando entra no Brasil, recebe o nome
de Solimbes, até a confluéncia com o Negro (MEIRELLES, 2006; BARTHEM et al.,
1995).

O Rio Amazonas e seus afluentes principais, incluindo as véarzeas, cobrem
cerca de 300.000 km? (JUNK, 1993). As varzeas sdo de fundamental importancia
para a flora e fauna da regido.

Na bacia Amazbnica, existem trés tipos de aguas, que variam conforme o
ambiente geoldgico e a cobertura vegetal por onde passam (FIORE et al., 2005;
GHAI et al., 2011):

- Aguas brancas: ricas em nutrientes e material em suspensdo e pH proximo
de neutro. Rios que séo classificados dessa forma s&o o proprio Amazonas e seus
formadores;

- Aguas pretas: pobres em nutrientes e em material em suspensio e acidas.
Séo classificados dessa forma o Negro, o Uatumg;

- Aguas claras: pobres em nutrientes e em material em suspensdo e pH
proximo de neutro. Sao classificados dessa forma o Tapajés e o Xingu.

Os lagos da Amazbnia ndo sao verdadeiramente lagos. Resultam da
alteracdo do curso e das enchentes dos rios, como o Amazonas (MEIRELLES,
2006).

A floresta tropical em torno do rio € um ecossistema extraordinariamente
diverso, tendo milhares de espécies animais e vegetais, muitas endémicas. No

entanto, os micro-organismos deste habitat tém sido pouco estudados.

1.2 Micro-organismos

Os micro-organismos sdo encontrados em todos os ambientes da Terra,
como no ar, agua, solo, além de ambientes indspitos, como regides vulcéanicas,
fontes termais, minas de carvéo, ambientes frios.

Os organismos procariéticos formam uma parte ainda pouco explorada da
biota terrestre. Eles constituem dois ramos da éarvore filogenética: os dominios

Archaea (inicialmente chamado de Archaebacteria) e Bacteria (inicialmente
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chamado de Eubacteria), que consistem de milhGes de diferentes espécies
(WOESE, 1987).

A diversidade procarittica € produto de cerca de 3,8 bilhdes de anos de
evolucdo. Os micro-organismos séo, provavelmente, a razéo da enorme diversidade
e variedade de habitat, além de constituirem um componente crucial da biosfera por
catalisarem o0s processos que sustentam toda a vida na Terra (TORSVIK et al.,
2002; RIESENFELD et al., 2004).

Sabe-se que a maior diversidade genética do planeta esta representada pelos
micro-organismos procariéticos, que tornam o planeta habitavel por gerir a sua
biogeoquimica, ciclagem de nutrientes e quebra de residuos (naturais ou
antropogénicos). Além disso, eles possuem o maior potencial para fabricacdo de
produtos bioativos, enzimas e polimeros, bem como a maioria das ferramentas
utilizadas em biotecnologia (RODRIGUES-VALERA, 2004).

Embora as comunidades microbianas associadas a ambientes de 4gua doce
constituam a base das cadeias alimentares e sejam os principais agentes envolvidos
nos ciclos biogeoquimicos e na ciclagem de nutrientes, elas ainda sdo pouco
estudadas (PERCENT et al., 2008).

Atualmente, sabe-se que a diversidade microbiana em nosso planeta € bem
maior do que se pensava. Os fatores que contribuiram para isso foram, por exemplo,
o desenvolvimento de abordagens moleculares, que permitiram grandes avangos
sobre o conhecimento do mundo microbiano, e também a identificacdo de arquéias
em diversos ambientes ndo extremos, contrariando o pensamento anterior de que
estariam presentes apenas em habitat hostis (CHABAN et al., 2006; XU, 2006).

1.2.1 Diversidade dos organismos vivos

Com o advento das técnicas de biologia molecular, a classificagdo dos seres

vivos deixou de ser efetuada em cinco reinos, Animalia, Plantae, Fungi, Protista e

Monera, fundamentada em dados morfol6gicos, e passou a ser baseada também em
dados moleculares, que s&o mais informativos acerca das relagdes evolutivas.

Com base em andlises do gene que codifica o rRNA 16S/18S, Woese e Fox

(1977) propuseram uma nova divisdo filogenética dos seres vivos em trés dominios.

Isto porque foi descoberto um novo organismo metanogénico, que, apesar de

morfologicamente semelhante as bactérias, s@o filogeneticamente distintos. As
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arquéias diferem das bactérias em caracteristicas tais como a auséncia de
peptideoglicano e a presenca de lipideos na membrana celular com ligagfes éter ao
invés de ligacbes éster, frequentemente, encontrada nos demais procariotos. As
arquéias também compartilham caracteristicas com organismos eucariontes, como,
por exemplo, os mecanismos de replicagdo, transcricdo e traducdo, que se
assemelham mais aos eucariotos do que com as bactérias (SCHLEPER et al.,
2005).

A partir de entdo, andlises moleculares tornaram-se fundamentais no estudo
taxondmico dos seres vivos. Em 1990, Woese e colaboradores reclassificaram os
seres vivos em trés dominios: Bacteria, Archaea e Eukarya. O Dominio Eukarya é
formado por todos os organismos eucariotos, enquanto Bacteria e Archaea séo
formados por organismos procariotos.

Dentro do dominio Bacteria, hA uma enorme variedade de micro-organismos
que estédo envolvidos em praticamente todos 0s processos que ocorrem na Terra.
Eles podem ser encontrados em diversos habitats e sdo de grande importancia
devido & elevada diversidade de vias metabdlicas. As bactérias nos ciclos
biogeoquimicos convertem elementos essenciais para a vida em formas
biologicamente acessiveis e podem formar associagbes com plantas e animais de
maneira benéfica. Elas também participam da detoxicagdo e degradacdo de
poluentes e, apesar de muitas serem patogénicas, um grande numero convive de
forma benéfica com humanos.

Analises baseadas no 16S rRNA tém possibilitado a identificagdo de uma
grande quantidade de bactérias ainda ndo cultivdveis, as quais podem vir a
apresentar caracteristicas de interesse biotecnolégico.

As Archaea sao divididas em dois grandes grupos: Crenarchaeota e
Euryarchaeota. Todos os Crenarchaeotas cultivaveis sdo representados por
organismos hipertermdfilos, incluindo aqueles capazes de crescer nas temperaturas
mais elevadas dentre todos os organismos conhecidos (CHABAN et al., 2006). Em
2005, Konneke e colaboradores isolaram o primeiro Crenarchaeota mesoéfilo
oxidante de amonia.

No entanto, muitas sequéncias de 16S rRNA associadas com Crenarchaeota
tém sido relatadas em ambientes com temperatura moderada. Este é um fato
interessante, j& que todos os organismos cultivaveis sdo termdfilos extremos,
isolados de fontes termais terrestres e submarinas (OCHSENREITER et al., 2003).
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Pouco se sabe sobre a fisiologia dos Crenarchaeotas ndo terméfilos e suas
contribuicbes ao ambiente em que estdo inseridos. No entanto, a descoberta do
gene da amonia-monooxygenase e o0 posterior isolamento do Crenarchaeota
marinho oxidante de amonia, "Nitrosopumilus maritimus", obtido a partir do substrato
rochoso de um reservatorio tropical marinho no Aquario de Seattle, sugerem que
esses organismos tenham um papel importante no ciclo do nitrogénio global
(VENTER et al., 2004; KONNEKE et al., 2005; NICOL et al., 2006 e TAKETANI &
TSAl 2010).

Ja Euryarchaeota compreende um grupo mais diverso com organismos
metanogénicos, termdfilos, halofilos e acidofilos extremos. Muitos estudos tém como
foco de suas pesquisas 0s organismos metanogénicos, devido a preocupag¢ao com o
aquecimento global, j& que o gas metano € um fator agravante na mudancga climética
do nosso planeta (PAZINATO et al., 2010).

Por terem sido primeiramente isolados de ambientes extremos, como aqueles
com altas concentragcdes salinas (~5M NacCl), baixo pH (perto de zero), altas
temperaturas (~113 °C) e condi¢cdes anoxicas (DELONG, 1998), os estudos e
buscas por arquéias se concentraram nesses ambientes. Com os avancos das
técnicas moleculares, tem-se verificado a presenca de arquéias nos mais diversos
ambientes, como em solos (BINTRIM et al, 1997; NICOL et al., 2003;
OCHSENREITER et al., 2003; PAZINATO et al., 2010), plancton marinho (DeLONG,
1992), coluna d'4gua de lagos (KEOUGH et al, 2003), sedimentos de lagos
(CONRAD et al.,, 2010) e trato digestivo de animais (VAN DER MAAREL et al.,
1998; FRIEDRICH et al.,, 2001). Dessa forma, nosso conhecimento sobre as
arquéias tem aumentado, embora, apesar dessa ampla distribuicdo, sua importancia
ecoldgica seja ainda pouco compreendida. Isto se deve principalmente a falta de
representantes isolados, causada pela dificuldade em simular o ambiente em que
estéo inseridos, dificultando assim, uma melhor compreensé&o sobre as propriedades
fisiologicas desses organismos e sua contribuicdo para o funcionamento do
ecossistema (CHABAN et al., 2006; PLASENCIA et al., 2010).

Por meio das andlises das sequéncias de 16S rRNA, verificou-se que o
Dominio Archaea representa um nudmero consideravel de procariotos nos
ecossistemas terrestres e marinhos, indicando que possam ter uma importante
participagdo nos ciclos biogeoquimicos (SCHLEPER et al., 2005). Algumas

informagdes sobre 0 metabolismo e fisiologia desses organismos vém sendo obtidas
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a partir de associacdo de dados genémicos com caracteristicas fisico-quimicas dos
ambientes.

Avangos nas técnicas moleculares, principalmente aquelas relacionadas a
sequenciamento de ultima geragdo e na area de bioinformética, tém contribuido
enormemente para o conhecimento da real diversidade genética em diversos
ambientes, permitindo também inferir sobre a dindmica desses organismos em tais

ambientes.

1.3 Anélises Moleculares

A aplicacdo de técnicas de biologia molecular é fundamental no auxilio as
investigacbes de biodiversidade microbiana. O avango das técnicas moleculares,
principalmente o desenvolvimento da técnica da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e outras técnicas de DNA recombinante, foram de grande importancia para
andlises de micro-organismos ndo-cultivaveis. A maioria absoluta dos micro-
organismos (~99%) é de dificil isolamento e cultivo tradicional, devido a
incapacidade de simulacdo do ambiente em que vivem (AMANN et al. 1995;
BORNEMAN et al., 1996; KUSKE et al., 1997).

Estudos mostraram que, em apenas 1 g de solo, podem ser encontradas
cerca de 107 células. Porém, devido as dificuldades em enriquecer e isolar esses
micro-organismos, mais de 99% da diversidade genética presente nesta populacdo
acaba sendo perdida. Assim, tem-se que apenas 0,1-1% da populagéo total dessa
amostra de solo pode ser estudada por técnicas de cultivo puro (DANIEL, 2004). As
técnicas de cultivo puro proporcionam caracterizagdo individual dos micro-
organismos, principalmente relacionadas com sua nutrigdo e bioquimica. Porém, o
cultivo limita avaliagbes taxondmicas e filogenéticas, quando queremos estimar a
diversidade bacteriana, devido as falhas encontradas nos métodos tradicionais
(PACE, 1997).

Muitas pesquisas estdo sendo realizadas, voltadas a analise de regifes
conservadas entre micro-organismos encontrados no meio ambiente, principalmente
para estudos filogenéticos. Isso é feito a partir da utilizagdo de sequéncias génicas
conservadas. Um exemplo disso é a andlise do gene que codifica 0 RNA ribossomal

16S (16S rDNA), um componente da subunidade menor do ribossomo, que é
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bastante utilizado para estudos taxondmicos e identificacdo de espécies bacterianas
(CHOI et al., 1996; SCHMALENBERGER et al., 2001; CLARRIDGE, 2004; MUNSON
et al., 2004; PETTI et al., 2005).

Esta sequéncia se manteve bastante conservada durante os processos de
evolugdo bioldgica, podendo indicar como 0s organismos estdo intimamente
relacionados, e, por estar presente em todas as bactérias, possibilita a identificac&o
das mesmas. Em bactérias, o RNA ribossomal 16S (16S rRNA) tem sido
amplamente utilizado na classificagdo dos micro-organismos n&o-cultivaveis. Em
procariontes, os genes do 16S rRNA s&o essenciais e ocorrem em pelo menos uma
cOpia em um genoma. Eles também estdo presentes em todos os genomas
mitocondriais, 0s quais perderam a maioria de seu conteddo genético ancestral na
longa histéria evolutiva da simbiose. Essa universalidade dos genes € o que 0s
tornam um alvo ideal para estudos filogenéticos e classificagdo taxondmica (WANG
& QIAN, 2009).

A regido codificante do 16S rRNA é muito conservada, de forma tanto inter-
espécies quanto intra-espécies. Nessa sequéncia, existem regifes que sao
chamadas de hipervariaveis — as quais sdo em numero de nove (V1 a V9) — e que
sdo diversificadas entre as varias espécies bacterianas (figura 1) (DAMS et al., 1988;
VAN DE PEER et al., 1996). Através da amplificagdo do 16S rRNA a partir do DNA
gendmico bacteriano pela técnica da PCR, utilizando primers universais, é possivel
identificar qual € o género e/ou a espécie de micro-organismo que estd sendo
estudado, baseado na diferenca encontrada entre as regides hipervaridveis das
sequéncias amplificadas (McCABE et al., 1999; LU et al., 2000; BAKER et al., 2003;
MUNSON et al.,, 2004). Desde a invencdo da técnica da PCR, essas regides
variantes, V1-V9, dos genes 16S rRNA tém sido usadas para identificagdo de
espécies (WANG e QIAN, 2009). As regides V2 e V3 sdo as mais apropriadas para
distinguir todas as espécies bacterianas em nivel de género (CHAKRAVORTY et al.,
2007). Muitos estudos ja identificaram micro-organismos pela investigacdo de
regides hipervariaveis do 16S rRNA (CHOI et al.,, 1996; KATAOKA et al., 1997;
MARCHESI et al., 1998; LU et al., 2000; BERTILSSON et al., 2002; CLARRIDGE,
2004; ROTHMAN et al., 2002; BECKER, K. et al., 2004; MAYNARD et al., 2005).

A aplicacdo direta de técnicas moleculares sobre a amostra de interesse
ocasionou a diminuicdo da dificuldade de cultivo e uma melhor interpretagéo dos

organismos estudados. As técnicas compreendem extracdo de DNA, amplificacdo
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do fragmento de interesse, clonagem, sequenciamento e interpretacdo dos dados,
com a comparagao das sequéncias de 16S rRNA possibilitando a identificacdo de
micro-organismos ndo conhecidos e ndo cultivaveis (BORNEMAN et al.,, 1996;
MACRAE et al., 2000; KENT & TRIPLETT, 2002). O grande nimero de sequéncias
de 16S rRNA disponiveis atualmente (mais de 1.921.000 sequéncias, segundo o
Ribosomal Database Project rdp.cme.msu.edu) favorece ainda mais o uso desse

gene como marcador molecular filogenético.

Figura 1- Modelo da estrutura secundaria para srRNA procariotico.As linhas
mais escuras representam regides mais conservadas e as linhas mais finas
representam regifdes variaveis (V1 a V9). Procariotos ndo possuem V4. A sequéncia do
16S rRNA dominio Archaea segue 0s mesmos padrbes gerais de Bacteria, com
excecao da hélice 35 que ndo é ramificada, sendo esta uma caracteristica do dominio
Eukarya (Modelo reproduzido a partir de DAMS et al., 1988)
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1.4 Abordagem Metagendmica

O estudo de um conjunto de genomas encontrado na microbiota total de uma
determinada amostra ambiental recebe o nome de Metagenoma (BORNEMAN,
1996; LUDWIG et al., 1997; HANDELSMAN et al., 1998; RONDON et al., 2000). Um
Projeto Metagenoma se diferencia de um Projeto Genoma, por este ultimo ser
realizado a partir do DNA de um Unico organismo. A Metagenbmica é um campo
bastante novo e possui duas abordagens: a analise baseada em sequéncia e a
andlise baseada na funcéo, realizadas em genomas microbianos coletivos contidos
em uma determinada amostra ambiental (HANDELSMAN et al., 1998; SCHLOSS &
HANDELSMAN, 2003; HUGENHOLTZ & TYSON, 2008). Tal abordagem permite a
investigacao de uma grande diversidade de genes e seus produtos.

A andlise baseada na sequéncia visa a busca por sequéncias conhecidas de
DNA, por exemplo, a identificagcdo de ancoras filogenéticas por meio da utilizacéo de
sequéncias altamente conservadas, permitindo redefinir a diversidade procariotica
(SCHLOSS e HANDELSMAN, 2003; RIESENFELD et al., 2004).

Jé a analise baseada em funcédo busca a descoberta de novas moléculas de
interesse biotecnoldgico. Essa busca através de técnicas dependentes de cultivo
esta diminuindo significativamente, pelo fato j& mencionado da maioria dos micro-
organismos ainda ndo poderem ser cultivados em laboratério (STEELE & STREIT,
2005).

Porém, com a Metagendmica, tornou-se viavel a possibilidade de se obter
milhares de genomas de micro-organismos que estdo presentes no solo, agua ou
sedimentos, que podem ser amplamente explorados pela biotecnologia. Essa
exploragdo pode resultar em descobertas de novos genes e proteinas, agentes
terapéuticos e novos biocatalisadores como, por exemplo, enzimas lipoliticas,
proteases, celulases e agarases, que apresentam interesse industrial, além de
outras biomoléculas que a diversidade natural - especialmente 0s micro-organismos
- pode fornecer, podendo nos dar um retrato da dinamica real do funcionamento do
genoma em um habitat microbiano (DANIEL, 2004; RODRIGUES -VALERA, 2004;
STREIT & SCHMITZ, 2004; SCHMEISSER et al., 2007).

A Metagenbmica permitiu ndo s6 a andlise da diversidade microbiana,

incluindo os micro-organismos ndo cultivaveis, como também a andlise da
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diversidade bioquimica, ja que é possivel se ter acesso a toda informacao contida no
genoma dos milhares de organismos presentes em uma determinada amostra
ambiental, sendo eles cultivaveis ou ndo.

Muitos estudos usando a técnica da Metagendmica tém sido realizados,
como, por exemplo, o Metagenoma do Mar do Sargasso. Tal estudo deu origem a
descoberta de 148 filotipos anteriormente desconhecidos e cerca de 1,2 milhdes de
novos genes, incluindo mais de 782 novos fotorreceptores similares & rodopsina
(VENTER et al. 2004). Finalmente, como o maior estudo metagen6mico ja realizado,
a expedicdo de amostragem global do oceano Sorcerer Il (GOS), envolveu 41
ambientes aquaticos, pricipalmente marinhos, com aproximadamente 7,7 milhdes de
leituras. Como resultado, mais de 6,1 milhées de proteinas, incluindo milhares de
familias de novas proteinas, foram anotadas a partir deste conjunto de dados
(RUSCH et al., 2007).

No entanto, existem ainda poucos estudos metagendmicos em ambientes de
dgua doce, os quais abrigam micro-organismos diferentes daqueles comumente
encontrados em ecossistemas marinhos e terrestres (GHAI et al., 2011). Um limitado
ndmero de estudos metagendmicos em comunidades microbianas de agua doce foi
realizado até o momento, como, por exemplo, o do Lago Gatun (Panam&) (RUSCH
et al., 2007), Lago Samsonvale (Australia) (POPE & PATEL, 2008) e Lago Lanier
(Estados Unidos) (OH et al., 2011). No Brasil, o primeiro estudo metagendmico de
agua doce foi realizado no Rio Solimdes, compreendendo a analise da diversidade
microbiana na maior bacia hidrogréfica do mundo (GHAI et al., 2011).

A Metagendmica vem contribuindo para estudos de diversidade e aqueles
com intuito de relacionar 0os micro-organismos com 0 ambiente em que estédo
inseridos, além de contribuir para a descoberta de novos genes de interesse
biotecnolégico. Sequenciadores de nova geracdo e avancos nas ferramentas de
bioinformatica tém contribuido enormemente para a Metagenémica, aumentando o

nosso conhecimento sobre o mundo microbiano.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é estudar a biodiversidade microbiana em rios

e lagos da Regido Amazonica, utilizando uma abordagem metagendmica.

2.2 Objetivos Especificos

- Caracterizacédo da biodiversidade bacteriana por meio da amplificagdo da
regido 16S rRNA, utilizando a técnica de PCR, sequenciamento e andlise das
sequéncias por meio de bancos de dados especificos para 16S rRNA.

- Caracterizacdo da biodiversidade de arquéias por meio da amplificacdo da
regido 16S rRNA, utilizando a técnica de PCR, sequenciamento e andlise das

sequéncias por meio de bancos de dados especificos para 16S rRNA.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta

As coletas foram realizadas entre os dias 10 e 18 de setembro de 2008, no
Rio Solimdes, Rio Urucu, Rio Purus e em lagos adjacentes, entre os municipios de
Manaus e Coari, no Estado do Amazonas (figura 2). Os pontos escolhidos eram
proximos as comunidades atendidas pelo PIATAM (Inteligéncia Sécio-Ambiental
Estratégica da Industria do Petroleo na Amazbnia - www.piatam.ufam.edu.br),
apresentando-se de grande importancia para a populacao residente, devido a préatica
de atividade econdmica ou de subsisténcia.

Essas comunidades estdo localizadas no trecho do Rio Solimdes onde
navegam navios petroleiros e butaneiros. Desta forma, este trabalho também pode
ser utilizado para estudos de monitoramento ambiental. Caso haja algum vazamento
de petrdleo ou gas teremos estudos prévios a serem comparados, 0 que possibilita
analisar o grau de impacto ambiental causado.

As coletas foram realizadas em, aproximadamente, metade da profundidade;
os pontos escolhidos foram os mesmos utilizados pelo grupo de Limnologia do
PIATAM, coordenado pela pesquisadora Dra. Tereza Cristina Souza de Oliveira, da
Universidade Federal do Amazonas. Tal procedimento foi realizado para que
pudéssemos associar os dados das andlises de agua com os dados que obtivemos,
visando um melhor entendimento da relagdo micro-organismo/ambiente naqueles
pontos.

Os pontos selecionados estdo representados na tabela 1. A coleta de 4gua foi
realizada utilizando garrafas Niskin de 10 litros (Alfakit, Brasil) (Anexo A) coletando
um volume de aproximadamente 10 L de agua em cada ponto. O equipamento de
filtragem (Filter Holder Millipore® 142 mm cat # YY3014236) (Anexo B) foi montado
com a membrana AP 20 de microfibra de vidro 142 mm de diametro (Millipore® cat #
AP2014250) e com a membrana isopore 5 ym de policarbonato 142 mm de diametro
(Millipore® cat # TMTP14250). Esses dois filtros foram utilizados para reter
organismos de tamanhos maiores como algas e alguns sedimentos. Apds estes
filtros foi acoplado um filtro de PVDF de 0,22 pm (Sterivex GV Millipore® cat #

SVGVO010RS) - na qual ficaram retidas as bactérias e arquéias presentes na agua
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coletada. Com o auxilio de uma bomba peristaltica de presséo positiva, 0 volume de

agua foi filtrado.
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Figura 2 - Pontos de coleta das amostras de agua para realizagao dos estudos de biodiversidade
microbiana. NUmeros seguidos da letra “S” sao pontos coletados no Rio Solimdes; nimeros seguidos

da letra “L” sdo pontos coletados em lagos; o nimero seguido da letra “U” é o ponto coletado no Rio

Urucu; o nimero seguido da letra “P” é o ponto coletado no Rio Purus



Tabela 1 - Descricao detalhada dos pontos de coleta
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Comunidade Locais de Coleta Coordenadas Sigla | Caracteristicas do
(GPS) no local coletado
mapa Informag6es adicionais
Comunidade de | Rio Solimbées 03°17'03,86''S; 1S Profundidade do Data da coleta: 10 de setembro
Santa Luzia da rio: 21m de 2008
Ilha do Baixio - 60°01'23,04"W Moranold leta: 08h0O
Municipio de Profundidade de orario da cole a'.
Iranduba coleta: 11m Temperatura da agua: 29,7 °C
Oxigénio: 3,76 mg L *
Condutividade: 74,4 uS cm™
pH: 6,59
Transparéncia: 30 cm
M susp (mg L?): 41,33
DBO (mg L™%): 0,55
Lago do Baixio 03°14'55,78"S; 1L Profundidade do Data da coleta: 10 de setembro
lago: 2,5 m de 2008
60°05'01,43"W - .
Profundidade de Horario da coleta: 09h58
coleta: 2m Temperatura da agua: 30,7 °C
Recebe influenc Oxigénio: 2,74 mg L™
d(? (Igeioesglirlrj]%rgga Condutividade: 109,8 puS cm™
pH: 6,81
Transparéncia: 70 cm
Comunidade Lago Preto 03°21'12,46"S; 2L Profundidade do Data da coleta: 11 de setembro
Nossa Senhora lago: 2 m de 2008
das Gracas da 60°37'31,30"W Ari o
Costa do Profundidade de RIS CE) coleta: Bl
Pesqueiro I — coleta: 1,5m Temperatura da agua: 29,4 °C
Municipio de N . Oxigénio: 3,41 mg L*
METEEEPUIT infalﬁérr?((::iea deo Rio Condutividade: 63,7 pS cm™
Solimodes pH: 6,43
Agua preta Transparéncia: 80 cm
M susp (mg L™): 58
Lago Grande de | 03°15'50,96"S; 3L Profundidade do Data da coleta: 11 de setembro
Manacapuru lago: 11 m de 2008
60°41'19,76"W 2 :
Profundidade de Horario da coleta: 15h05
coleta: 5,5m N&o foram realizadas outras
analises pelo grupo de
Recebe agua do Limnologia.
Rio Manacapuru
(dgua preta)
Comunidade Rio Solimbes 03°35'43,81"S; 3S Profundidade do Data da coleta: 12 de setembro
Nossa Senhora rio: 20 m de 2008

de Nazaré da
Costa do Paratari
I — Municipio de
Manacapuru

60°54'41,68"W

Profundidade de
coleta: 10m

Horario da coleta: 08h25
Temperatura da agua: 29,8°C
Oxigénio: 4,1 mg L*
Condutividade: 72,9 pS cm™
pH: 6,34

Transparéncia: 20 cm
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Comunidade Foz do Rio Purus 03°41'07,45"S; 4P Profundidade do Data da coleta: 13 de setembro
Bom Jesus do rio: 24 m de 2008
Parana do lauara 61°28'13,91"W Ari c
— Municipio de Profundidade de bl cole.ta. ity
Manacapuru coleta: 15m Nao foram realizadas outras
analises pelo grupo de
Rio de &4gua branca | Limnologia.
Rio Solimbes | 03°37°19,86"S; 4S Profundidade do Data da coleta: 13 de setembro
depois da mistura rio: 21 m de 2008
das aguas do Rio | 61°24'27,23"W Ari :
PUrLS Profundidade de Horario da coleta: 09h05
coleta:10m Temperatura da agua: 29,7 °C
Oxigénio: 4,06 mg L™
Condutividade: 63,9 pS cm™
pH: 6,85
Transparéncia: 0,55 cm
Turbidez (NTU): 0,78
M susp (mg L™?): 71,3
Comunidade de | Lago Anana 03°53'11,83"S; 5L Profundidade do Data da coleta: 14 de setembro
Santo Antbnio da lago: 2 m de 2008
Costa da Terra 61°40'36,75"W . Horario da coleta: 0903
Nova — Municipio Profundidade de i
de Anori coleta: 1m Temperatura da agua: 29,3 °C
Oxigénio: 4,14 mg L™
Condutividade: 88 uS cm™
pH: 6,78
Transparéncia: 20 cm
Turbidez (NTU): 25,74
M susp (mg L™): 47,0
DBO (mg L'Y): 3,79
Comunidade de | Rio Solimdes 03°49'52,26"'S; 6S Profundidade do Data da coleta: 15 de setembro
Matrinxd da Ilha rio: 22 m de 2008
de  Matrinxa- 62°26'58,46"W ) Horéario da coleta: 11h42
Municipio de Profundidade de i
Codajas coleta: 17m Nao foram realizadas outras
andlises pelo grupo de
Limnologia.
Comunidade de | Lago Sodré ou | 03°49'56,80” S; 7L Profundidade do Data da coleta: 16 de setembro
Lauro Sodré do | Lago do Jacaré lago: 3 m de 2008
Parana do 62°34'46,45"W Ari :
Nazaria - Profundidade de ACELICCIE A B2
Municipio de coleta: 2m N&o foram realizadas outras
Coari analises pelo grupo de
Limnologia.
Comunidade Lago Poraqué 03°57'36,36” S; 8LP Profundidade do Data da coleta: 17 de setembro
Esperanca Il da lago: 1,8 m de 2008
Costa de Santa 63°09'48,17"W Ari c
Rosa — Municipio Profundidade de Hordrio da coleta'. 10n10
de Coari coleta: 1m Temperatura da agua: 26,6 °C
) Oxigénio: 2,20 mg L™
Agua preta

Condutividade: 17,3 pS cm™
pH: 5,0

Transparéncia: 50 cm

M susp (mg L'): 17

DBO (mg L™?): 2,58




33

Rio Solimbes, a | 03°56'11,08” S; 8S Profundidade do Data da coleta: 17 de setembro
montante do rio: 15 m de 2008
Terminal do | 63°10'14,45" W Ari c
Solim&es (TSOL) Profundidade de AR RN TR Sl
coleta: 8m Temperatura da agua: 29,8 °C
Oxigénio: 5,05 mg L™
Condutividade: 109,7 pS cm™
pH: 7,09
Transparéncia: 20 cm
Turbidez (NTU): 18,20
M susp (mg LY): 45,67
DBO (mg L™): -2,90
Comunidade Foz do Rio Urucu | 04°08'08,03” S; U Profundidade do Data da coleta: 18 de setembro
Santa Luzia da rio: 2,8m de 2008
Costa do 63°29'54,69"W Ari .
Buiguzinho - Profundidade de AR SEELAEE ?9h54
Municipio de coleta:1,5m Temperatura: 28,6°C
Coari ) Oxigénio: 5,75 mg L*
Agua preta

3.2 Extracdo de DNA

Condutividade: 25,8 pS cm™
pH: 6,46

Transparéncia: 60 cm
Turbidez (NTU): 10,92

M susp (mg L™): 42,50
DBO (mg L™): 3,41

Os filtros (Sterivex) foram preenchidos com tampdo de extragdo (40 mM

EDTA, 50 mM Tris/HCI pH 8.3, 0,75 M Sucrose) e armazenados em -20 °C até a

extracdo do DNA.

A solucgéo foi coletada a partir dos filtros e a extragcdo do DNA foi realizada

com a utilizacdo do kit Metagenomic DNA from Environmental Water Samples

(Epicentre, WI, USA). A integridade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de

agarose 1% e a quantificacdo foi realizada no equipamento NanoDrop® ND-1000
(Thermo Scientific, DE, USA).
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3.3 Amplificacdo do Material Genético

Para andlise das bactérias e arquéias aquaticas, foi realizada amplificacdo da
regido 16S rRNA, com primers especificos, com o intuito de identificar
taxonomicamente as espécies.

Bacterias: Os oligonucleotideos  utilizados  foram: 27F - &
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3' (GIOVANNONI, 1991) e 1492R - &%
GGTTACCTTGTTACGACTT 3' (LANE, 1991), amplificando uma regido de
aproximadamente 1500 pb.

A PCR foi realizada com aproximadamente 25 ng de DNA molde; 200 uyM de
cada dNTP (Promega); 1,25 unidade de Taq DNA polimerase (Fermentas); 1,5 mM
de MgCl, (Fermentas); tamp&o para PCR 1x (Fermentas); 10 pmol de cada
oligonucleotideo; agua estéril para completar um volume final de 25 pL.

A amplificacdo foi realizada no termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc),
seguindo o seguinte programa: 1 ciclo a 94 °C por 5 minutos (desnaturagéo); 35
ciclos (94 °C por 1 minuto; 50 °C por 1 minuto; 72 °C por 2 minutos) e uma extenséo
final de 72 °C por 20 minutos. Os produtos de amplificagdo foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1% e visualizados sob luz UV apdés coloragdo com
brometo de etideo. As bandas do produto amplificado com o tamanho esperado
(~1500 pb) foram cortadas do gel e purificadas utilizando o kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI), de acordo com as instru¢des do
fabricante, e, posteriormente analisadas em gel de agarose 1% e em Nanodrop.

Archaeas: Os oligonucleotideos utilizados foram: 21F -5’
TTCCGGTTGATCCYGCCGGA 3  (DeLONG, 1992) e 958R - %
YCCGGCGTTGAMTCCAATT 3 (DeLONG, 1992), amplificando uma regido de
aproximadamente 900 pb.

A reacdo de amplificagéo foi realizada com 25 ng de DNA molde; 200 uM de
cada dNTP (Promega); 1 unidade de Tag DNA polimerase (Fermentas); 2,5 mM de
MgCl, (Fermentas); tampdo para PCR 1x (Fermentas); 20 pmol de cada
oligonucleotideo; agua estéril para completar um volume final de 20 pL.

A reacéo ocorreu em termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc), seguindo o
seguinte programa: 1 ciclo a 94 °C por 5 minutos (desnaturagéo); 35 ciclos (94 °C

por 20 segundos; 55 °C por 30 segundos; 72 °C por 2 minutos) e uma extenséo final
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de 72 °C por 7 minutos. Os produtos de amplificagcdo foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1 % e visualizados sob luz UV, apés coloragdo com
brometo de etideo. As bandas do produto amplificado com o tamanho esperado
(~900 pb) foram cortadas do gel e purificadas utilizando o kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI), de acordo com as instru¢bes do

fabricante, e, posteriormente analisadas em gel de agarose 1 % e Nanodrop.

3.4 Clonagem

Os produtos de amplificacdo do gene 16S rRNA foram entdo clonados em
vetor pTZ57 R/T (Fermentas) (figura 3), de acordo com as instru¢gdes do fabricante.
A reacdo de ligacdo foi feita em uma proporcdo de extremidades livres de 3:1

(inserto: vetor) e mantida a 16 °C por 12 horas.
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3.5 Transformacgéo

A reacéo de ligacéo foi dialisada utilizando membranas de nitrocellulose 0,025
pm com 25 mm de diametro (Millipore® cat # VSWP02500). Em seguida, dois
microlitros da reagcdo de ligacdo foram utilizados para transformar células de
Escherichia coli DH10B eletrocompetentes, com o uso de cubetas de 0,1 cm (Bio-
Rad). Essas células foram submetidas & eletroporacdo no equipamento GenePulser
Il (Bio-Rad), nas seguintes condi¢bes: 1,8 KV, 25 pF e 200 Q. Apés a
transformacgéo, foram adicionados 800 pyL de LB Broth (10 g/L de triptona, 5 g/L de
extrato de levedura, 5 g/L NaCl) e o tubo foi incubado por 1 hora a 37 °C.
Posteriormente, 10 uL, 50 uL e 100 yL do contetdo incubado, contendo as células
transformadas, foram plaqueadas com auxilio da alca de Drigalski em placas de
Petri (150X15 mm), contendo LB Agar (10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de
levedura, 5 g/L NaCl, 15 g/L de agar), suplementado com 100 ug/mL de ampicilina,
0,66 mM de IPTG (Isopropil B-D-thiogalactopiranosideo) e 0,005% de X-gal (5-
bromo-4-chloro-3-indolil- B -D-galactopiranosideo). As placas foram incubadas por
16 h a 37 °C.

3.6 Selecédo dos Clones Recombinantes

As colbnias brancas, representando possiveis recombinantes, foram
transferidas para placas de 96 pogos com meio LB Broth, com 10 % de glicerol e
100 pg/mL de ampicilina. As placas foram incubadas a 37 °C por 22 horas e,
posteriormente, estocadas a - 80 °C. Os DNA plasmidiais foram extraidos a partir
das culturas estoque, em placas de 96 pocos (Deep wells). As células foram
incubadas em 1 mL de meio LB Broth, com 100 ug/mL de ampicilina, em shaker a 37
°C, a 250 rpm por 22 horas. Apés o cultivo, os plasmideos foram isolados utilizando
0 método de lise alcalina, de acordo com Vettore et al. (2001). Os DNA plasmidiais
foram posteriormente visualizados em gel de agarose 1 % corado com brometo de

etideo.
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Uma média de 200 clones por amostra foram sequenciados em sequenciador
MegaBACE 1000 Flexyble, usando o kit DYEnamic ET Dye Terminator (GE
Healthcare). Os primers de sequenciamento usados foram: para bactérias, 338F 5’
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 3 (LANE, 1991), que se estende da regido
hipervariavel V3 do 16S rRNA, e para arquéias o M13F 5° GTAAAACGACGGCCAG
3.

3.7 Analises de sequénciamento

As sequéncias foram recuperadas a partir dos cromatogramas usando O
software Sequence Analyzer, Base Caller Cimarron 3.12. As sequéncias de baixa
qualidade e o vetor foram removidos usando o programa dCAS (com qualidade
Phred < 15) (GUO et al., 2009). Apenas alinhamentos maiores que 100 pb foram

considerados.

3.7.1 Analises bioinforméticas para as sequéncias de 16S rRNA
de bactérias

As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias de rRNA
existentes no banco de dados RDP Release 10 (COLE et al.,, 2009) usando a
ferramenta Classifier e com 95% de confidence threshold (Andlise realizada em
junho de 2011).

As sequéncias foram identificadas até o nivel de género, se apresentassem
uma porcentagem de identidade maior que 95% com uma sequéncia bem
classificada existente no banco de dados. Caso contrario, somente niveis
taxondmicos superiores (filos e classes) foram utilizados, com porcentagem de
identidade maior que 85%. Espécies foram identificadas quando as sequéncias
apresentavam porcentagem de identidade maior que 97%, com espécies presentes
no programa Ez Taxon (CHUN et al., 2007), usado para identificacdo de procariotos

com base nas sequéncias dos gene 16S rRNA.
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3.7.2 Analises bioinforméticas para as sequéncias de 16S rRNA
de arquéias

As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias de rRNA
existentes no banco de dados RDP Release 10 (COLE et al.,, 2009) usando a
ferramenta Classifier e com 95% de confidence threshold (Andlise realizada em
junho de 2011).

As sequéncias foram identificadas até o nivel de género, se apresentassem
uma porcentagem de identidade maior que 95% com uma sequéncia bem
classificada existente no banco de dados. Caso contrario, somente niveis
taxondmicos superiores (filos e classes) foram utilizados, com porcentagem de

identidade maior que 85%.

3.7.3 Construcgao das arvores filogenéticas

Foram construidas treze &rvores filogenéticas, uma para cada ponto
amostrado para os estudos de diversidade bacteriana.

Sequéncias que apresentaram similaridade como mencionado no item 3.7.1 e
com mais de 500 bases, foram utilizadas para a construgdo das arvores
filogenéticas. Foi selecionado um clone representativo de um determinado grupo
para a geracao das arvores, o alinhamento das sequéncias foi realizado utilizando o
programa CLUSTAL X (THOMPSON et al.,, 1994). Em seguida, o alinhamento foi
inspecionado e editado manualmente utilizando BioEdit v. 7.0.5.3 (HALL, 1999). As
andlises filogenéticas foram conduzidas utilizando o programa MEGA versdo 4.0
(TAMURA et al., 2007), em que o modelo de Kimura-2-parametros (KIMURA, 1980)
foi utilizado para estimar a distancia evolutiva e o algoritmo Neighbor-Joining
(SAITOU & NEI, 1987) foi empregado para as reconstrugdes filogenéticas, com
valores de bootstrap a partir de 5000 re-amostragens, esses valores estéo indicados

nos nads internos que representam a ocorréncia deste n6 nas 5000 réplicas geradas.
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4.1 Amplificagdo do 16S rRNA

A amplificacdo do gene 16S rRNA de Bacteria foi realizada com os primers 27F
e 1492R, para amplificar especificamente uma regido de aproximadamente 1465 pb
do gene 16S rRNA, como exemplificado na figura 4. A PCR foi bem sucedida para

0s treze pontos de coleta.

1500pb —)
1000pb —

“—  1465pb

Figura 4 — Exemplos de amplificacdo do 16S rRNA bacteriano de DNA extraido de filtrados de
diferentes pontos de coleta. A banda amplificada possui 1465 pb. M: Marcador molecular 1kb “Gene
Ruler”; B: Reagdo sem DNA; 1-3: Amostras do Rio Solim&es

4.2 Andlises das sequéncias de 16S rRNA

Para cada ponto de coleta, foram sequenciadas 288 sequéncias, exceto
para a amostra do Rio Solimbes — 6S, onde foram sequenciadas 192.

Apos o tratamento das sequéncias, um total de 2.934 sequéncias de boa
gualidade foram obtidas a partir dos treze pontos amostrados, sendo utilizadas
para analise da diversidade bacteriana. A quantidade de sequéncias utilizadas
para a analise em cada ponto de coleta é indicada na tabela 2.
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Tabela 2 — Numero de sequéncias utilizadas para andlise da diversidade bacteriana em cada
local amostrado

# sequéncias

Local de coleta D 16S
Foz do Rio Urucu U 209
Rio Solimdes TSOL 85 206
Rio Solimdes 6S 167
Foz do Rio Purus 4p 233
Rio Solimdes depois da mistura das aguas do Rio Purus 45 254
Rio Solimdes 3S 184
Rio Solimdes 1S 241
Lago Poraqué 8LP 234
Lago Sodré 7L 244
Lago Anana 5L 264
Lago Grande de Manacapuru 3L 241
Lago Preto 2L 253
Lago Baixio 1L 204

Nas amostras coletadas, foi observada uma grande quantidade de
sequéncias com mais de 95% de identidade com organismos ndo cultivados,
chegando a 40% do total de sequéncias na amostra 1S (figura 5). Algumas
sequéncias também apresentaram uma porcentagem de identidade inferior a 95% e,
dessa forma, ndo utilizadas para identificacdo em nivel de género e espécie,
chegando a quase 40% em algumas amostras como 6S e 1L (figura 5). Além disso,
em algumas amostras, como a 8S, mais de 70% das sequéncias foram identificadas

com mais de 95% de identidade (figura 5).
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Identificacdo das sequéncias em todos os conjuntos de dados
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9uU 8S 6S 4P 4S 35S 1S gLP 7L 5L 3L 2L 1L

Figura 5- Porcentagem de sequéncias identificadas com = 95% (azul), sequéncias < 95% (vermelho)
e sequéncias ndo identificadas = 95% (verde) em todas as amostras de rios e lagos da Amazonia

4.3 Diversidade bacteriana

A partir das sequéncias 16S rRNA, foram gerados treze graficos para o
Dominio Bacteria, sendo sete para as amostras de rios e seis para as amostras de
lagos. O filo Proteobacteria foi representado pelas suas classes
(Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria e
Deltaproteobacteria), devido & sua abundancia nos ambientes.

Em todas as amostras, o filo Proteobacteria foi 0 mais abundante (figuras 6 e
7). A classe Betaproteobacteria foi a mais encontrada em quase todas as amostras
de rios, com excec¢do do Rio Solimdes préximo ao Municipio de Codajas (6S), onde
a classe Alphaproteobacteria foi mais abundante (figura 6). Em alguns casos, foram
encontradas porcentagens equivalentes entre as classes Betaproteobacteria e
Gammaproteobacteria, como no caso do Rio Purus (4P) com 32% de cada (figura
6). Ja nas amostras de lago, houve uma maior variabilidade nas sequéncias de
tAxons superiores, em alguns casos com quase as mesmas porcentagens para

Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria e Gammaproteobacteria, como por
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exemplo, no Lago Baixio (1L) e no Lago Grande de Manacapuru (3L) (figura 7). O
Lago Poraqué apresentou 77% das suas sequéncias representadas por
Betaproteobacteria (figura 7).

Estudos realizados em ambientes de agua doce tém sugerido que esses
ambientes diferem de ambientes marinhos, pela predominéncia de organismos da
classe Betaproteobacteria e por representantes da classe Actinobacteria (ZWART et
al., 2002; PERCENT et al., 2008). Micro-organismos presentes no filo Actinobacteria
foram observados em todas as amostras de rios e lagos da Amazonia, chegando a
18% na amostra 6S (figura 6).

A dominancia das classes Gammaproteobacteria e Aphaproteobacteria €
comum em sistemas marinhos, no entanto, a amostra 7L mostrou uma prevaléncia
da classe Gammaproteobacteria com 39% (figura 7). Esse padrdo também foi
observada em lagos no Parque Adirondack nos Estados Unidos, onde a classe
Gammaproteobacteria também foi dominante (PERCENT et al.,, 2008). A classe
Alphaproteobacteria representou o grupo mais abundante na amostra 6S com 31%
(figura 6), diferindo de uma nocgédo geral de que eles sdo mais abundantes em
ambientes marinhos. No entanto, esse resultado também foi observado no lago Biwa
(Japao) (NISHIMURA & NAGATA, 2007).

Os filos Bacteroidetes e Verrucomicrobia também representam uma fragédo
significativa das comunidades de 4gua doce (NISHIMURA & NAGATA, 2007). O filo
Bacteroidetes foi observado nas amostras de rios (9U, 8S, 6S, 4S e 1S) (figura 6) e
lagos (5L e 2L) (figura 7) com uma quantidade significativa, chegando a 12% na
amostra 1S. Por outro lado, o filo Verrucomicrobia foi observado nas amostras de
rios (4P, 4S e 1S) (figura 6) e nas de lagos (5L, 3L e 2L) (figura 7), porém com uma
porcentagem menos representativa, maximo de 5% na amostra 5L.

Os filos Planctomycetes e Acidobacteria foram anotados para poucas
sequéncias em algumas amostras de rios. O filo Planctomycetes, foi observado nas
amostras do Rio Solimbées 6S, 3S e 1S, com 2%. Ja o filo Acidobacteria, foi
encontrado no Rio Purus (4P), nas amostras do Rio Solimdes 4S e 1S, chegando a
8% na amostra 1S (figura 6). Nas amostras de lagos, foram encontradas sequéncias
para Planctomycetes em apenas duas amostras, no Lago do Baixo (1L), com 4%, e
no Lago Sodré (7L), com 3%, e nenhuma para Acidobateria (figura 7). Acidobacteria
€ abundante em amostras de solo, e parece ser pouco representada em ambientes

de 4gua doce (ZWART et al., 2002), o que explicaria a baixa representatividade nas
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amostras da Amazobnia. No entanto, Planctomycetes séo conhecidos por serem
membros tipicos e generalizados de &gua doce e ecossistemas marinhos
(GLOCKNER et al., 1999).

Sequéncias identificadas como sendo do filo Cyanobacteria nas amostras de
rios, com porcentagem significativa, foram observadas apenas na amostra do Rio
Urucu (9U), com 5% (figura 6). Isso indica uma presenga muito reduzida de micro-
organismos fotossintéticos, fato que pode ser explicado pela natureza relativamente
dindmica desses ambientes. No entanto, quatro das seis amostras de lagos
apresentaram cerca de 8% das sequéncias para cianobactérias, no Lago Baixio (1L),
chegando até 24% no Lago Sodré (7L) (figura 7). A grande presenca de
representantes do filo Cyanobacteria em amostras de lagos indica a natureza
estagnada destas aguas, que tém melhor disponibilidade de luz para a produtividade
fotossintética. Os 5% observados na amostra do Rio Urucu (9U) pode ser devido ao
fato de que a coleta foi realizada na foz desse rio, proximo a desembocadura no

Lago de Coari, onde ha menor corredeira.
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E possivel notar uma grande diversidade em todas as amostras analisadas.
Na figura 8, mostrada a seguir, € dada uma visdo geral de todas as amostras
coletadas nos rios. Nota-se um padrdo varidvel de distribuicdo dos filos nas
diferentes amostras. Embora tais diferencas existam, eles estdo presentes em
praticamente todas elas, com raras exce¢des. Uma das excec¢des € o filo
Acidobacteria, que aparece em algumas amostras. Interessantemente, nota-se a
presenca deste filo no rio Purus (4P) e no Solimdes apés a foz do Purus (4S). Isso
demonstra que ha contribuicbes diferentes dos afluentes do Solim8es. No caso de
Acidobacteria, ele foi encontrado em pequena quantidade na amostra TSOL
pirosequenciada, indicando que poderiamos encontrd-la em outros pontos se
aumentassemos 0 numero de sequéncias 16S realizadas. Surpreendentemente,
este filo foi encontrado também na amostra 1S do rio Solimées, aquela mais proxima
de Manaus. Como discutido anteriormente, este filo € comum em solo, e
provavelmente estas amostras foram coletadas com maior influéncia de material de

solo.
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Na figura 9, € dada uma visédo geral de todas as amostras de lagos da regido

amazonica, notando uma grande diversidade nesses ambientes.
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. Alphaproteobacteria Actinobacteria . Cyanobacteria
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Deltaprotecbacteria ! Verrucomicrobia

Figura 9 — Diversidade microbiana nos lagos adjacente ao Rio Solim&es
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4.3.1 Diversidade bacteriana nas amostras de rios e lagos da Amazonia

Como pode ser observado na figura 10, as amostras 8S e 4S se mostraram
mais diversas em relagdo ao numero de diferentes géneros encontrados (nove
géneros). No entanto, a amostra 8S apresentou um maior nimero de sequéncias
associadas com o género Acinetobacter e Aquabacterium e a presenca do género
llumatobacter ndo foi observada na amostra 4S. Enquanto que, na amostra 4S,
foram observadas sequéncias associadas com o género Methylomonas, dado né&o
observado na amostra 8S. Com relagdo a amostra 6S, se mostrou menos diversa

(sete géneros).
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Figura 10 - Diversidade microbiana nas amostras de rios com mais de 95% de similaridade com

sequéncias do banco de dados Ez Taxon
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Andlise realizada com base no nimero de espécies encontradas em cada
amostra de rio mostrou que a amostra 9U e 4P apresentaram o maior niumero de
sequéncias associadas com espécies descritas (doze espécies) (tabela 3). Além
disso, a amostra 6S e 1S se mostraram menos diversas em relagcdo ao numero de
espécies (cinco espécies) (tabela 3). Apesar de ter sido observado um nimero maior
de espécies na amostra 3S em relacdo as amostras 6S e 1S, poucas sequéncias
foram associadas com as espécies observadas, um maximo de quatro sequéncias

para Polynucleobacter acidiphobus MWH-PoolGreen A3 (tabela 3).

Tabela 3— Espécies encontradas nas amostras de rios da Amazénia com mais de 97% de

similaridade com sequéncias do banco de dados Ez Taxon

Espécies dominantes nos rios qu 8s 65 4p 45 3S 1S
Wcidovorax anthurii CFBP 3232(T) 1 3 1 1
Wcinetobacter baumannii ATCC 19606(T) 3 2 () 1
Wcinetobacter calcoaceticus DSM 30006(T) 21 30 10 15 7
Weinetobacter junii LMG 998(T) 7 1 5
Wcinetobacter parvus LUH 4616(T) 1 1 1 4
Wquabacterium commune B8(T) 3 1
Wguabacterium fontiphilum CS-6(T) 4 7
Waquabacterium parvum B6(T) 5 8
Candidatus Planktophila limnetica MWH-EgelM2-3 (T) 3 4 7 2 2
Comamonas terrigena LMG 1253(T) 2 1 1 1
Curvibacter gracilis 7-1(T) Z 3
Methylomonas scandinavica R5(T) 1 1 1
Methylosinus sporium NCIMB 11126(T) 3 2
Polynucleobacter acidiphobus MWH-PoolGreen A3 (T) 1 3 4 2 8 4 4
Polynucleobacter cosmopolitanus MWH-Molso2 1 2 1
Polynucleobacter necessarius subsp. asymbioticus QLW-
P1DMWA-1 (T) 5 4 2 19 6 2 1
ISynechococcus rubescens SAG 3.81 (T) 5




53

Ja nas amostras de lagos, o lago Baixio (1L) se mostrou mais diverso (dez
géneros), enquanto que o Lago Poraqué (8LP) apresentou 0 menor ndimero de
géneros (seis), mais foi a amostra com o maior nimero de sequéncias associadas

com o género Polynucleonacter (figura 11).
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sequéncias do banco de dados Ez Taxon
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Apesar da amostra 8LP ter apresentado o menor nimero de géneros, foi
aquela onde mais espécies diferentes foram encontradas, inclusive com espécies
que so6 foram observadas nessa amostra (tabela 4). Enquanto que a amostra 1L, que
foi a mais diversa em relacdo ao niumero de géneros, foi uma das amostras que
apresentou um menor numero de espécies diferentes (seis), assim como as

amostras 2L e 3L (seis) (tabela 4).

Tabela 4 — Espécies encontradas nas amostras de lagos da Amazénia com mais de 97% de
similaridade com sequéncias do banco de dados Ez Taxon

Espécies dominantes nos lagos 8LP 7L 5L 3L 2L 1L
Acidovorox anthurii CFBP 3232(T) 2 2 2
Acinetobacter baumannii ATCC 19606(T) 1 2
Acinetobacter calcoaceticus DSM 30006(T) 10 7 1
Acinetobacter parvus LUH 4616(T) 5
Candidatus Planktophila limnetica MWH-EgelM2-3 1 2 6 3
Comamaonas terrigena LMG 1253(T) 5 1 1
Curvibacter delicatus LMG 4328(T) 3 1
Cvanobium gracile PCC6307 11 8 3 3
| imnohabitans australis MWH-BRAZ-DAM2DT 5
Limnohabitans curvus MWH-C5T 3
NMethylomonas scandinavica R5(T) 1 1 2 14
Methylosinus sporium NCIMB 11126(T) 2 8 2
Pelomonas saccharophila DSM 654(T) 4
Polynuclecbacter cosmopolitanus MWH-Molso2 9 1 1 3
Polynucleobacter necessarius subsp. asymbioticus QLW-

P1DMWA-1 42 8 24 29 17
Polynucleobacter rarus MT-CBbEAS 8
Synechococcus rubescens SAG 3.81 19 10 1 3
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Como mostra a figura 12 os géneros Aquabacterium, Pelagibacter e
Acinetobacter foram mais observados nas amostras de rios, enquanto que o género
Comamonas foi representado igualmente nas amostras de rios e lagos e 0s géneros
Synechococcus, Methylocaldum e Cyanobium foram abundantes nas amostras de

lagos.

Micro-organismos dominantes nos rios e lagos
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Figura 12 — Abundancia dos organismos nas amostras de rios e lagos

4.3.2 Bactérias tipicas de agua doce

A classe Betaproteobacteria foi encontrada como predominante nas
amostras analisadas e, dentro desta classe, encontra-se o0 género Polynucleobacter,
que foi observado em todas as amostras de rios (figura 13) e lagos (figura 14)
estudados. Sua abundéancia maior foi observada nas amostras de lagos (figura 15).
A presenca de espécies do género Polynucleobacter era esperado, ja que € o taxa

de agua doce mais bem conhecido e amplamente distribuido, sendo isolado tanto
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em habitats Iénticos quanto I6ticos em todo o mundo (HAHN, 2003; JEZBEROVA et
al., 2010).
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Figura 13- Abundancia do género Polynucleobacter (vermelho) nas amostras de rios. Na
figura, o género em questdo, esta realcado para melhor visualizagdo, enquanto os demais estdo em

marca d’'agua
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Figura 14- Abundéancia do género Polynucleobacter (vermelho) nas amostras de lagos. Na
figura, o género em questéo, esta realcado para melhor visualizagdo, enquanto os demais estdo em

marca d’'agua
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Figura 15 — Representatividade do género Polynucleobacter nas amostras de rios (azul) e
lagos (vermelho). Na figura, o género em questéo, esta realcado para melhor visualizagdo, enquanto

os demais estdo em marca d’agua

Muitos estudos utilizando métodos independentes de cultivo para a
exploragdo da diversidade bacteriana em habitats de agua doce, marinhos e
terrestres tém sido realizados. Eles tém revelado uma distribuicdo cosmopolita de
bactérias do género Polynucleobacter em ambientes de dgua doce (HIORNS et al.,
1997; ZWART et al., 2002; BURKERT et al., 2003; HAHN et al., 2005; JEZBEROVA
et al.,, 2010). O género Polynucleobacter e a espécie Polynucleobacter necessarius
foram descritos por Heckmann e Schmidt (1987) como sendo endosimbionte de
ciliados de agua doce do género Euplotes. No entanto, em 2003, Hahn isolou
organismos relacionados ao endosimbionte Polynucleobacter necessarius em varios
habitats de agua doce. Posteriormente, foi adicionada a descricdo do género
Polynucleobacter e & espécie Polynucleobacter necessarius a descricdo de
organismos de vida livre e, consequentemente, a separacdo da espécie
Polynucleobacter necessarius em duas subespécies, diferindo no estilo de vida:
Polynucleobacter necessarius subsp. necessarius (endosimbionte de Euplotes
aediculatus e Euplotes harpa) e Polynucleobacter necessarius subsp. asymbioticus
(organismos exclusivamente de vida livre) (HAHN et al., 2009).

™ Rios

® Lagos
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A subespécie Polynucleobacter necessarius subsp. asymbioticus possui
crescimento quimiorganotréfico, aerdbio, com pelo menos algumas cepas sendo
anaerobias facultativas. Ela habita como células plancténicas ndo-moéveis de vida
livre a coluna de agua de sistemas de agua doce (HAHN et al., 2009; JEZBEROVA
et al., 2010), apresentando uma distribuicdo cosmopolita e uma ocorréncia ubiqua
em habitats Iénticos de 4gua doce (JEZBERA et al., 2011).

Polynucleobacter necessarius subsp. asymbioticus habita uma grande
variedade de habitats de agua doce, incluindo alcalinos (HAHN, 2003; WU & HAHN,
2006) lagos e lagoas acidas (BURKERT et al., 2003; HAHN et al., 2005; PERCENT
et al., 2008), rios (SEKIGUCHI et al., 2002; CRUMP & HOBBIE, 2005), lagos
oligotréficos, lagoas em sistemas de turfeiras e pocas rasas temporarias em
estradas florestais (JEZBEROVA et al., 2010), ndo sendo observado em solos e
ambientes marinhos. A detec¢do desta subespécie em todos os continentes
demonstra a sua distribuicdo cosmopolita (HAHN, 2003), sendo considerado uma
fragcdo importante do bacterioplancton de dgua doce. O tdxon pode variar de <1%
(WU & HAHN, 2006) a até 60% do numero total de bactérias na coluna de agua
(HAHN et al, 2005). Nas amostras de rios e lagos da Amazbnia, sequéncias
relacionadas com a subespécie Polynucleobacter necessarius subsp. asymbioticus
QLW-P1DMWA-1 foram encontradas em todas as amostras de rios variando de uma
sequéncia na amostra 1S a até dezenove na amostra 4P (tabela 5). J& nas amostras
de lagos, com excegcdo da amostra 5L, onde nao observamos sequéncias
relacionadas com essa subespécie, encontramos um minimo de oito sequéncias na
amostra 7L a até quarenta e duas no lago Poraqué (8LP) (tabela 6). Em trabalho
realizado por Hahn et al. (2005), cerca de 60% do numero total de bactérias na
lagoa Kleine Lacke, nos Alpes austriacos (lagoa de agua doce humica, com pH
acido (4,3 - 6,0) e com baixa condutividade (7-52 pS cm™)), foram observados para
a subespécie em questdo. Os valores encontrados para pH e condutividade no lago
Poraqué (8LP) (pH = 5 e condutividade = 17,3 uS cm™) se assemelham aos valores
obervados por Hahn et al., (2005), sendo a amostra que apresentou 0 maior nimero
de sequéncias relacionadas com a subespécie Polynucleobacter necessarius subsp.

asymbioticus QLW-P1DMWA-1 em relagéo a todos os pontos amostrados.
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Tabela 5- Espécies do género Polynucleobacter encontradas nas amostras de rios. Na

tabela, as espécies em questao, estdo realcadas para melhor visualizagcdo, enquanto as demais estédo

em marca d'agua

Espécies dominantes nos rios | 9 65 | 4p 15
Polynucleobacter acidiphobus MWH-PoolGreen A3 1 4 2 4
Polynucleobacter cosmopolitanus MWH-Molso2 2
Polynucleobacter necessarius subsp. asymbioticus QLW-P1DMWA-1 5 2 19 1

Tabela 6 — Espécies do género Polynucleobacter encontradas nas amostras de lagos. Na

tabela, as espécies em questao, estdo realcadas para melhor visualizagcdo, enquanto as demais estéo

em marca d’'agua

Espécies dominantes nos lagos 8LP 7L 5L 3L 2L 1L
Polynucleobacter cosmopolitanus MWH-Molso2 9 1 1 3
Polynucleobacter necessarius subsp. asymbioticus QLW-P1DMWA-1 42 8 24 29 17
Polynucleobacter rarus MT-CBb6A5 8
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Baixa condutividade é tipico de lagoas acidas ricas em substancias humicas,
e a abundancia de Polynucleobacter necessarius subsp. asymbioticus é
parcialmente controlada pela baixa condutividade, pH e fatores ligados as
concentragdes de substancias humicas, que poderiam apoiar a hipétese de que
essas bactérias utilizam substratos produzidos pela fotodegradacéo de substancias
hamicas (JEZBEROVA et al., 2010). A baixa condutividade do lago Poraqué (8LP)
nos leva a inferir que seja rico em substancias humicas. Desta forma, justifica-se
uma maior abundancia da subespécie na amostra em relagdo a todos 0s outros
pontos, explicando os nossos resultados, em que cerca de 18% do numero total de
bactérias encontradas na coluna de é&gua do lago Poraqué (8LP) foram da
subespécie Polynucleobacter necessarius subsp. asymbioticus QLW-P1DMWA-1,
assim como 25% do numero total de bactérias observados para o género
Polynucleobacter.

No trabalho realizado por Jezbera et al. (2011), em habitats Iénticos de agua
doce, foram observados baixos niveis de Polynucleobacter necessarius subsp.
asymbioticus em habitats com pH na faixa de neutro (6,5 — 7,5), dado semelhante as
demais amostras da Amazonia (pH = 6,3 — 7,09).

Na amostra 2L, encontramos para umas das sequéncias relacionadas com a
subespécie Polynucleobacter necessarius subsp. asymbioticus QLW-P1DMWA-1
100% de identidade, enquanto que, nas demais amostras, encontramos maximos
variando de 98% (8S, 6S) até 99,6% (8LP, 1L, 4P, 1S). A subespécie
Polynucleobacter QLW-P1DMWA-1 ja foi anteriormente observada no metagenoma
da Amazobnia (GHAI et al., 2011), mais uma evidéncia da distribuicdo cosmopolita
dessa bactéria em ambientes de agua doce.

Outra espécie observada foi Polynucleobacter cosmopolitanus, que € a
segunda espécie descrita do género Polynucleobacter, isolada de varios habitats de
dgua doce, localizados em zonas climéticas temperada, subtropical e tropical.
Métodos independentes de cultivo tém demonstrando uma ampla distribuicéo
geogréfica, indicando distribuicdo cosmopolita desta espécie (fato que deu origem a
seu nome), isolada e detectada nas colunas de agua corrente e habitats de agua
doce estagnada, como lagoas, lagos e coérregos, assim como em um estudo
metagendmico realizado em dois estuarios (HAHN et al., 2010a). Polynucleobacter
cosmopolitanus habita a coluna de agua de ambientes de agua doce, podendo

ocorrer em ambientes oligosalinos, porém estdo ausentes em oceanos, ambientes
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hipersalinos e ambientes terrestres. Esta espécie apresenta crescimento
quimiorganotroéfico, principalmente aerdbio, de vida livre (HAHN et al., 2010a).

Sequéncias afiliadas com a espécie Polynucleobacter cosmopolitanus MWH-
Molso2 foram observadas em quatro bibliotecas de 16S rRNA de lagos (8LP, 5L, 3L
e 1L) (tabela 6) e em trés bibliotecas de rios (8S, 4P e 4S) (tabela 5), com
porcentagem de identidade maxima observada de 99,6% em uma sequéncia da
amostra 4S.

Jé a espécie Polynucleobater acidiphobus foi isolada em 2011(a) por Hanh et
al., em uma piscina de rocha localizada no leito de um riacho de montanha na
Cérsega, Franca. Essa espécie possui um estilo de vida de vida livre e representa
um grupo de bactérias planctdnicas de agua doce que ocorrem em abundéancia
nesses habitats, ndo sendo detectadas, até o presente momento, em aguas doces
acidas, 4guas com alta salinidade (ambientes marinhos) ou solo. S&o consideradas
bactérias tipicas de agua doce (ZWART et al.,, 2002; HAHN et al.,, 2011a). Elas
possuem crescimento quimiorganotrofico, aerébio e anaerdbio facultativo, séo
mesofilas e os habitats onde a espécie foi detectada estdo localizados em zonas
climaticas temperada, subtropical e tropical (HAHN et al., 2011a). Desta forma, ndo é
surpresa encontrar micro-organismos relacionados com esta espécie nas bibliotecas
de 16S rRNA da Amazonia.

Sequéncias com porcentagem de identidade maior que 97% com a espécie
Polynucleobater acidiphobus MWH-PoolGreen A3, também foram observadas em
todas as amostras de rios analisadas, encontrando de uma (9U) a oito (4S)
sequéncias para esta espécie (tabela 5). Uma amostra de lago (3L) apresentou uma
sequéncia relacionada com a espécie em questdo (dado ndo mostrado).

Interessantemente, nas treze bibliotecas de 16S rRNA construidas,
observamos a presencga de oito sequéncias com similaridade entre 97 e 98% para a
espécie Polynucleobacter rarus MT-CBb6A5 em apenas uma das bibliotecas, a do
lago Poraqué (8LP) (tabela 6). A espécie Polynucleobacter rarus foi isolada de um
lago &cido em Wisconsin (USA) (NEWTON et al., 2006) e caracterizada por Hahn et
al. (2011b). A espécie possui crescimento quimiorganotrofico, aerdbio, com
crescimento anaerobico na presenga de nitrato, habitando ambientes mesdfilos.

Este tdxon representa um contraste com as espécies Polynucleobacter
necessarius subsp. asymbioticus e Polynucleobacter cosmopolitanus, sendo

considerada uma espécie rara. Uma busca BLAST com a sequéncia quase
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completa do gene 16S rRNA referente a espécie Polynucleobacter rarus resultou em
apenas nove hits com similaridade maior que 97% em lagos na Espanha, Nova
York, Japédo, Estados Unidos, em dois estuarios (Baia Chesapeake e Baia
Delaware) e, em um lago &rtico, parecendo ser relativamente raro no ambiente
(HAHN et al., 2011b). Dado interessante, e que também pdde ser observado no
presente trabalho.

E provavel que a espécie Polynucleobacter rarus prefira habitar ambientes
acidos. No entanto, existem até o momento poucos dados disponiveis para esse
taxon, permitindo apenas conclusdes preliminares (HAHN et al., 2011b). A presenca
de sequéncias relacionadas com a espécie Polynucleobacter rarus MT-CBb6A5 em
apenas uma biblioteca das treze construidas, o lago Poraqué (8LP), explica-se pela
presenca singular de um pH mais &cido (pH=5) enquanto que as demais amostras
apresentam um pH mais proximo de neutro (~pH=6,5) (tabela 1). Isso reforca a
preferéncia da espécie por ambientes mais acidos e contribui para futuros estudos
em relacdo a espécie Polynucleobacter rarus.

Na arvore filogenética construida para a amostra 8LP (figura 16), é possivel
observar que as sequéncias associadas com as espécies Polynucleobacter
cosmopolitanus MWH-Molso2, Polynucleobacter necessarius subsp. asymbioticus
QLW-P1DMWA-1 e Polynucleobacter rarus MT-CBb6A5 realmente se encontram
proximas a elas. A relacdo das sequéncias da Amazbnia com a espécie
Polynucleobacter acidiphobus MWH-PoolGreen A3 pode ser confirmada na arvore

filogenética construida para a amostra 1S (figura 17).
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Figura 16 - Arvore filogenética da sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S das sequéncias
associadas com espécies do género Polynucleobacter da amostra do Lago Poraqué (8LP). As
distancias evolutivas foram baseadas no modelo Kimura-2-parametros e a construcdo da arvore
filogenética foi obtida pelo método Neighbor-Join com valores de bootstrap de 5000 re-amostragens.
Os numeros de acesso GenBank estdo descritos entre parénteses. A sequéncia do gene RNA
ribossomal 16S da espécie Aquifex pyrophilus foi usada como outgroup, essa espécie foi escolhida
por ser filogeneticamente distante das espécies observadas nas amostras da Amazonia
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Figura 17 - Arvore filogenética da sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S das sequéncias
associadas com espécies do género Polynucleobacter da amostra do Rio Solimdes (1S). As
distancias evolutivas foram baseadas no modelo Kimura-2-parametros e a construcdo da arvore
filogenética foi obtida pelo método Neighbor-Join com valores de bootstrap de 5000 re-amostragens.
Os numeros de acesso GenBank estdo descritos entre parénteses. A sequéncia do gene RNA
ribossomal 16S da espécie Aquifex pyrophilus foi usada como outgroup, essa espécie foi escolhida
por ser filogeneticamente distante das espécies observadas nas amostras da Amazonia
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Hahn et al., (2010b) propuseram um novo género dentro da familia
Comamonadaceae (Betaproteobacteria), o género Limnohabitans sp. Este género
esta relacionado com um grande numero de sequéncias ambientais, resultantes de
métodos independentes de cultivo em varios sistemas de dgua doce (ZWART et al.,
2002; PERCENT et al., 2008; HAHN et al., 2010c).

A espécie descrita por Hahn et al. (2010b), juntamente com 0 novo género
proposto, é a espécie Limnohabitans curvus MWH-C5'. Esta espécie foi isolada da
coluna de agua de um lago de agua doce, Lago Mondsee, na Austria, e esta
relacionada a um grande numero de bactérias ndo cultivadas, observadas em
ambientes de &gua doce por meio de métodos independentes de cultivo, com
crescimento quimiorganotréfico, aerébico, anaerdbio facultativo, ndo-moveis, néo
crescendo em concentragfes de NaCl>0,5 %.

Trés sequéncias afiliadas com a espécie Limnohabitans curvus MWH-C5'
foram observadas no Lago Poraqué (tabela 7), com porcentagem de identidade de
97,9 %. No mesmo lago, foram observadas cinco sequéncias afiliadas com outra
espécie do género Limnohabitans, a espécie Limnohabitans australis MWH-BRAZ-
DAM2DT (tabela 7), com cerca de 98 % de identidade. Esta espécie, isolada de uma
lagoa de agua doce no Brasil (S&o Carlos, SP), apresenta crescimento
quimiorganotroéfico, aerdbico, anaerdbico facultativo, ndo-mdéveis, ndo crescendo em
concentracdes de NaCl> 0,2 % (HAHN et al., 2010c).

A relagdo das sequéncias da Amazbnia com as espécies descritas acima

também podem ser observadas na (figura 18).



66

Tabela 7 — Espécies do género Limnohabitans encontradas nas amostras de lagos. Na
tabela, as espécies em questao, estdo realcadas para melhor visualizagdo, enquanto as demais estéo
em marca d'agua

Espécies dominantes nos lagos | 8LP 7L 5L 3L 2L 1L

Limnohabitans australis MWH-BRAZ-DAMZ2DT

Limnohabitans curvus MWH-C5T 3
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75 = Limnohabitans australis (FM178226)
Lago Poraqué clone 01a_GO05
Lago Poraqué clone_02a_HO03
4 L Limnohabitans curws (AJ938026)

.; Limnohabitans parvus (FM165536)

Cunvibacter delicatus (AF078756)
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Figura 18 - Arvore filogenética da sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S das sequéncias
associadas com espécies do género Limnohabitans da amostra do Lago Poraqué (8LP). As
distancias evolutivas foram baseadas no modelo Kimura-2-parametros e a construcdo da arvore
filogenética foi obtida pelo método Neighbor-Join com valores de bootstrap de 5000 re-amostragens.
Os numeros de acesso GenBank estdo descritos entre parénteses. A sequéncia do gene RNA
ribossomal 16S da espécie Aquifex pyrophilus foi usada como outgroup, essa espécie foi escolhida
por ser filogeneticamente distante das espécies observadas nas amostras da Amazonia
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Como ja mencionado, o filo Actinobacteria muitas vezes esta presente em
uma grande fracdo do bacterioplancton nos ambientes de 4gua doce (JEZBERA et
al., 2009). Entre esses grupos de Actinobacteria de 4gua doce, estdo presentes
organismos da chamada linhagem acl, caracterizados por métodos independentes
de cultivo, que muitas vezes representam uma das linhagens mais abundantes
(NEWTON et al.,, 2007; WARNECKE et al., 2005; ZWART et al., 2002). Bactérias
associadas com esta linhagem foram observadas na coluna de dgua de uma ampla
variedade de habitats de agua doce (WARNECKE et al., 2004; WARNECKE et al.,
2005; LINDSTROM et al.,, 2005; NEWTON et al., 2007), sendo encontradas em
varios continentes e zonas climéticas, mas nunca em ambientes terrestres e
marinhos (oceano aberto) (JEZBERA et al., 2009).

Até o momento, esta linhagem néo é representada por um tdxon validamente
descrito. Entretanto, em 2009, Jezbera et al., propuseram a espécie candidata
Candidatus Planktophila limnetica, como um representante associado com a
linhagem acl. Vale ressaltar que néo foi possivel isolar e cultivar esta cepa, o que
dificultou a determinag&o de caracteristicas fisiologicas.

Newton et al. (2007) demonstraram que os membros do clado acl — All, ao
qual Candidatus Planktophila limnetica pertence, exibem uma preferéncia por lagos
mais alcalinos (pH de 8,6; 8,8; 8,9, onde foram mais abundantes). Todavia, foram
observados em lagos com valores de pH variando de neutro a alcalino (6,5 a 8,9).

Sequéncias afiliadas com a espécie candidata Candidatus Planktophila
limnetica MWH-EgelM2-3 foram observadas tanto nas amostras de rios (figura 19)
quanto nas de lagos (figura 20) em praticamente todos os pontos visitados, porém,
um pouco mais representativa nos rios (figura 21). Um minimo de uma sequéncia
(8LP) (tabela 8) a um méximo de sete sequéncias (6S) (tabela 9) foram observados
para a espécie candidata em questdo. Os valores de pH dos locais coletados
variaram de 5 a 7,09, o que pode explicar a baixa representatividade, ja que, de
acordo com Newton et al. (2007), a espécie candidata exibe preferéncia por habitats
mais alcalinos. No entanto, uma sequéncia para a espécie candidata em questéo foi
observada em um lago com pH mais &cido (pH=5), o lago Poraqué (8LP), sendo
possivel, portanto, que ela seja encontrada em lagos levemente acidos, porém em

menor abundancia.
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Figura 19- Abundéancia de Candidatus Planktophila limnetica (rosa) nas amostras de rios. Na
figura, a espécie em questao, esta realcada para melhor visualizagcdo, enquanto as demais estdo em

marca d'agua
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Figura 20- Abundancia de Candidatus Planktophila limnetica (rosa) nas amostras de lagos.
Na figura, a espécie em questdo, esta realcada para melhor visualizagdo, enquanto as demais estédo

em marca d'agua
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Figura 21 — Representatividade de Candidatus Planktophila limnetica nas amostras de rios
(azul) e lagos (vermelho). Na figura, a espécie em questao, esta realcada para melhor visualizacao,

enquanto as demais estdo em marca d’'agua

Tabela 8 — Candidatus Planktophila limnetica encontrada nas amostras de lagos. Na tabela, a
espécie em questdo, esta realcada para melhor visualizacdo, enquanto as demais estdo em marca
d’agua

Espécies dominantes nos lagos | 8LP 7L 5L 3L 2L 1L

Candidatus Planktophila limnetica MWH-EgelM2-3 I 1 I 2 | 6 | 3 | I
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Tabela 9— Candidatus Planktophila limnetica encontrada nas amostras de rios. Na tabela, a

espécie em questdo, esta realcada para melhor visualizacdo, enquanto as demais estdo em marca

d’agua
Espécies dominantes nos rios 9uU 85 6S 4p 45 35
| Candidatus Planktophila limnetica MWH-Egei2.3 | 3 [ a4 | 7 | |2 | [ |

Com a construcdo das arvores filogenéticas, foi possivel confirmar a
proximidade das nossas sequéncias com a espécie Candidatus Planktophila

limnetica (figura 22).
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Figura 22 - Arvore filogenética da sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S das sequéncias
associadas com a espécie Candidatus Planktophila limnetica da amostra do Rio Solimdes (4S). As
distancias evolutivas foram baseadas no modelo Kimura-2-parametros e a construcdo da arvore
filogenética foi obtida pelo método Neighbor-Join com valores de bootstrap de 5000 re-amostragens.
Os numeros de acesso GenBank estdo descritos entre parénteses. A sequéncia do gene RNA
ribossomal 16S da espécie Aquifex pyrophilus foi usada como outgroup, essa espécie foi escolhida
por ser filogeneticamente distante das espécies observadas nas amostras da Amazonia
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4.3.3 Bactérias metanotréficas encontradas neste estudo

Bactérias metanotréficas sdo um grupo de bactérias capazes de oxidar
metano e possuem a capacidade de utiliza-lo como Unica fonte de carbono e energia
(HANSON & HANSON 1996; COSTELLO & LIDSTROM, 1999; DEDYSH et al.,
2000; AUMAN et al., 2001; HEYER et al., 2002). Essas bactérias tém sido isoladas
de diversos ambientes: solo, sedimentos, terras Umidas e habitats de agua doce e
marinha (DEDYSH et al., 2000).

O metano é um importante gas de efeito estufa, contribuindo para o
aquecimento global. Desta forma, as bactérias que consomem o0 metano
desempenham papel importante no consumo global deste gés, tendo uma
participagdo importante no ciclo do carbono, tanto em ambientes aquaticos quanto
terrestres (COSTELLO & LIDSTROM, 1999; AUMAN et al., 2000; MCDONALD et
al., 1995).

Bactérias oxidantes de metano séo divididas em dois grupos, com base no
arranjo de membranas intracelulares, filogenia e via de assimilacdo de carbono:
metanotroficas do tipo |, que sédo filogeneticamente da classe Gammaproteobacteria
e metanotroficas do tipo Il, que séo filogeneticamente da classe Alphaproteobacteria
(COSTELLO & LIDSTROM, 1999; HEYER et al., 2002; SUNDH et al., 2005). Nas
amostras estudadas neste trabalho, encontramos sequéncias afiliadas com
metanotroficas tanto do tipo | quanto do tipo Il. As metanotroficas do tipo |
observadas foram associadas com o género Methylomonas e Methylocaldum,
enquanto que o0s géneros pertencentes ao grupo metanotroficas do tipo Il foram
Methylosinus e Methylocella (DEDYSH et al., 2000; HEYER et al., 2002; DEDYSH,
et al., 2005a; ALI et al., 2006; CHEN et al., 2010). Os géneros em questao foram
mais observados nas amostras de lagos (figura 23).

O género Methylocaldum compreende micro-organismos metanotroficos
termofilicos, crescendo em temperatura superior a 40 °C, sendo encontrados em
solo e nascentes de agua quente (BODROSSY et al.,, 1997). Esses organismos
tiveram maior representatividade nas amostras de lago (figura 23). No entanto, as
sequéncias encontradas no conjunto total de dados n&o estiveram relacionadas com
nenhuma espécie descrita do género Methylocaldum com porcentagens maior que
97 %, podendo representar sequéncias associadas com bactérias ainda néo

cultivadas deste género. Andlises mais especificas seriam necessérias para avaliar
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a presenca desses metanotréficos termofilicos na coluna de agua dos lagos
estudados, assim como para verificar sua origem. Devido ao fato de poucas
sequéncias terem sido observadas para este género no conjunto de dados —
somando um total de dez sequéncias — a necessidade de investigacdo de sua
origem seria no sentido de analisar se séo de fato provenientes da amostra da
coluna de agua ou dos solos da floresta que esta ao redor, uma vez que esses

organismos ja foram isolados de amostras de solo.

Figura 23 — Representatividade das bactérias metanotréficas nas amostras de rios (azul) e
lagos (vermelho). Na figura, os géneros em questdo, estdo realcados para melhor visualizagéo,

enquanto os demais estdo em marca d’'agua

Apesar do género Methylocella pertencer & classe Alphaproteobacteria
(metanotrdéficas do tipo Il), elas ndo sdo monofiléticas com os metanotroficos do tipo
Il conhecidos. Espécies do género Methylocella sdo amplamente distribuidas em
ambientes de solos acidos e zonas Umidas, ajudando a atenuar as emissfes de
metano a partir desses habitats (DEDYSH et al.,, 2000; DEDYSH, et al., 2005a;
CHEN et al., 2010). Sequéncias associadas com o género Methylocella também
foram observadas nas amostras da Amazonia, porém foram pouco representadas,

com no maximo cinco sequéncias (1L) para o género em questédo (figura 24). A

™ Rios

W Lagos
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presenca desses organismos nessas amostras de lago pode ser resultante das
areas de varzea da bacia Amazbnica, que sdo as maiores fontes naturais de metano
dessa regidao (PAZINATO et al., 2010), provavelmente contando com uma grande
quantidade de micro-organismos metanotroéficos, inclusive do género Methylocella, ja
que espécies pertencentes a este género sdo observados em zonas Umidas. Ao
contrario dos demais metanotroficos, Methylocella tem a capacidade de metabolizar
diversos compostos de multicarbono, além do metano, podendo ter uma vantagem
competitiva em ambientes naturais, onde a producdo de metano € heterogénea
(DEDYSH et al., 2005a; CHEN et al., 2010).
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Figura 24- Abundéancia dos géneros Methylocella (roxo), Methylomonas (azul) e Methylosinus
(alaranjado) nas amostras de lagos. Na figura, os géneros em questao, estao realcados para melhor

visualizacdo, enquanto os demais estao em marca d’agua

Sequéncias associadas com outros metanotréficos (Methylosinus e
Methylomonas) foram pouco observadas nas amostras 7L, 5L, 3L e 1L (figura 24).

Praticamente todas as sequéncias associadas com o género Methylosinus também
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foram afiliadas com a espécie Methylosinus sporium NCIMB 11126(T), e com
porcentagem de identidade maxima de 98,9 % na amostra 3L.

Em lagos de &gua doce, como em Varios outros sistemas naturais, a oxidagao
do metano é mais ativa em uma estreita faixa, na zona onde ocorre o encontro do
metano com o oxigénio (HANSON & HANSON, 1996). Bactérias oxidantes de
metano nas colunas de agua de lagos consomem uma parte significativa do metano
produzido no sedimento ou nas camadas anaerdbias de dgua (SUNDH et al., 2005).

Dessa forma, possiveis explicagbes para a baixa representatividade de
organismos metanotroficos nos lagos amostrados € pelo fato de que a coleta tenha
sido realizada mais acima da faixa do encontro do metano com o oxigénio, uma vez
gque uma maior quantidade de bactérias metanotroficas estaria nesta faixa. Além
disso, pode-se mencionar o fato de os lagos serem oxigenados por toda a coluna de
dgua, e, como a oxidagdo do metano ocorre principalmente na superfice dos
sedimentos (HANSON & HANSON, 1996), estes organismos n&o foram coletados,
pois durante a amostragem evitou-se coletar muito préximo a superficie ou muito
proximo do sedimento.

Uma outra possibilidade para a baixa representatividade de bactérias
metanotroficas seria pela auséncia ou quase auséncia de produgdo de metano
nesses lagos amostrados. Porém, isto é pouco provavel, ja que acredita-se que
sedimentos de agua doce contribuam com 40 a 50% do fluxo anual de metano na
atmosfera (COSTELLO & LIDSTROM, 1999; AUMAN et al., 2000). No entanto, a
maior parte deste metano ndo chega a atmosfera, sendo consumido pelos
organismos metanotréficos (COSTELLO & LIDSTROM, 1999). Como a produgéo de
metano e a quantidade de oxigénio dissolvido por toda a coluna de agua néo foram
mensurados, torna-se dificil afirmar a provavel origem desses micro-organismos.

Organismos metanotréficos do tipo | parecem ser mais adaptados para
crescer em baixas concentragdes de metano, enquanto que o crescimento de
metanotroficos do tipo Il € favorecido quando os niveis de metano séo altos e os
niveis de oxigénio sdo baixos (HANSON & HANSON,1996; MAYUMI et al., 2010).
Uma possivel explicagdo para o grande nimero de sequéncias associadas com o
género Methylomonas (tipo 1) no lago 2L — Unico ponto onde é observado um
grande numero de bactérias metanotroficas, com trinta e oito sequéncias para esse
género (figura 24), sendo quatorze para a espécie Methylomonas scandinavica

R5(T), com porcentagem de identidade maxima de 98 % (tabela 10) — € a de que
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ocorra a producdo de metano nesse local. Além disso, a coleta pode ter sido
realizada em uma faixa mais proxima do encontro do metano com o oxigénio, para

que grandes quantidades de metanotroéficas tenham sido observadas.

Tabela 10 — Espécies de bactérias metanotroficas encontradas nas amostras de lagos. Na
tabela, as espécies em questéo, estao realcadas para melhor visualizacdo, enquanto as demais estao

em marca d’agua

Espécies dominantes nos lagos | 8LP 7L 5L 3L 2L 1L
Methylomonas scandinavica R5(T) 1 1 2 14
Methzfas!nus seorium NCIMB 11125?} 2 8 2

Em &guas correntes, nimeros menores de metanotréficas foram detectados
(HANSON & HANSON 1996). Este fato foi observado nas amostras 4P e 4S dos
rios, onde ocorre agua corrente e onde poucas sequéncias foram encontradas para
bactérias metanotroficas afiliadas com a espécie Methylosinus sporium NCIMB
11126(T), sendo trés sequéncias observadas na amostra 4P e duas na amostra 4S,
com porcentagem méxima de identidade de 98,4 % na amostra 4P (tabela 11).
Sequéncias afiliadas com a espécie Methylomonas scandinavica R5(T) também
foram pouco observadas. Apenas uma sequéncia foi encontrada nas amostras 4P,
4S e 3S, com maximo de identidade de 97,8 % na amostra 4P (tabela 11). Outras
sequéncias associadas com o género Methylomonas também foram observadas nas
amostras 4P, 4S, 3S e 1S, sendo também pouco representada, com no maximo 5

sequéncias, na amostra 4P (figura 25). Talvez isto ocorra devido a melhor
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oxigenacao provocada pela movimentacdo constante das aguas dos rios, havendo
menor producdo de metano, jA que esta ocorre em zonas anodxicas, e,
consequentemente, quantidades menores de organismos metanotréficos séo

necessarias.

Tabela 11 — Espécies de bactérias metanotroficas encontradas nas amostras de rios. Na
tabela, as espécies em questao, estdo realcadas para melhor visualizagdo, enquanto as demais estéo
em marca d'agua

Espécies dominantes nos rios | 9U ] 85 ] 65 1 4p I 45 | 35 |

Methylomonas scandinavica R5(T) 1 1 1

Methzi’os.fnus seodum NCIMB 11126(T) 3 2
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Figura 25- Abundancia do género Methylomonas (azul) nas amostras de rios. Na figura, o
género em questdo, esta realcado para melhor visualizagdo, enquanto os demais estdo em marca

d’agua

Algumas sequéncias das bibliotecas de 16S rRNA construidas estdo
relacionadas com géneros e espécies de bactérias metanotréficas. Esta proximidade
com esses organismos também pode ser observada na figura 26, onde verificamos

uma relacéo de algumas sequéncias estudadas com bactérias metanotréficas.
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Figura 26 - Arvore filogenética da sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S das sequéncias
associadas com bactérias metanotréficas da amostra do Lago Grande de Manacapuru (3L). As
distancias evolutivas foram baseadas no modelo Kimura-2-parametros e a construcdo da arvore
filogenética foi obtida pelo método Neighbor-Join com valores de bootstrap de 5000 re-amostragens.
Os numeros de acesso GenBank estdo descritos entre parénteses. A sequéncia do gene RNA
ribossomal 16S da espécie Aquifex pyrophilus foi usada como outgroup, essa espécie foi escolhida
por ser filogeneticamente distante das espécies observadas nas amostras da Amazonia
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4.3.4 Bactérias fixadoras de nitrogénio observadas nas amostras de rios
e lagos da Amazonia

O género Beijerinckia pertence a classe Alphaproteobacteria. Organismos
que fazem parte deste género sdo aerébicos, heterotréficos, acidofilos, bactérias de
vida livre com a capacidade de fixar dinitrogénio atmosférico (DEDYSH et al., 2004,
DEDYSH et al., 2005b; TAMAS et al., 2010; OGGERIN et al., 2011).

Os primeiros isolados deste género foram obtidos a partir de solos acidos, em
regides tropicais. Apesar do género Beijerinckia ser frequentemente encontrado em
solos com essas caracteristicas, estudos demonstraram que estas bactérias sdo
amplamente distribuidas tanto em solos acidos quanto neutros, em regides tropicais
e nao tropicais (JORDAN & McNICOL, 1978; THULER et al., 2003; DEDYSH et al.,
2005b). Elas sdo também observadas na rizosfera e filosfera das plantas, onde
atuam no processo de fixagao bioldgica do nitrogénio e contribuem para a promocao
do crescimento vegetal (TAMAS et al., 2010; OGGERIN et al., 2009).

Sequéncias associadas com o género Beijerinckia foram observadas nas
amostras de rios e lagos estudadas; entretanto, foram mais representativas nas
amostras de lagos (figura 27). Um minimo de trés sequéncias foi observado na
amostra 7L até um maximo de nove na amostra 3L (figura 28). Enquanto que nos
rios, um minimo de uma sequéncia foi observado na amostra 9U, até um maximo de
trés na amostra 4P (dados ndo mostrados). E prévavel que estas sequéncias
associadas com o género Beijerinckia sejam provenientes dos solos da floresta
circundante, contribuindo para o enriquecimento desses solos em relacdo ao
nitrogénio. A figura 29 ilustra a posicdo das sequéncias encontradas nas amostras
da Amazonia dentro do género Beijerinckia.

Algumas bactérias metanotroficas também sdo capazes de fixar nitrogénio
como, por exemplo, Methylocella e Methylosinus (DEDYSH et al.,, 2004), que,

igualmente, foram observadas nas amostras estudadas.



Nimero de sequéncias

82

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Figura 27 — Representatividade do género Beijerinckia nas amostras de rios (azul) e lagos
(vermelho). Na figura, o género em questéo, esta realcado para melhor visualizagdo, enquanto os

demais estdo em marca d’agua
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Figura 28- Abundéancia do género Beijerinckia (verde) nas amostras de lagos. Na figura, o
género em questdo, esta realcado para melhor visualizagdo, enquanto os demais estdo em marca

d’agua
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Figura 29 - Arvore filogenética da sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S das sequéncias
associadas com o género Beijerinckia da amostra do Lago Baixio (1L). As distancias evolutivas foram
baseadas no modelo Kimura-2-parametros e a construgdo da arvore filogenética foi obtida pelo
método Neighbor-Join com valores de bootstrap de 5000 re-amostragens. Os nimeros de acesso
GenBank estédo descritos entre parénteses. A sequéncia do gene RNA ribossomal 16S da espécie
Aquifex pyrophilus foi usada como outgroup, essa espécie foi escolhida por ser filogeneticamente
distante das espécies observadas nas amostras da Amazonia
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Outro género capaz de fixar nitrogénio é o Pelomonas, que se encontra
dentro da classe Betaproteobacteria e foi criado em 2005 por Xie e Yokota para
reclassificar a espécie Pseudomonas saccharophila como Pelomonas saccharophila.
Os organismos presentes nesse género sdo moveis por meio de um flagelo polar,
capazes de fixar nitrogénio e mostram crescimento autotréfico com hidrogénio, mas
nado sao fotoautotréficos. A espécie Pelomonas saccharophila foi isolada a partir de
lama de uma poca estagnada (XIE & YOKOTA, 2005). Sequéncias associadas com
Pelomonas saccharophila DSM 654(T) foram observadas no lago 5L (quatro
sequéncias; tabela 12), com porcentagem maxima de identidade de 99,5 %. A
proximidade das sequéncias encontradas no Lago Anana (5L) para a espécie em
questéo ¢ ilustrada na figura 30.

A profundidade total do lago era de dois metros e a coleta foi realizada a um
metro, 0 que torna possivel que esses organismos tenham sido provenientes do
sedimento, uma vez que se tém registros de que a espécie foi isolada de lama de
uma poca estagnada. A capacidade de fixar nitrogénio faz com que esses

organismos tenham um papel importante no ciclo do nitrogénio nesse ambiente.

Tabela 12 - Espécie do género Pelomonas encontrada na amostra 5L. Na tabela, a espécie
em questao, esta realcada para melhor visualizacdo, enquanto as demais estdo em marca d’agua

Espécies dominantes nos lagos | 8LP 7L 5L 3L 2L 1L |

I Pelomonas saccharaﬁhfia DSM 654(T) | [ 4 | [
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Figura 30- Arvore filogenética da sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S das sequéncias
associadas com a espécie Pelomonas saccharophila da amostra do Lago Anana (5L). As distancias
evolutivas foram baseadas no modelo Kimura-2-pardmetros e a construgéo da arvore filogenética foi
obtida pelo método Neighbor-Join com valores de bootstrap de 5000 re-amostragens. Os numeros de
acesso GenBank estdo descritos entre parénteses. A sequéncia do gene RNA ribossomal 16S da
espécie Aquifex pyrophilus foi usada como outgroup, essa espécie foi escolhida por ser
filogeneticamente distante das espécies observadas nas amostras da Amazonia
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4.3.5 Bactérias encontradas neste estudo e que sdo presentes nos mais

diversos ambientes

O género Acinetobacter compreende bactérias ndo-moveis e estritamente
aerobicas, dentro da classe Gammaproteobacteria, pertencente ao filo
Proteobacteria. Membros desse género sdo comumente encontrados no ambiente,
podendo ser observados no solo, ambientes aquaticos e sedimentos, esgoto, pele
humana e em uma grande variedade de alimentos para animais, incluindo também
cepas patogénicas (WAGNER et al., 1994; GUARDABASSI et al.,1999; NEMEC et
al., 2003; JUNG et al., 2010; SACHDEV et al., 2010).

Nas amostras estudadas, foi observada uma grande quantidade de
organismos relacionados com o género Acinetobacter, principalmente nas amostras
de rios (figura 31). Foram observadas cerca de quarenta e nove sequéncias na

amostra de rio 8S (figura 32) e vinte e cinco na amostra de lago 7L (figura 33).
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Figura 31— Representatividade do género Acinetobacter nas amostras de rios (azul) e lagos
(vermelho). Na figura, o género em questéo, esta realgcado para melhor visualizagdo, enquanto os

demais estdo em marca d’agua
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Figura 32- Abundancia do género Acinetobacter (marrom) nas amostras de rios. Na figura, o
género em questdo, esta realcado para melhor visualizacéo, enquanto os demais estdo em marca

d’agua
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Figura 33- Abundancia do género Acinetobacter (marrom) nas amostras de lagos. Na figura,
0 género em questdo, estd realgado para melhor visualizacéo, enquanto os demais estdo em marca
d’agua
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Sequéncias relacionadas com as espécies Acinetobacter baumannii,
Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter junii e Acinetobacter parvus foram
observadas em praticamente todas as amostras de rios (tabela 13), enquanto que
nas amostras de lagos foram observadas sequéncias relacionadas com as espécies
Acinetobacter baumannii, Acinetobacter calcoaceticus e Acinetobacter parvus em

apenas trés amostras (tabela 14).

Tabela 13 — Espécies do género Acinetobacter encontradas nas amostras de rios. Na tabela,
as espécies em questdo, estdo realcadas para melhor visualizagdo, enquanto as demais estdo em

marca d’'agua

Espécies dominantes nos rios | ou | 8 | e | a | a | 33 | 15
Acinetobacter baumannii ATCC 19606(T) 3 2 6 1
Acinetobacter calcoaceticus DSM 30006(T) 21 30 10 15 7
Acinetobacter junii LMG 998(T) 7 1 5 2
Acinetobacter parvus LUH 4616(T) 1 1 1 4

Tabela 14 — Espécies do género Acinetobacter encontradas nas amostras de lagos. Na
tabela, as espécies em questdo, estdo realcadas para melhor visualizagcdo, enquanto as demais estéo

em marca d'agua

Espécies dominantes nos lagos ] 8LP 7L SL 3L 2L 1L
o
Acinetobacter baumannii ATCC 19606(T) 1 2
Acinetobacter calcoaceticus DSM 30006(T) 10 7 1
Acinetobacter parvus LUH 4615 T) 5
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A espécie Acinetobacter parvus foi isolada da orelha de um paciente em um
ambulatorio (NEMEC et al., 2003); Acinetobacter junii a partir de amostras clinicas e
ambientais e Acinetobacter baumannii de amostras clinicas, sendo predominante
nessas amostras (BOUVET & GRIMONT, 1986; BOUVET et al., 1990;
GUARDABASSI et al., 1999). Embora Acinetobacter baumannii tenha sido
encontrada em amostras de solo, ndo parece ser um organismo tipico ambiental
(PELEG et al., 2008). No entanto, Acinetobacter calcoaceticus é considerado uma
espécie ambiental, sendo um habitante normal do solo e da &gua e raramente é
associado a infecgbes humanas (BOUVET & GRIMONT, 1986; GUARDABASSI et
al.,1999; PELEG et al., 2008).

Espécies do género Acinetobacter foram encontradas em densidades
superiores a 10* organismos por 100 mL em ecossistemas de agua doce e 10°
organismos por 100mL em esgoto (GUARDABASSI et al.,1999).

O género Acinetobacter parece ser metabolicamente versétil, uma vez que é
capaz de degradar hidrocarbonetos alifaticos, o que pode apresentar um possivel
potencial para estudos de biorremediagdo. Isso mostra que o estudo desses
organismos ndo esta apenas voltado para situagbes relacionadas a infeccdes
hospitalares (JUNG et al.,, 2010). O género é um dos mais frequentemente
encontrados em habitats contaminados com petroleo. A espécie Acinetobacter
calcoaceticus é capaz de crescer em substratos de hidrocarbonetos. Marin et al.
(1995) observaram a capacidade de uma cepa da espécie Acinetobacter
calcoaceticus em degradar derivados de petréleo, o que pode apresentar interesse
potencial para a biorremediacdo de locais contaminados por hidrocarbonetos.
Chaineau et al. (1999), isolaram micro-organismos com capacidade para degradar
hidrocarbonetos em um solo agricola na Franga, em que o género Acinetobacter
estava presente.

Gallego et al. (2001), observaram que membros do género Acinetobacter
foram predominantes em solos contaminados com Oleo diesel, sugerindo sua
importancia em degradar hidrocarbonetos. Membros deste género sdo ubiquos na
natureza, tendo capacidade de usar uma grande variedade de fontes de carbono,
incluindo petroleo bruto e combustiveis, além de hidrocarbonetos arométicos
(GALLEGO et al., 2001).

Organismos pertencentes ao género Acinetobacter tém sido isolados da

rizosfera de diferentes plantas (SACHDEV et al., 2010). Em estudo realizado por tais
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autores sobre a rizosfera de trigo em trés campos agricolas na india, foi observada a
presenca das espécies Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter baumannii,
Acinetobacter Iwoffii e Acinetobacter baylyi, sendo a espécie Acinetobacter
calcoaceticus dominante em todas as amostras. Estas espécies podem
desempenhar um papel favoravel na promocdo do crescimento das plantas,
enquanto residentes na rizosfera de trigo, ao exibirem caracteristicas de fixagéo do
nitrogénio, produgéo de sideroforos (compostos que atuam na captacdo de ferro) e
solubilizag&o mineral.

Nas amostras da Amazbnia, a espécie Acinetobacter calcoaceticus foi
dominante em todas as amostras, tanto de rios quanto de lagos, apresentando um
maximo de dez sequéncias associadas com esta espécie na amostra 8LP (tabela
14) e um maximo de trinta sequéncias na amostra 8S (tabela 13). Como
mencionado, a espécie € observada em amostras de solo e agua, e, desta forma, a
sua abundancia em relagdo as demais amostras se deve ao fato de ser uma espécie
ambiental, sendo possivel que parte das sequéncias associadas com essa espécie
seja também proveniente do solo da floresta circundante.

Com relacdo as espécies consideradas patogénicas, como Acinetobacter
baumannii, um maximo de duas sequéncias foram observadas na amostra 5L
(tabela 14) e um maximo de seis na amostra 4S (Tabela 13). A presenca desses
organismos nas amostras da Amazonia provavelmente se deve a uma ocorréncia
natural e ndo indica que esses ambientes estejam contaminados com material
hospitalar, jA que os locais amostrados sdo ambientes com pouco impacto humano
e ndo ha hospitais proximos as éreas de coleta, 0 que descarta a possibilidade
desse tipo de contaminagéo.

Apesar do fato de espécies do género Acinetobacter apresentarem
capacidade de degradar hidrocarbonetos, ndo se tem relatos de derramamento de
petroleo nesses locais, mesmo com navios petroleiros navegando nos trechos
amostrados. Desta forma, € possivel que estes organismos possam habitar estes
ambientes naturalmente e ndo por selecdo devido a contaminagfes. Além disso, a
abundante presenca desses organismos, principalmente nas amostras 9U e 8S,
pode ser resultante de exsudagdo natural de petréleo, podendo servir como um
indicador para a exploracao petrolifera.

Sequéncias associadas com a espécie Acinetobacter baumannii ATCC

19606(T) foram observadas com porcentagem méaxima de identidade de 99,5 % na
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amostra 4S, Acinetobacter calcoaceticus DSM 30006(T) foi identificado com 100 %
de identidade na amostra 4P, Acinetobacter junii LMG 998(T) com 99,4 % na
amostra 9U e Acinetobacter parvus LUH 4616(T) com 99 % na amostra 6S. A figura

34 confirma a proximidade das sequéncias observadas nas bibliotecas de 16S rRNA
com as especies em questao.
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Figura 34 - Arvore filogenética da sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S das sequéncias
associadas com espécies do género Acinetobacter da amostra do Rio Purus (4P). As distancias
evolutivas foram baseadas no modelo Kimura-2-pardmetros e a construgéo da arvore filogenética foi
obtida pelo método Neighbor-Join com valores de bootstrap de 5000 re-amostragens. Os numeros de
acesso GenBank estdo descritos entre parénteses. A sequéncia do gene RNA ribossomal 16S da
espécie Aquifex pyrophilus foi usada como outgroup, essa espécie foi escolhida por ser
filogeneticamente distante das espécies observadas nas amostras da Amazonia
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Outro género observado nos mais diversos ambientes €& 0 género
Comamonas que pertence a classe Betaproteobacteria (WILLEMS et al., 1991,
YOUNG et al., 2008). As células ocorrem isoladamente ou em pares e sdo moveis
por meio de um tufo de flagelos polares. Elas séo estritamente aerobicas e
quimiorganotroéficas (DE VOS et al., 1985).

Espécies do género Comamonas s&o isoladas do solo ou da agua em
ambientes naturais ou industriais. Elas também tém sido isoladas de varias amostras
clinicas, mas nao ha relatos de efeito patogénico em humanos saudaveis (WILLEMS
et al., 1991).

O género Comamonas foi observado igualmente nas amostras de rios e lagos
(figura 35), em praticamente todas as amostras de rios (figura 36) e de lagos (figura
37), com um minimo de uma sequéncia nas amostras 2L, 8S e 4S a um méaximo de

dez na amostra 8LP.
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Figura 35— Representatividade do género Comamonas nas amostras de rios (azul) e lagos
(vermelho). Na figura, o género em questéo, esta realgcado para melhor visualizagdo, enquanto os

demais estdo em marca d’agua
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Figura 36- Abundancia do género Comamonas (preto) nas amostras de rios. Na figura, o

género em questdo, esta realcado para melhor visualizagdo, enquanto os demais estdo em marca

d’agua
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Figura 37- Abundancia do género Comamonas (preto) nas amostras de lagos. Na figura, o

género em questdo, esta realcado para melhor visualizagdo, enquanto os demais estdo em marca

d’agua
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Sequéncias afiliadas com a espécie Comamonas terrigena LMG 1253(T)
foram observadas nas amostras de rios (4P, 4S, 3S e 1S) (tabela 15) e nas
amostras de lagos (8LP, 5L e 2L) (tabela 16), com um méaximo de cinco sequéncias
associadas com esta espécie na amostra 8LP e uma porcentagem de identidade
maxima de 98 % na amostra 2L. Essa relagdo com a espécie Comamonas terrigena
LMG 1253(T) também é mostrada na figura 38.

A espécie Comamonas terrigena tem sido isolada do solo, de agua, de vérias
amostras clinicas, ambientes hospitalares, sangue de cavalo e sangue de coelho
(WILLEMS et al., 1991).

Tabela 15 — Espécie do género Comamonas encontrada nas amostras de rios. Na tabela, a espécie
em questao, esta realcada para melhor visualizagao, enquanto as demais estdo em marca d'agua

Espécies dominantes nos rios | su | 8 | e | a | a | 35 | 15 |

I Comamonas terrigena LMG 1253(T) [ 2 [ 1 | 1 | 1 |}
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Tabela 16— Espécie do género Comamonas encontrada nas amostras de lagos. Na tabela, a
espécie em questdo, esta realgada para melhor visualizagdo, enquanto as demais estdo em marca

d’agua

Espécies dominantes nos lagos | 8LP 7L 5L 3L 2L 1L |

I Comamonas terrr‘gena LMG 1253(T) | s | [ 1 [ [ 1| 1 1
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Acidovorax radicis (HM027578)

84 L Acidovorax temperans (AFQ78766)

9 Acidovorax delafieldii (AF078764)
Acidovorax anthurii (AJO07013)

77 Lago Preto clone_01a_E06

98 — Cunibacter gracilis (AB109889)
Cunibacter lanceolatus (AB021390)

i Cunibacter delicatus (AF078756)

100 & Lago Preto clone_03b_a11
Comamonas aquatica (AJ430344)

99 sl T Comamonas terrigena (AJ430342)

90

Lago Preto clone_01b_b07

Polynucleobacter cosmopolitanus (AJ550672)
IE Polynucleobacter rarus (FM208182)

100 Polynucleobacter acidiphobus (FM208180)
Lago Preto clone_02a_CO05
100 1 P. nec. subsp. asymbioticus (CP000655)

Methylomonas methanica (AF304196)
| Lago Preto clone_01a_C03

98 100 Methylomonas scandinavica (AJ131369)
Methylomonas fodinarum (X72778)
93 L Methylomonas aurantiaca (X72776)

Methylocella palustris (Y17144)
33 | [ Methylocella silvestris (CP001280)

Figura 38 - Arvore filogenética da sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S das sequéncias
associadas com espécies do género Comamonas da amostra do Lago Preto (2L). As distancias
evolutivas foram baseadas no modelo Kimura-2-pardmetros e a construgéo da arvore filogenética foi
obtida pelo método Neighbor-Join com valores de bootstrap de 5000 re-amostragens. Os numeros de
acesso GenBank estdo descritos entre parénteses. A sequéncia do gene RNA ribossomal 16S da
espécie Aquifex pyrophilus foi usada como outgroup, essa espécie foi escolhida por ser
filogeneticamente distante das espécies observadas nas amostras da Amazonia
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O género Curvibacter pertence a classe Betaproteobacteria e foi criado em
2004 por Ding e Yokota para acomodar bactérias heterotroficas, aerdbicas ou
microaerdbicas, mesofilas, com ou sem flagelos.

Sequéncias associadas com duas espécies do género Curvibacter foram
observadas nas amostras estudadas. A espécie Curvibacter gracilis foi
primeiramente isolada de agua de poco, em Osaka, no Japdo (DING & YOKOTA,
2004). Sequéncias associadas com Curvibacter gracilis 7-1(T) foram observadas nas
amostras 4P (duas sequéncias) e 4S (trés sequéncias) (tabela 17), com
porcentagem maxima de identidade de 98,9 % na amostra 4P. Além disso,
sequéncias afiliadas com a espécie Curvibacter delicatus LMG 4328(T) foram
observadas nas amostras 8LP (trés sequéncias) e 2L (uma sequéncia) (tabela 18),
com porcentagem maxima de identidade de 98,5 % na amostra 8LP. Curvibacter
delicatus foi isolado de uma amostra de agua destilada e pode possuir de 1-6
flagelos em um pdlo, sendo observados geralmente 1-2 flagelos (LEIFSON, 1962;
HYLEMON et al., 1973; DING & YOKOTA, 2004).

A proximidade com as espécies Curvibacter gracilis 7-1(T) e Curvibacter
delicatus LMG 4328(T) podem ser observadas na figura 39 e figura 40,

respectivamente.
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Tabela 17 — Espécie do género Curvibacter encontrada nas amostras de rios. Na tabela, a
espécie em questdo, esta realcada para melhor visualizacdo, enquanto as demais estdo em marca
d’agua

Espécies dominantes nos rios | 9u | 8s | 65 | 4p | 45 35 |

 Curvibacter gracilis 7-1(T) | [ 2 | 3 |

Tabela 18 — Espécie do género Curvibacter encontrada nas amostras de lagos. Na tabela, a
espécie em questdo, esta realcada para melhor visualizacdo, enquanto as demais estdo em marca
d’agua

Espécies dominantes nos lagos l 8LP 7L 5L 3L 2L 1L

I Curvibacter delicatus LMG 432§ 7) | § [ | 1 [
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Acidovorax radicis (HM027578)
78 L Acidovorax temperans (AF078766)
Acidovorax delafieldii (AFOTB764)

Rio Solimdes 45 clone_02b_c08
l—— Cunibacter delicatus (AFO78756)
Cundbacter lanceolatus (AB021380)

1 o9 Rio Solimbes 45 clone_03b_d12
85k Cunibacter gracilis (AB109889)
L— Acidovorax anthurii (AJO07013)

Comamonas aquatica (AJ430344)
@ammﬁs temrigena (AJ430342)
75 Rio Solimbes 4S5 clone_02a_E04

28 - Oxalicibacterium horti (AB469786)
Oxalicibacterium faecigallinarum (AB469788)
Rio Solimbes 4S clone_03a_D01
Oxalicibacterium solurbis (ABO08503)

qg - Rio Solimdes 45 clone_01b_h10

100

39

Polynucleobacter cosmopolitanus (AJ550672)
ggr Rio Solimdes 45 clone_01a_E05
Polynucleobacter acidiphobus (FM208180)
Polynuclecbacter rarus (FM208182)

Rio Solimoes 45 clone_02a_A04

1001 P, nec. subsp. asymbioticus (CPO00655)

Figura 39 - Arvore filogenética da sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S das sequéncias
associadas com a espécie Curvibacter gracilis da amostra do Rio Solimdes (4S). As distancias
evolutivas foram baseadas no modelo Kimura-2-pardmetros e a construgéo da arvore filogenética foi
obtida pelo método Neighbor-Join com valores de bootstrap de 5000 re-amostragens. Os numeros de
acesso GenBank estdo descritos entre parénteses. A sequéncia do gene RNA ribossomal 16S da
espécie Aquifex pyrophilus foi usada como outgroup, essa espécie foi escolhida por ser
filogeneticamente distante das espécies observadas nas amostras da Amazonia
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Acidowvorax radicis (HM027578)

84 L Acidovorax temperans (AFQ78766)
91 Acidoworax delafieldii (AFO78764)
Acidoworax anthurii (AJO07013)

77 Lago Preto clone_01a_E06

33 r— Cunibacter gracilis (AB109889)
Cundbacter lanceolatus (AB021390)

Cundbacter delicatus (AF078756)

100 & Lago Preto clone_03b_a11

100

Comamonas aquatica (AJ430344)

93 95 Comamonas terrigena (AJ430342)

90 Lago Preto clone_01b_b07

Figura 40 - Arvore filogenética da sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S das sequéncias
associadas com a espécie Curvibacter delicatus da amostra do Lago Preto (2L). As distancias
evolutivas foram baseadas no modelo Kimura-2-pardmetros e a construgéo da arvore filogenética foi
obtida pelo método Neighbor-Join com valores de bootstrap de 5000 re-amostragens. Os numeros de
acesso GenBank estdo descritos entre parénteses. A sequéncia do gene RNA ribossomal 16S da
espécie Aquifex pyrophilus foi usada como outgroup, essa espécie foi escolhida por ser
filogeneticamente distante das espécies observadas nas amostras da Amazoénia
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O género Acidovorax também se encontra na classe Betaproteobacteria,
sendo 0s organismos presentes neste género méveis por meio de um flagelo polar
ou, mais raramente, por meio de dois ou trés flagelos polares. Espécies do género
Acidovorax podem ser observadas no solo, na 4gua, em amostras clinicas e em
material vegetal infectado (WILLEMS et al., 1992).

Nas amostras da Amazonia o género Acidovorax foi observado em todas as
amostras de rios (figura 41) e de lagos (figura 42). No entanto, foi um pouco mais
representado nas amostras de rios (figura 43). Um minimo de uma sequéncia foi

observada na amostra 6S e 7L e um maximo de doze na amostra 9U.
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Figura 41- Abundancia do género Acidovorax (cinza) nas amostras de rios. Na figura, o
género em questdo, esta realcado para melhor visualizagdo, enquanto os demais estdo em marca

d’agua
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Figura 42- Abundancia do género Acidovorax (cinza) nas amostras de lagos. Na figura, o

género em questdo, esta realcado para melhor visualizagdo, enquanto os demais estdo em marca

d’agua
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Figura 43 — Representatividade do género Acidovorax nas amostras de rios (azul) e lagos

(vermelho). Na figura, o género em questéo, esta realcado para melhor visualizagdo, enquanto os

demais estdo em marca d’agua
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Sequéncias com porcentagens de identidade superior a 97 % dentro do
género Acidovorax resultaram na identificacdo de sequéncias afiliadas com a
espécie Acidovorax anthurii CFBP 3232(T), considerada fitopatogénica. Acidovorax
anthurii foi isolado de antdrios (Anthurium andreanum), plantas ornamentais
importantes economicamente, que sdo encontradas na maioria dos paises tropicais
Uumidos do mundo, em particular no Caribe, América Latina e no estado do Havai
(WEN et al., 1999; GARDAN et al., 2000).

Sequéncias afiliadas com a espécie Acidovorax anthurii CFBP 3232(T) foram
observadas nas amostras de lago 8LP, 5L e 2L, com duas sequéncias cada (tabela
19) e nas amostras 9U (uma sequéncia), 4P (trés sequéncias), 3S (uma sequéncia)
e 1S (uma sequéncia) (tabela 20), com porcentagem maxima de identidade de
98,4% na amostra 5L. A relacdo com a espécie Acidovorax anthurii CFBP 3232(T)
também pode ser notada na figura 44, onde nos mostra a proximidade das
sequéncias observadas na Amazbnia com a espécie em questdo. Organismos
associados com essa espeécie nas amostras da Amazodnia podem ser resultantes da
floresta que esta ao redor.

As demais sequéncias, nas quais uma porcentagem de identidade maior que
97 % nao foi observada para espécies do género Acidovorax, podem ser resultantes
da baixa qualidade destas sequéncias ou podem representar novas espécies dentro

do género Acidovorax.
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Tabela 19 — Espécie do género Acidovorax encontrada nas amostras de lagos. Na tabela, a

espécie em questdo, esta realcada para melhor visualizagdo, enquanto as demais estdo em marca

d’agua

8LP 7L

1L

Espécies dominantes nos lagos
I Acidovorax anthurii CFBP 3232(T)

Tabela 20 — Espécie do género Acidovorax encontrada nas amostras de rios. Na tabela, a

espécie em questdo, esta realcada para melhor visualizagdo, enquanto as demais estdo em marca

d’agua

Esgécles dominantes nos rios

85
e

I Acidovorax anthurii CFBP 3232{ T)

65
—

w
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Acidoworax temperans (AF078766)
84 L Acidovorax delafieldii (AF078764)
Acidovorax radicis (HM027578)
— Acidovorax anthurii (AJO07013)

88

971 L= Rio Urucu clone_03b_c07
Comamonas aquatica (AJ430344)

30| Rio Urucu clone_01b_h10
33 Sﬂmamonas terrigena (AJ430342)
Aquabacterium citratiphilum (AF035050)
Aquabacterium limnoticum (GU319965)

29  Aquabacterium commune (AF035054)

B Rio Urucu clone_02b_e09

ag Aquabacterium parwm (AF035052)

Rio Unucu clone 02b b08

Figura 44 - Arvore filogenética da sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S das sequéncias
associadas com a espécie Acidovorax anthurii da amostra do Rio Urucu (9U). As distancias evolutivas
foram baseadas no modelo Kimura-2-parametros e a construcdo da arvore filogenética foi obtida pelo
método Neighbor-Join com valores de bootstrap de 5000 re-amostragens. Os nimeros de acesso
GenBank estdo descritos entre parénteses. A sequéncia do gene RNA ribossomal 16S da espécie
Aquifex pyrophilus foi usada como outgroup, essa espécie foi escolhida por ser filogeneticamente
distante das espécies observadas nas amostras da Amazonia
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O género Aquabacterium foi proposto por Kalmbach et al. (1999) e
atualmente compreende cinco espécies com nomes validamente publicados:
Aquabacterium citratiphilum, Aquabacterium commune, Aquabacterium parvum,
Aquabacterium fontiphilum e Aquabacterium limnoticum. O género pertence a
ordem Burkholderiales na classe Betaproteobacteria. Aquabacterium citratiphilum,
Aquabacterium commune e Aquabacterium parvum foram isoladas de biofilmes a
partir do sistema de 4gua potavel em Berlin (KALMBACH et al., 1999), enquanto que
a espécie Aguabacterium fontiphilum foi isolada de uma amostra de agua coletada
de uma nascente localizada dentro do Nature Valley, Hsinchu County, Taiwan (LIN
et al., 2009).

As espécies pertencentes a este género sdo moveis por meio de flagelos
polares Unicos e o crescimento é observado sob condigcdes aerObicas e de
microaerofilia (KALMBACH et al., 1999; LIN et al., 2009).

Nas amostras da Amazonia, o género foi mais observado nas amostras de
rios do que de lagos (figura 45), sendo presente nas amostras 9U (dezessete
sequéncias), 8S (vinte e quatro sequéncias), e uma sequéncias para a amostra 4S
(figura 46).

100

Figura 45 — Representatividade do género Aquabacterium nas amostras de rios (azul) e lagos
(vermelho). Na figura, o género em questéo, esta realgcado para melhor visualizagdo, enquanto os

demais estdo em marca d’agua
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Figura 46- Abundancia do género Aquabacterium (verde) nas amostras de rios. Na figura, o
género em questdo, esta realcado para melhor visualizagdo, enquanto os demais estdo em marca

d’agua

Foram observadas sequéncias afiliadas com trés das cinco espécies descritas
para o0 género Aquabacterium: Aquabacterium commune B8(T), Aquabacterium
parvum B6(T) e Aquabacterium fontiphilum CS-6(T) em apenas duas amostras de
rios, Rio Urucu (9U) e Rio Solimdes (8S), com um minimo de uma sequéncia para
Agquabacterium commune na amostra 8S a até oito sequéncias para Aquabacterium
parvum na amostra 8S (tabela 21). Porcentagens de identidade foram observadas
com um méaximo de 97,8 % para Aquabacterium commune B8(T) na amostra 9U,
99% para Aquabacterium parvum B6(T) na amostra 8S e 98,6 % para
Aquabacterium fontiphilum CS-6(T) na amostra 9U. A proximidade das sequéncias

obtidas com as espécies em questéo é ilustrada na arvore filogenética (figura 47).
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Tabela 21 — Espécies do género Aquabacterium encontradas nas amostras de rios. Na
tabela, as espécies em questéo, estao realcadas para melhor visualizagdo, enquanto as demais estédo

em marca d’agua

Espécies dominantes nos rios | ou | 8 | 6 | 4 | a | 35 |
Aquabacterium commune B8(T) 3
Aquabacterium fontiphilum CS-6(T)
Aquabacterium parvum B6(T) 5 8

7

O g¢género Aquabacterium € normalmente encontrado em ambientes
oligotroéficos, como sistemas de agua potavel, onde a atividade bacteriana pode ser
limitada pelos baixos teores de carbono organico e, possivelmente, pela
disponibilidade de fésforo. Esses micro-organismos necessitam de baixos
requerimentos nutricionais para sobreviver (PANG & LIU, 2006).

Nas amostras da Amazonia, ndo foi possivel realizar andlises de nutrientes,
ndo podendo assim afirmar com certeza, que a presenca de organismos afiliados
com espécies pertencentes ao género Aguabacterium nas amostras 9U e 8S seja
pela baixa quantidade de nutrientes. Esse pode ser um fator que justificaria a
presenca desses organismos apenas nessas duas amostras, onde a pressdo de
selecdo favoreceria o crescimento de organismos fisiologicamente adaptados para
sobreviver sob condi¢cdes de baixas quantidades de nutrientes. Sabe-se que o Rio
Urucu (9U) é um rio de 4gua preta e esse tipo de agua é pobre em nutrientes e em

material em suspensao.
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95 — TSol clone_03b_g12
Aquabacterium parwm (AF035052)
Aquabacterium fontiphilum (EF626687)
5L TSol clone_02b_d11
TSol clone_01b_d11
8 | Aquabacterium commune (AF035054)
L Aquabacterium limnoticum (GU319965)
— Agquabacterium citratiphilum (AF035050)

100 TSol clone_03a_H04
| [ Polynucleobacter cosmopolitanus (AJ550672)

100

39

Figura 47 - Arvore filogenética da sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S das sequéncias
associadas com espécies do género Aguabacterium da amostra do Rio Solimées TSOL (8S). As
distancias evolutivas foram baseadas no modelo Kimura-2-parametros e a construcdo da arvore
filogenética foi obtida pelo método Neighbor-Join com valores de bootstrap de 5000 re-amostragens.
Os numeros de acesso GenBank estdo descritos entre parénteses. A sequéncia do gene RNA
ribossomal 16S da espécie Aquifex pyrophilus foi usada como outgroup, essa espécie foi escolhida
por ser filogeneticamente distante das espécies observadas nas amostras da Amazonia
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Micro-organismos com sequéncias associadas com o género Oxalicibacterium
(Betaproteobacteria) foram observados tanto nas amostras de rios quanto nas de
lagos. No entanto, foram mais representativas nas amostras de rios (figura 48),
sendo observados em todas as amostras de rios com um maximo de oito
sequéncias na amostra 4S (figura 49). A relacdo das sequéncias observadas com o
género Oxalicibacterium € notada na &rvore filogenética (figura 50), devido a
proximidade com espécies do género em questdo. Organismos pertencentes a este
género sdo aerobicos e capazes de utilizar oxalato como Unica fonte de carbono e
energia (TAMER et al., 2002).
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Figura 48 — Representatividade do género Oxalicibacterium nas amostras de rios (azul) e
lagos (vermelho). Na figura, o género em questéo, esta realcado para melhor visualizagdo, enquanto

os demais estdo em marca d’agua
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Figura 49- Abundéancia do género Oxalicibacterium (alaranjado) nas amostras de rios. Na
figura, o género em questdo, esta realgcado para melhor visualizagdo, enquanto os demais estao em

marca d'agua

O é&cido oxélico é frequentemente acumulado como um produto metabdlico
final em células de plantas e em fungos. Muitos géneros de plantas acumulam
quantidades significativas de cristais de oxalato, que podem ser rapidamente
catabolizadas aerobicamente por micro-organismos de solo (TAMER et al., 2002).

Até o momento, apenas quatro espécies foram descritas para este género,
isoladas de residuos de plantas que produzem oxalato, solos de jardim, solo urbano
e esterco de galinha (TAMER et al., 2002; SAHIN et al., 2009; SAHIN et al., 2010).

Com base nas caracteristicas dos ambientes de onde as espécies do género
Oxalicibacterium foram isoladas, acredita-se que as sequéncias afiliadas com
organismos do género Oxalicibacterium presentes nas amostras de rios e lagos da

Amazonia sejam resultantes do solo da floresta circundante.
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Figura 50 - Arvore filogenética da sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S das sequéncias
associadas com o género Oxalicibacterium da amostra do Rio Solim@es (3S). As distancias evolutivas
foram baseadas no modelo Kimura-2-parametros e a construcdo da arvore filogenética foi obtida pelo
método Neighbor-Join com valores de bootstrap de 5000 re-amostragens. Os nimeros de acesso
GenBank estéo descritos entre parénteses. A sequéncia do gene RNA ribossomal 16S da espécie
Aquifex pyrophilus foi usada como outgroup, essa espécie foi escolhida por ser filogeneticamente
distante das espécies observadas nas amostras da Amazonia
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Ja o género Bosea se encontra dentro da classe Alphaproteobacteria. Seus
representantes sdo formados por organismos estritamente aerdbicos, capazes de
oxidar compostos inorganicos de enxofre reduzido e que sdo mdveis por meio de um
unico flagelo polar ou subpolar (DAS et al.,, 1996; OUATTARA et al.,, 2003; LA
SCOLA et al., 2003).

Os micro-organismos utilizam compostos de enxofre para a biossintese de
material celular ou para transformar estes compostos como parte de um processo de
geracao de energia respiratoria (DAS et al., 1996).

Espécies do género Bosea foram isoladas de amostras de solo agricola, de
abastecimento de 4gua de hospital e de um digestor anaerdbico. No entanto, essa
espécie isolada do digestor € uma bactéria ambiental, provavelmente proveniente de
solo ou &gua, que foi isolada como um micro-organismo transitorio (DAS et al., 1996;
OUATTARA et al.,, 2003; LA SCOLA et al., 2003). Nas amostras da Amazonia,
sequéncias associadas com 0 género Bosea foram observadas de maneira mais
representativa nas amostras de lagos (figura 51), em todas as amostras, com um
maximo de quinze sequéncias na amostra 3L (figura 52). Apesar de néo ter sido
possivel a identificacdo em nivel de espécie, podemos verificar, na figura 53, que as
nossas sequéncias se encontram préximas a algumas espécies do género Bosea
representadas na éarvore filogenética. Desta forma, € possivel que exista nesses

ambientes um teor suficiente de enxofre, justificando a presenga desses organismos.
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Figura 51 — Representatividade do género Bosea nas amostras de rios (azul) e lagos

(vermelho). Na figura, o género em questéo, esta realgcado para melhor visualizagdo, enquanto os

demais estdo em marca d’agua
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Figura 52- Abundancia do género Bosea (amarelo) nas amostras de lagos. Na figura, o
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Polynucleobacter acidiphobus (FM208180)
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Figura 53 - Arvore filogenética da sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S das sequéncias
associadas com o género Bosea da amostra do Lago Sodré (7L). As distancias evolutivas foram
baseadas no modelo Kimura-2-parametros e a construgdo da arvore filogenética foi obtida pelo
método Neighbor-Join com valores de bootstrap de 5000 re-amostragens. Os nimeros de acesso
GenBank estédo descritos entre parénteses. A sequéncia do gene RNA ribossomal 16S da espécie
Aquifex pyrophilus foi usada como outgroup, essa espécie foi escolhida por ser filogeneticamente
distante das espécies observadas nas amostras da Amazonia
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4.3.6 Bactérias encontradas neste estudo e que séo tipicas de ambientes
marinhos

O género llumatobacter, pertence ao filo Actinobacteria, e é representado por
bactérias aerdbicas, nao-moveis. Até o momento, a Unica espécie descrita € a
llumatobacter fluminis, que foi isolada de sedimentos de um estuéario no Japdo. Agua
marinha ou agua marinha artificial € necessaria para seu crescimento, em
temperaturas entre 26 a 31°C e pH entre 7 — 11 (MATSUMOTO et al., 2009). O
género llumatobacter foi observado tanto nas amostras de lagos quanto nas
amostras de rios, sendo mais representado nas amostras de rios (figura 54). Nas
amostras de rios, um minimo de trés sequéncias foi observado na amostra 3S e um
méaximo de oito na amostra 9U (figura 55). Ja nas amostras de lagos, um minimo de
uma sequéncia estava presente na amostra 1L a um maximo de quatro na amostra
7L (figura 56). Sequéncias afiliadas com o género em questdo foram observadas em
praticamente todas as amostras de rios e lagos com exceg¢do das amostras 8LP e
4S. Foi observado um maximo de identidade de 95,3 % com a espécie llumatobacter
fluminis, podendo as sequéncias encontradas em rios e lagos da Amazonia
representar uma outra espécie ou mesmo outro género habitanto ambientes de dgua
doce, filogeneticamente préximos ao género llumatobacter. A proximidade com a
espécie llumatobacter fluminis é verificada na figura 57, apesar das sequéncias da
Amazébnia ndo terem sido identificadas como associada com essa espécie, elas se

encontram bem préximas, sugerindo que sejam do mesmo genéro.
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Figura 54 — Representatividade do género llumatobacter nas amostras de rios (azul) e lagos
(vermelho). Na figura, o género em questéo, esta real¢cado para melhor visualizagdo, enquanto os

demais estdo em marca d’agua
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Figura 55- Abundéancia do género llumatobacter (azul) nas amostras de rios. Na figura, o
género em questdo, esta realcado para melhor visualizagdo, enquanto os demais estdo em marca

d’agua
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Figura 56- Abundancia do género llumatobacter (azul) nas amostras de lagos. Na figura, o
género em questdo, esta realcado para melhor visualizagdo, enquanto os demais estdo em marca

d’agua
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Figura 57 - Arvore filogenética da sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S das sequéncias
associadas com o género llumatobacter da amostra do Rio Solim@es TSOL (8S). As distancias
evolutivas foram baseadas no modelo Kimura-2-pardmetros e a construgéo da arvore filogenética foi
obtida pelo método Neighbor-Join com valores de bootstrap de 5000 re-amostragens. Os numeros de
acesso GenBank estdo descritos entre parénteses. A sequéncia do gene RNA ribossomal 16S da

espécie Aquifex pyrophilus foi

usada como outgroup, essa espécie foi escolhida por ser

filogeneticamente distante das espécies observadas nas amostras da Amazonia
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O clado SAR11 apresenta membros da linhagem Candidatus Pelagibacter,
gue sdo comuns em ambientes marinhos, enquanto que sdo considerados raros ou
ausentes em ambientes de &gua doce (PICCINI et al, 2006). Candidatus
Pelagibacter ubique, que se encontra dentro da classe Alphaproteobacteria, forma
um grupo onipresente de bactérias aerdbicas, de vida livre, heterotréficas, marinhas,
que podem representar até 35 % das popula¢des do bacterioplancton na superficie
do oceano (SOWELL et al., 2008; STEINDLER et al., 2011; SUN et al., 2011).

Sequéncias associadas com Candidatus Pelagibacter se mostraram
abundantes nas amostras de rios da Amazobnia (figura 58), constituindo um dos
organismos mais representativos nessas amostras, sendo notada cerca de trinta e
sete sequéncias nas amostras 6S e 3S (figura 59). No entanto, as sequéncias
apresentaram baixa similaridade com Candidatus Pelagibacter ubique, com um
maximo de identidade de 89 % nas amostras 8S, 6S e 4P. Porém, as sequéncias
observadas nas amostras da Amazonia se encontram filogneticamente préximas
com a espécie Candidatus Pelagibacter ubique (figura 60), indicando que realmente
essas sequéncias estdo relacionadas com esse grupo marinho. No estudo
metagendmico realizado por nosso laboratério (Ghai et al., 2011) na amostra 8S, um
substancial numero de sequéncias associadas com Candidatus Pelagibacter ubique
também foram observadas, confirmando os resultados do presente trabalho.

Essa baixa similaridade com Candidatus Pelagibacter ubique era esperada,
uma vez que se trata de uma cepa marinha. Por outro lado, apesar de a linhagem
Candidatus Pelagibacter ser rara em ambientes de agua doce, ela ainda assim
ocorre nesse meio. Dessa forma, a alta representatividade desse grupo nas
amostras da Amazonia se deve provavelmente a uma linhagem tipica de 4gua doce,

relacionada com esse grupo abundante em ambientes marinhos.
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Figura 58 — Representatividade do género Candidatus Pelagibacter nas amostras de rios
(azul) e lagos (vermelho). Na figura, o género em questéo, esta realcado para melhor visualizacao,

enquanto os demais estdo em marca d’agua

50
45
40
35
30
25
20
15

Candidatus Pelagibacter
10

9u 8s 65 ap 45 3s 15

Figura 59- Abundancia do género Candidatus Pelagibacter (amarelo) nas amostras de rios.
Na figura, o género em questao, esta realgado para melhor visualizagao, enquanto os demais estéo

em marca d’agua
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Figura 60 - Arvore filogenética da sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S das sequéncias
associadas com o género Candidatus Pelagibacter da amostra do Rio Solim&es (6S). As distancias
evolutivas foram baseadas no modelo Kimura-2-pardmetros e a construgéo da arvore filogenética foi
obtida pelo método Neighbor-Join com valores de bootstrap de 5000 re-amostragens. Os numeros de
acesso GenBank estdo descritos entre parénteses. A sequéncia do gene RNA ribossomal 16S da
espécie Aquifex pyrophilus foi usada como outgroup, essa espécie foi escolhida por ser
filogeneticamente distante das espécies observadas nas amostras da Amazoénia
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4.3.7 Produtores primarios

Cianobactérias sdo procariotos capazes de realizar a fotossintese, que
compartilham similaridade na estrutura e funcdo do seu aparato fotossintético com
plantas superiores, algas verdes e vermelhas (LOHSCHEIDER et al., 2011).

As cianobactérias também s&o responséveis por uma propor¢ao significativa
da fixacdo biolégica de nitrogénio na Terra, que € realizada pelas espécies
filamentosas que possuem células diferenciadas chamadas heterocistos. Na varzea
amazébnica, uma importante fonte de entrada de nitrogénio se deve as
cianobactérias de vida livre que formam heterocistos (FIORE et al., 2005).

No presente estudo, foram observadas cianobactérias denominadas de
picocianobactérias, as quais variam em tamanho de 0,2 a 2 pym (CALLIERI &
STOCKNER, 2002). Foram observadas sequéncias associadas com dois géneros de
picocianobactérias unicelulares, Cyanobium e Synechococcus, em praticamente
todas as amostras de lagos (7L, 5L, 3L e 1L) (figura 61) e em uma amostra de rio
(9V). Cianobactérias filamentosas ou maiores que 5 um nao foram observadas, pois
provavelmente ficaram retidas nos filtros de 5 um utilizados para a filtracao prévia da
amostra de agua.

Produtores primarios dominantes nos lagos

35
30 7
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20 1
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15 B Synechococcus
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&LP | T | 5L | 3L | 2L | 1L |

Figura 61 — Cianobactérias presentes nas amostras de lagos

Nimero de sequencias
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Espécies do género Synechococcus sdo onipresentes e ocorrem em habitats
marinhos e de agua doce, contribuindo significativamente para a produgao primaria
global em ecossistemas de todas as zonas climéaticas. Podem ser observadas em
habitats com condi¢gbes extremas, como fontes termais e lagoas hipersalinas. Em
habitats de agua doce, Synechococcus é a picocianobactéria dominante (POSTIUS
& ERNST, 1999; BECKER et al., 2004). Nas amostras da Amazodnia, Synechococcus
foi abundante principalmente nas amostras 7L (trinta e cinco sequéncias) e 5L
(dezenove sequéncias) (figura 61).

Sequéncias associadas com a espécie Synechococcus rubescens SAG B3.81
foram observadas nas amostras de lagos (tabela 22), com um minimo de uma
sequéncia (3L) a um maximo de dezenove (7L) e em uma amostra de rio (9U) (cinco
sequéncias) (tabela 23). Uma porcentagem maxima de identidade de 98,4 % foi
observada na amostra 1L. Esta espécie também foi observada na zona pelagica em

trés lagos subalpinos: Constance, Zurique e Maggiore (ERNST et al., 2003).

Tabela 22 — Espécies do género Cyanobium e Synechococcus encontradas nas amostras de
lagos. Na tabela, as espécies em questdo, estao realcadas para melhor visualizagdo, enquanto as
demais estdo em marca d’agua

Espécies dominantes nos lagos | s 7L 5L 3L P11 1L

Cyanobium gracile PCC6307 | [ [ 8 [ 38 | | 3

I Synechococcus rubescens SAG 3.81 | [ 19 [ 10 | 1 [ | 3
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Tabela 23 — Espécie do género Synechococcus encontrada nas amostras de rios. Na tabela,

a espécie em questao, esta realcada para melhor visualizagdo, enquanto as demais estdo em marca

d’agua
Espécies dominantes nos rios | U | 85 | 65 | ap | 45 | 35 | 15 |
I Sgnechacoccus rubescens SAG 3.81 | 5 ] I | | I

Foram também observadas sequéncias associadas com a espécie de agua
doce Cyanobium gracile PCC 6307. Essas picocianobactérias sdo ndo-moéveis e
fotoautotréficas obrigatdrias, observadas em praticamente todas as amostras de
lagos com um minimo de trés sequéncias (1L e 3L) a um maximo de onze (7L)
(tabela 22), e uma porcentagem maxima de 98,2 % na amostra 7L. A espécie tem
sido isolada de lagos na zona temperada da Europa, América e Japdo (ERNST et
al., 2003).

A figura 62 confirma a presenca dessas duas picocianobactérias nos lagos da
Amazobnia, mostrando uma proximidade com essas espécies.

As picocianobactérias representam os menores produtores primarios e
desempenham um importante papel no abastecimento das cadeias alimentares de
muitos ecossistemas oligotroficos de agua doce e marinhos (JEZBEROVA &
KOMARKOVA, 2007). Dessa forma, é possivel que os lagos onde foram observadas
grandes quantidades de sequéncias associadas com essas picocianobactérias (7L e
5L) sejam oligotroficos. No entanto, ndo € possivel afirmar, ja que analises
limnoldgicas mais detalhadas ndo foram realizadas nesses lagos.

Como esperado, devido a dindmica dos ambientes, os géneros Cyanobium e
Synechococcus foram os produtores primarios dominantes nas amostras de lagos
(figura 63).
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Figura 62 - Arvore filogenética da sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S das sequéncias
associadas com espécies de cianobactérias da amostra do Lago Anana (5L). As distancias evolutivas
foram baseadas no modelo Kimura-2-parametros e a construcdo da arvore filogenética foi obtida pelo
método Neighbor-Join com valores de bootstrap de 5000 re-amostragens. Os nimeros de acesso
GenBank estédo descritos entre parénteses. A sequéncia do gene RNA ribossomal 16S da espécie
Aquifex pyrophilus foi usada como outgroup, essa espécie foi escolhida por ser filogeneticamente
distante das espécies observadas nas amostras da Amazonia
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Figura 63 — Representatividade dos géneros Synechococcus e Cyanobium nas amostras de
rios (azul) e lagos (vermelho). Na figura, os géneros em questdo, estdo realcados para melhor

visualizacdo, enquanto os demais estao em marca d’agua



129

RESULTADOS E DISCUSSAO - PARTE B:
ESTUDO DA BIODIVERSIDADE DE ARQUEIA
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5. Estudo da biodiversidade de arquéia

Arquéias sdo micro-organismos filogeneticamente distintos das bactérias e
que por algum tempo acreditou-se existir apenas em ambientes extremos. No
entanto, avangos nas técnicas moleculares tém permitido a descoberta de arquéias
nos mais diversos ambientes ndo extremos, 0 que nos levou a buscar esses

organismos em nossas amostras da regido Amazonica.

5.1 Resultados e Discussao

5.1.1 Amplificagdo do 16S rRNA

A amplificacdo do gene 16S rRNA do dominio Archaea foi realizada com os
primers 21F e 958R, para amplificar especificamente uma regiéo de 937 pb do gene
16S rRNA, como exemplificado na figura 64. No entanto, dos treze pontos
amostrados, a amplificacdo do gene 16S rRNA foi possivel apenas para cinco
pontos de coleta: Rio Solimdes - 1S (Municipio de Iranduba); Rio Solimdes — 3S
(Municipio de Manacapuru); Rio Solimdes — 6S (Municipio de Codajas); Rio
Solimbes a montante do Terminal do Solimées — 8S TSOL (Municipio de Coari); e
Foz do Rio Urucu — 9U (Municipio de Coari). Algumas amostras ndo amplificaram

Y

possivelmente devido & auséncia de arquéia nos demais pontos ou pela baixa

qualidade do DNA, dificultando a amplificacéo desses materiais.
M B1 2 3 456

2000pb  —

1000pb - - 937 pb

Figura 64 — Exemplos de amplificacdo do 16S rRNA de arquéia de diferentes pontos de coleta. A
banda amplificada possui 937 pb. M: Marcador molecular 1kb “Gene Ruler”; B: Reagdo sem DNA; 1-
6: Amostras do Rio Solim8es e lagos adjacentes
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5.1.2 Diversidade de arquéia em rios da Amaz6nia

A regido amazbnica possui uma grande diversidade bioldgica, tanto
relacionada a fauna e flora, quanto microbiolégica. Porém, muitos estudos ainda
devem ser realizados para a compreensao da diversidade na regido, principalmente
no que diz respeito a diversidade microbiana. Borneman e Triplett (1997) publicaram
o primeiro trabalho sobre a diversidade microbiana em solos da Amazoénia, utilizando
métodos moleculares independente de cultivo, onde dos 100 clones obtidos pela
amplificagdo do gene 16S rRNA, 98 foram classificados no dominio Bacteria e 2 no
dominio Archaea. Apesar da baixa quantidade de sequéncias, € notada a presenca
de arquéias nessa regiéo.

Arquéias sdo micro-organismos procarioticos, que, por muito tempo, pensou-
se gue viviam apenas em ambientes extremos, tais como altas temperaturas, alta
salinidade, acidez e pouco oxigénio. Porém, tem sido demonstrado que elas ocupam
os mais diversos habitats (DeLONG 1998; CHABAN et al., 2006). Taxonomicamente,
o dominio Archaea € dividido em dois grandes grupos, Crenarchaeota e
Euryarchaeota, que, com base nas andlises do 16S rRNA, tem sido demonstrado
que sdo amplamente distribuidos.

No presente trabalho, foram construidas cinco bibliotecas de 16S rRNA para
0s seguintes pontos: Rio Urucu (9U), Rio Solimbes a montante do Terminal do
Solimdes (TSOL) (8S), Rio Solimdes - Municipio de Codajas (6S), Rio Solimdes -
Municipio de Manacapuru (3S) e Rio Solimdes — Municipio de Iranduba (1S). A
quantidade total de sequéncias e o numero de sequéncias utlizadas para as

analises podem ser observadas na tabela 24.
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Tabela 24 — Numero total e nimero de sequéncias utilizadas para andlise da diversidade de arquéias

Numero total N. de sequéncias
sequéncias utilizadas para as

Local de coleta ID 16S analises
Foz do Rio Urucu qu 192 139
Rio Solimdes TSOL 8S 288 237
Rio Solimdes 6S 192 166
Rio Solimdes 3S 192 171
Rio Solimdes 1S 192 174

A andlise taxondmica revelou uma notavel predominancia de clones afiliados
ao filo Crenarchaeota, seguido por arquéias onde a classificagdo néo foi possivel e
por uma pequena parcela de Euryarchaeota (figura 65). Para algumas sequéncias
foi possivel a identificagdo em nivel de classe, considerando uma porcentagem de
identidade maior que 85%.

Em todos os pontos amostrados, o filo Crenarchaeota foi dominante em todas
as bibliotecas em relacédo ao filo Euryarchaeota (figura 65), assim como nos
resultados obtidos por Ghai et al. (2011), que observaram um dominio dos
representantes do filo Crenarchaeota em relagdo ao filo Euryarchaeota em estudos
do Metagenoma da Amazonia, analisando a amostra 8S — Rio Solimdes a montante
do Terminal do Solimbes. Em estudo realizado por Pazinato et al. (2010), foi
estudada a diversidade de arquéias em solo de varzea da regido amazobnica, e 0s
resultados foram semelhantes, com 65% das sequéncias para organismos
pertencentes ao filo Crenarchaeota e 35% classificadas como pertencentes ao filo
Euryarchaeota. Este tipo de solo, que sofre inundac¢des sazonais, esta localizado
nas margens dos rios de aguas brancas, que € o mesmo tipo de agua do Rio
Solimdes, cujas amostras foram analisadas neste trabalho, corroborando assim com

os resultados obtidos.
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Figura 65 — Classificagao em nivel taxondmico superior para as cinco amostras de rios

Os membros do filo Crenarchaeota incluem organismos hipertermdfilos, os
quais sdo mais comumente encontrados em ambientes com temperaturas
extremamente altas, mas também tem sido relatado nos mais diversos locais, 0 que
sugere sua potencial importancia nos ciclos biogeoquimicos.

Com o uso de técnicas moleculares independente de cultivo, tem sido
evidenciado que membros do filo Crenarchaeota sdo amplamente distribuidos. No
solo, o filo Crenarchaeota é abundante e constitui um namero significativo de
procariotos em ambientes mesdéfilos (SCHLEPER et al., 2005; NICOL et al., 2006).
Crenarchaeotas ndo terméfilos podem ser encontrados em ambientes tao diferentes
como uma grande variedade de solos (BINTRIM et al., 1997; NICOL et al., 2003;
OCHSENREITER et al., 2003; PAZINATO et al., 2010), aguas marinhas (DeLONG,
1992), sedimentos de lagos (CONRAD et al, 2010). Konneke et al. (2005)
conseguiram isolar o primeiro Crenarchaeota meséfilo oxidante de ambénia em um
aquério marinho e, no presente estudo, foi verificada a presenca de Crenarchaeota
na coluna d’agua em rios da maior e mais extensa rede hidrografica do mundo, a

bacia hidrografica amazbnica, mesmo cenario escolhido para realizar o primeiro
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estudo metagendmico de rios, obtendo também o maior conjunto de dados de
ambientes de 4gua doce até o momento (GHAI et al., 2011).

Nas cinco bibliotecas construidas, ndo foi possivel avangar na classificacdo
das sequéncias encontradas para o filo Crenarchaeota, devido & baixa porcentagem
de identidade com as sequéncias depositadas no banco de dados. Os melhores hits
encontrados, com porcentagem acima de 95%, foram para sequéncias né&o
cultivadas de Crenarchaeota. Desta forma, as sequéncias foram classificadas
apenas em nivel de filo.

No que tange ao filo Euryarchaeota, somente 1-2% das sequéncias
analisadas apresentaram similaridade com este filo, com exce¢éo do Rio Urucu (9U),
com 18% das sequéncias. Membros deste filo incluem uma grande diversidade de
organismos halofilos e acidofilos extremos, hipertermoéfilos e metanogénicos
(PAZINATO et al., 2010).

Nas bibliotecas do Rio Solimdes, a montante do Terminal do Solimdes (TSOL)
(8S) e Rio Solimbes - Municipio de Manacapuru (3S), 1% das sequéncias foi
classificado como sendo do filo Euryarchaeota, porém, ndo foi possivel avancar na
classificagdo das mesmas. Nas amostras do Rio Urucu (9U), Rio Solimdes -
Municipio de Codajas (6S) e Rio Solimdes (1S) foi possivel a classificacdo em nivel
de classe para algumas sequéncias.

No Rio Urucu (9U) (figura 66), foram encontradas arquéias metanogénicas
pertencentes as classes Methanobacteria (uma sequéncia), Methanococci (uma
sequéncia) e Methanomicrobia (uma sequéncia), além de 22 sequéncias de
Euryarchaeota, em que os organismos encontrados ndo foram classificados. Em
estudo realizado por Conrad et al. (2010), em sedimentos de dois lagos de aguas
claras na Amazoénia, também foi observada a presenca de arquéias metanogénicas

pertencentes as classes Methanobacteria e Methanomicrobia.
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Figura 66— Classificacdo em nivel de classe para sequéncias de Euryarchaeota no Rio Urucu
(9V)

No Rio Solimdes - Municipio de Codajas (6S) (figura 67), uma sequéncia foi
encontrada para Methanomicrobia e duas para Euryarchaeota, cujos representantes

nao foram classificados.
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Figura 67— Classificacdo em nivel de classe para sequéncias de Euryarchaeota no Rio
Solim@es - Municipio de Codajas (6S)
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Na amostra do Rio Solimbes (1S) (figura 68), as duas sequéncias
encontradas foram classificadas como sendo de representantes de Methanomicrobia
e Methanococci, classes do filo Euryarchaeota, também encontradas no estudo
realizado em um solo de varzea da Amazoénia por Pazinato et al. (2010).

1S - Rio Solimdes

50 1 .'
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Figura 68 — Classificacao em nivel de classe para sequéncias de Euryarchaeota no Rio

Solim&es — Municipio de Iranduba (1S)

A possivel explicacdo para a quase auséncia desses micro-organismos nas
amostras do Rio Solimées e do Rio Urucu, deve-se ao fato de que arquéias
metanogénicas possuem uma enorme sensibilidade a ambientes oxigenados, como
os dos rios estudados, uma vez que sao micro-organismos anaerdbios obrigatorios e
necessitam de condi¢gBes andxicas para seu crescimento (PAZINATO et al. 2010).

O maior nimero de sequéncias para organismos do filo Euryarchaeota foi
encontrado na biblioteca construida para a amostra do Rio Urucu. A coleta realizada
neste ponto se deu a uma profundidade de 1,5 m (ponto médio da profundidade total
de 2,8 m no local amostrado). Ja a profundidade total dos demais pontos foi de 15 a
22 m e a coleta sempre realizada na metade desta profundidade, ou seja, no minimo
a 8 m. Devido a essas diferencas de profundidade entre os locais amostrados, é

possivel que tenha havido coleta de organismos presentes no sedimento deste
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ponto menos profundo amostrado, no Rio Urucu. As coletas foram realizadas em

setembro, época de vazante, o que deve ter contribuido para os resultados obtidos.
Em sedimentos de agua doce o metano € produzido pelas arquéias

metanogénicas através da degradagdo da matéria organica sob condi¢cdes anodxicas

(CONRAD et al., 2010).
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6. CONCLUSOES

e Uma parcela consideravel das sequéncias foi associada com bactérias néo-

cultivaveis nas amostras da Amazonia;

e O filo Proteobacteria foi dominante nas amostras de rios e lagos desta porcéo da
regido amazonica;

e A classe Betaproteobacteria foi predominante, com a maioria dos géneros

descritos pertencentes a esta classe;

e O taxon de agua doce mais bem conhecido e amplamente distribuido

Polynucleobacter foi observado em todas as amostras de rios e lagos;

¢ A espécie Polynucleobacter rarus, isolada de um lago &acido, foi observada apenas

na amostra do Lago Poraqué, unico lago com pH mais acido.

e Candidatus Planktophila limnetica, uma actinobactéria de agua doce, foi relatada

nas amostras de rios e lagos da Amazonia;

e Sequéncias associadas com micro-organismos marinhos foram observadas com

baixa similaridade, podendo representar um grupo de bactérias de 4gua doce;

¢ Os produtores primarios predominantes foram as picocianobactérias dos géneros

Cyanobium e Synechococcus;

¢ O ecossistema de 4gua doce da Amazbnia apresenta bactérias tipicas de agua

doce, assim como micro-organismos de solo provenientes da floresta circundante;
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¢ O Dominio Archaea, representado pelo filo Crenarchaeota foi observado em cincos

amostras de rios.

¢ O rio Urucu foi o que apresentou um maior niumero de sequéncias associadas com

o filo Euryarchaeota.



140

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALI, H.; SCANLAN, J.; DUMONT, M.G.; MURRELL, J.C. Duplication of the mmoX

gene in Methylosinus sporium: cloning, sequencing and mutational analysis.
Microbiology. v.152, p.2931-42. 2006.

AMANN, R.I.; LUDWIG, W.; SCHLEIFER, K.H. Phylogenetic identification and in situ
detection of individual microbial cells without -cultivation. Microbiological
Reviews. 59(1):143-69. 1995.

AUMAN, A.J.; STOLYAR, S.; COSTELLO, A.M.; LINDSTROM, M.E. Molecular
characterization of methanotrophic isolates from freshwater lake sediment.
Applied and Environmental Microbiology. v.66, n.12, p.5259-66. 2000.

AUMAN, A.J.; SPEAKE, C.C.; LINDSTROM, M.E. nifH Sequences and Nitrogen
Fixation in Type | and Type Il Methanotrophs. Applied and Environmental
Microbiology. v.67, n.9, p.4009-16. 2001.

BAKER, G.C.; SMITH, J.J.; COWAN, D.A. Review and re-analysis of domain-specific
16S primers. Journal of Microbiological Methods. 55(3):541-55. 2003.

BARTHEM, R.B.; GUERRA, H.; VALDERRAMA, M. Diagnostico de los recursos
hidrobiolégicos de la Amazonia. Tratado de Cooperacion Amazonica.
Secretaria Pro Tempore. 22, 1995.

BECKER, K.; HARMSEN, D.; MELLMANN, A.; MEIER, C.; SCHUMANN, P.;
PETERS, G.; VON EIFF, C. Development and evaluation of a quality-controlled
ribosomal sequence database for 16S ribosomal DNA-based identification of
Staphylococcus species. Journal of Clinical Microbiology. 42(11):4988-95.
2004.

BECKER, S.; SINGH, AK.; POSTIUS, C.; BOGER, P.; ERNST, A. Genetic diversity
and distribution of periphytic Synechococcus spp. in biofilms and picoplankton of
Lake Constance. FEMS Microbiology Ecology. v.49, n.2, p.181-90. 2004.

BERTILSSON, S.; CAVANAUGH, C.M.; POLZ, M.F. Sequencing-independent
method to generate oligonucleotide probes targeting a variable region in bacterial
16S rRNA by PCR with detachable primers. Applied and Environmental
Microbiology. 68(12):6077-86. 2002.

BINTRIM, S.B.; DONOHUE, T.J.; HANDELSMAN, J.; ROBERTS, G.P.; GOODMAN,
R.M. Molecular phylogeny of Archaea from soil. Proceedings of the National
Academy of Science. v. 94, p. 277-282, 1997.

BODROSSY, L.; HOLMES, E.M.; HOLMES, A.J.; KOVACS, K.L.; MURRELL, J.C.
Analysis of 16S rRNA and methane monooxygenase gene sequences reveals a
novel group of thermotolerant and thermophilic methanotrophs, Methylocaldum
gen. nov. Archives of Microbiology. v.168, n.6, p.493-503. 1997.



141

BORNEMAN, J.; SKROCH, P.W.; O'SULLIVAN, K.M.; PALUS, J.A.; RUMJANEK,
N.G.; JANSEN, J.L.; NIENHUIS, J.; TRIPLETT, E.W. Molecular microbial
diversity of an agricultural soil in Wisconsin. Applied and Environmental
Microbiology. v. 62, p. 1935-1943. 1996.

BORNEMAN, J.; TRIPLETT, E.W. Molecular microbial diversity in soils from eastern
Amazonia: Evidence for unusual microorganisms and microbial population shifts
associated with deforestation. Applied and Environmental Microbiology. v.63,
p. 2647-2653, 1997.

BOUVET, P.J.M.; GRIMONT, P.A.D. Taxonomy of the Genus Acinetobacter with the
Recognition of Acinetobacter baumannii sp. nov., Acinetobacter haemolyticus sp.
nov., Acinetobacter johnsonii sp. nov., and Acinetobacter junii sp. nov., and
Emended Descriptions of Acinetobacter calcoaceticus and Acinetobacter Iwoffii.
International Journal of Systematic Bacteriology. v.36, n.2, p.228-240. 1986.

BOUVET, P.J.M.; JEANJEAN, S.; VIEU, J.F.; DIJKSHOORN, L. Species, biotype,
and bacteriophage type determinations compared with cell envelope protein
profiles for typing Acinetobacter strains. Journal of Clinical Microbiology. v.28,
n.2, p.170-6. 1990.

BURKERT, U.; WARNECKE, F.; BABENZIEN, D.; ZWIRNMANN, E.; PERNTHALER,
J. Members of a readily enriched proteobacterial clade are common in surface
waters of a humic lake. Applied and Environmental Microbiology. v.69,
p.6550-9. 2003.

CALLIERI, C.; STOCKNER, J.G. Freshwater autotrophic picoplankton: a review.
Journal of Limnology. 61, 1-14. 2002.

CHABAN, B.; NG, S.Y.M.; JARREL, K.F. Archaeal Habitats from the Extreme to the
Ordinary. Canadian Journal of Microbiology. 52, 73-116. 2006.

CHAINEAU, C.H.; MOREL, J.; DUPONT, J.; BURY, E.; OUDOT, J. Comparison of
the fuel oil biodegradation potential of hydrocarbon-assimilating microorganisms
isolated from a temperate agricultural soil. Science of the Total Environment.
v.227, p.237-47. 1999.

CHAKRAVORTY, S.; HELB, D.; BURDAY, M.; CONNELL, N.; ALLAND, D. A detailed
analysis of 16S ribosomal RNA gene segments for the diagnosis of pathogenic
bacteria. Journal of Microbiological Methods. 69:330-339. 2007.

CHEN, Y.; CROMBIE, A.; RAHMAN, M.T.; DEDYSH, S.N.; LIESACK, W.; STOTT,
M.B.; ALAM, M.; THEISEN, A.R.; MURRELL, J.C.; DUNFIELD, P.F. Complete
genome sequence of the aerobic facultative methanotroph Methylocella silvestris
BL2. Journal of Bacteriology. v.192, n.14, p.3840-1. 2010.

CHOI, B.K.; WYSS, C.; GOBEL, U.B. Phylogenetic analysis of pathogen-related oral
spirochetes. Journal of Clinical Microbiology. 34(8):1922-5. 1996.



142

CHUN, J.; LEE, J.H.; JUNG, Y.; KIM, M.; KIM, S.; KIM, B.K.; LIM, Y.W. EzTaxon: a
web-based tool for the identification of prokaryotes based on 16S ribosomal RNA
gene sequences. International Journal and Systematic and Evolutionary
Microbiology. v.57, p.2259-61. 2007.

CLARRIDGE, J.E. Impact of 16S rRNA gene sequence analysis for identification of
bacteria on clinical microbiology and infectious diseases. Clinical Microbiology
Reviews. 17(4):840-62. 2004.

COLE, J.R.; WANG, Q.; CARDENAS, E.; FISH, J.; CHAI, B.; FARRIS, R.J.; KULAM-
SYED-MOHIDEEN, A.S.; MCGARRELL, D.M.; MARSH, T.; GARRITY, G.M,;
TIEDJE, J.M. The Ribosomal Database Project: improved alignments and new
tools for rRNA analysis. Nucleic Acids Research. v.37, D141-5. 2009.

CONRAD, R.; KLOSE, M.; CLAUS, P.; ENRICH-PRAST, A. Methanogenic Pathway,
13C Isotope Fractionation, and Archaeal Community Composition in the
Sediment of Two Clear—Water Lakes of Amazonia. Limnology and
Oceanography. 55, 689-702. 2010.

COPRAPHI. Hidrobiologia e climatologia na regido amazoénica brasileira. Informagé&o
disponivel e atividades em desenvolvimento. Seminério internacional de
hidrologia e climatologia da Amazo6nia, Manaus. 23 a 27 julho de 1984.

COSTELLO, A.M.; LIDSTROM, M.E. Molecular characterization of functional and
phylogenetic genes from natural populations of methanotrophs in lake sediments.
Applied and Environmental Microbiology. v.65, n.11, p.5066-74. 1999.

CRUMP, B.C.; HOBBIE, J.E. Synchrony and seasonality in bacterioplankton
communities of two temperate rivers. Limnology and Oceanography. v.50,

p.1718-1729. 2005.

DAMS, E.; HENDRIKS, L.; VAN DE PEER, Y.; NEEFS, J.M.; SMITS, G,
VANDENBEMPT, |.; DE WACHTER, R. Compilation of small ribosomal subunit
RNA sequences. Nucleic Acids Research. v.16, p.87-173. 1988.

DANIEL, R. The soil metagenome: a rich resource for the discovery of novel natural
products. Current Opinion in Biotechnology. 15:199-204. 2004.

DAS, S.K.; MISHRA, AK.; TINDALL, B.J.; RAINEY, F.A.; STACKEBRANDT, E.
Oxidation of thiosulfate by a new bacterium, Bosea thiooxidans (strain BIl-42)
gen. nov., sp. nov.: analysis of phylogeny based on chemotaxonomy and 16S
ribosomal DNA sequencing. International Journal of Systematic Bacteriology.
v.46, n.4, p.981-7. 1996.

DEDYSH, S.N.; LIESACK, W.; KHMELENINA, V.N.; SUZINA, N.E.; TROTSENKO,
Y.A.; SEMRAU, J.D.; BARES, A.M.; PANIKOV, N.S.; TIEDJE, J.M. Methylocella
palustris gen. nov., sp. nov., a new methane-oxidizing acidophilic bacterium from
peat bogs, representing a novel subtype of serine-pathway methanotrophs.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. v.50
p.955-69. 2000.



143

DEDYSH, S.N.; RICKE, P.; LIESACK, W. NifH and NifD phylogenies: an evolutionary
basis for understanding nitrogen fixation capabilities of methanotrophic bacteria.
Microbiology. v.150, p.1301-13. 2004.

DEDYSH, S.N.; KNIEF, C.; DUNFIELD, P.F. Methylocella species are facultatively
methanotrophic. Journal of Bacteriology. v.187, n.13, p.4665-70. 2005a.

DEDYSH, S.N.; SMIRNOVA, K.V.; KHMELENINA, V.N.; SUZINA, N.E.; LIESACK,
W.; TROTSENKO, Y.A. Methylotrophic autotrophy in Beijerinckia mobilis.
Journal of Bacteriology. v.187, n.11, p.3884-8. 2005b.

DeLONG, E.F. Archaea in coastal marine environments. The Proceedings of the
National Academic of Science of the USA. 89: 5685-5689, 1992.

DeLONG, E.F. Everything in moderation: Archaea as ‘non-extremophiles’. Current
Opinion in Genetics and Development. 8: 649-654.1998.

DE VOS, P.; KERSTERS, K.; FALSEN, E.; POT, B.; GILLIS, M.; SEGERS, P.; DE
LEY, J. Comamonas Davis and Park 1962 gen. nov., nom. rev. emend., and
Comamonas terrigena Hugh 1962 sp. nov., nom. rev. International Journal of
Systematic Bacteriology. v.35, n.4, p.443-453. 1985.

DING, L.; YOKOTA, A. Proposals of Curvibacter gracilis gen. nov., sp. nov. and
Herbaspirillum putei sp. nov. for bacterial strains isolated from well water and
reclassification of [Pseudomonas] huttiensis, [Pseudomonas] lanceolata,
[Aquaspirillum] delicatum and [Aquaspirillum] autotrophicum as Herbaspirillum
huttiense comb. nov., Curvibacter lanceolatus comb. nov., Curvibacter delicatus
comb. nov. and Herbaspirillum autotrophicum comb. nov. International Journal
of Systematic and Evolutionary Microbiology. v.54, p.2223-30. 2004.

ERNST, A.; BECKER, S.; WOLLENZIEN, U.LA.; POSTIUS, C.; Ecosystem-
dependent adaptive radiations of picocyanobacteria inferred from 16S rRNA and
ITS-1 sequence analysis. Microbiology. v.149, p.217-28. 2003.

FIORE, M.F.; NEILAN, B.A.; COPP, J.N.; RODRIGUES, J.L.M.; TSAIl, S.M.; LEE, H.;
TREVORS, J.T. Characterization of nitrogen-fixing cyanobacteria in the Brazilian
Amazon floodplain. Water Research. v.39, p.5017-26. 2005.

FRIEDRICH, M.W.; SCHMITT-WAGNER, D.; LUEDERS, T.; BRUNE, A. Axial
differences in community structure of Crenarchaeota and Euryarchaeota in the
highly compartmentalized gut of the soil-feeding termite Cubitermes
orthognathus. Applied and Environmental Microbiology. v.67, p.4880-90.
2001.

GALLEGO, J.L.R.; LOREDO, J.; LLAMAS, J.F.; VAZQUEZ, F.; SANCHEZ, J.
Bioremediation of diesel-contaminated soils: Evaluation of potential in situ
techniques by study of bacterial degradation. Biodegradation. v.12, p.325-35.
2001.



144

GARDAN, L.; DAUGA, C.; PRIOR, P.; GILLIS, M.; SADDLER, G.S. Acidovorax
anthurii sp. nov., a new phytopathogenic bacterium which causes bacterial leaf-
spot of anthurium. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology. v.50, p.235-46. 2000.

GHAI, R.; RODRIGUEZ-VALERA, F.; MCMAHON, K.D.; TOYAMA, D.; RINKE, R.;
OLIVEIRA, T.C.S.; GARCIA, JW.; MIRANDA, F.P.; HENRIQUE-SILVA, F.

Metagenomics of the water column in the pristine upper course of the Amazon
river. PLoS One. 6(8): e23785. 2011.

GIOVANNONI, S.J. The Polymerase chain reaction, p.177-203. In: E.
Stackebrandt, and M. Goodfellow (ed.), Nucleic acid techniques in bacterial
systematics. John Wiley & Sons, New York.1991.

GLOCKNER, F.O.; FUCHS, B.M.; AMANN, R. Bacterioplankton compositions of
lakes and oceans: a first comparison based on fluorescence in situ hybridization.
Applied and Environmental Microbiology. v.65, n.8, p.3721-6. 1999.

GUARDABASSI, L.; DALSGAARD, A.; OLSEN, J.E.Phenotypic characterization and
antibiotic resistance of Acinetobacter spp. isolated from aquatic sources. Journal
of Applied Microbiology. v.87, p.659-67. 1999.

GUO, Y.; RIBIERO, J.M.; ANDERSON, J.M.; BOUR, S. dCAS: a desktop application
for cDNA Sequence annotation. Bioinformatics. 25(9), 1195-1196, 2009.

HAHN, M.W. Isolation of strains belonging to the cosmopolitan Polynucleobacter
necessarius cluster from freshwater habitats located in three climatic zones.
Applied and Environmental Microbiology. v.69, n.9, p.5248-54. 2003.

HAHN, M.W.; POCKL, M.; WU, Q.L. Low intraspecific diversity in a Polynucleobacter
subcluster population numerically dominating bacterioplankton of a freshwater
pond. Applied and Environmental Microbiology. v.71, n.8, p.4539-47. 2005.

HAHN, M.W.; LANG, E.; BRANDT, U.; WU, Q.L; SCHEUERL, T. Emended
description of the genus Polynucleobacter and the species Polynucleobacter
necessarius and proposal of two subspecies, P. necessarius subsp. necessarius
subsp. nov. and P. necessarius subsp. asymbioticus subsp. nov. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. v.59, p.2002-9. 2009.

HAHN, M.W.; LANG, E.; BRANDT, U.; LUNSDORF, H.; WU, Q.L;
STACKEBRANDT, E. Polynucleobacter cosmopolitanus sp nov., free-living
planktonic bacteria inhabiting freshwater lakes and rivers. International Journal
of Systematic and Evolutionary Microbiology. v.60, p.166-173. 2010a.

HAHN, M.W.; KASALICKY, V.; JEZBERA, J.; BRANDT, U.; JEZBEROVA, J.; SIMEK,
K. Limnohabitans curvus gen. nov., sp. nov., a planktonic bacterium isolated from
a freshwater lake. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology. v.60, p.1358-65. 2010b.



145

HAHN, M.W.; KASALICKY, V.; JEZBERA, J.; BRANDT, U.; SIMEK, K.
Limnohabitans australis sp. nov., isolated from a freshwater pond, and emended
description of the genus Limnohabitans. International Journal of Systematic
and Evolutionary Microbiology. v.60, p.2946-50. 2010c.

HAHN, M.W.; LANG, E.; BRANDT, U.; SPROER, C. Polynucleobacter acidiphobus
Sp. nov., a representative of an abundant group of planktonic freshwater bacteria.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. v.61,
p.788-94. 2011a.

HAHN, M.W.; LANG, E.; TARAO, M.; BRANDT, U. Polynucleobacter rarus sp. nov., a
free-living planktonic bacterium isolated from an acidic lake. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. v.61, p.781-7. 2011b.

HALL, T. A. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symposium Series, Oxford, v.
41, p. 95-98, 1999.

HANDELSMAN, J.; RONDON, M.R.; BRADY, S.F.; CLARDY, J.; GOODMAN, R.M.
Molecular biological access to the chemistry of unknown soil microbes: a new
frontier for natural products. Chemical Biology. 5(10): 245-9. 1998.

HANSON, R.S.; HANSON, T.E. Methanotrophic bacteria. Microbiological Reviews.
v.60, n.2, p.439-71. 1996.

HECKMANN, K.; SCHMIDT, H. J. Polynucleobacter necessarius gen. nov., sp. nov.,
an obligately endosymbiotic bacterium living in the cytoplasm of Euplotes.
International Journal of Systematic Bacteriology. v.37, p.456-457. 1987.

HEYER, J.; GALCHENKO, V.F.; DUNFIELD, P.F. Molecular phylogeny of type II
methane-oxidizing bacteria isolated from various environments. Microbiology.
v.148, p.2831-46. 2002.

HIORNS, W.D.; METHE, B.A.; NIERZWICKI-BAUER, S.A.; ZEHR, J.P. Bacterial
diversity in Adirondack Mountain lakes as revealed by 16S rRNA gene
sequences. Applied and Environmental Microbiology. v.63, n.7, p.2957-2960.
1997.

HUGENHOLTZ, P.; TYSON, W.G. Metagenomics. Nature. 455:481-483. 2008.

HYLEMON, P.B.; WELLS, J.S.; KRIEG, N.R.; JANNASCH, H.W. The Genus
Spirillum: Taxonomic Study. International Journal of Systematic Bacteriology.
v.23, n.4, p.340-380. 1973.

JEZBERA, J.; SHARMA, A.K.; BRANDT, U.; DOOLITTLE, W.F.; HAHN, M.W.
'‘Candidatus Planktophila limnetica’, an actinobacterium representing one of the
most numerically important taxa in freshwater bacterioplankton. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. v.59. p.2864-9. 2009.



146

JEZBERA, J.; JEZBEROVA, J.; BRANDT, U.; HAHN, MW. Ubiquity of
Polynucleobacter necessarius subspecies asymbioticus results from ecological
diversification. Environmental Microbiology. v.13, n.4, p.922-31. 2011.

JEZBEROVA, J.; KOMARKOVA, J. Morphological transformation in a freshwater
Cyanobium sp. induced by grazers. Environmental Microbiology. v.9, n.7,
p.1858-62. 2007.

JEZBEROVA, J.; JEZBERA, J.; BRANDT, U.; LINDSTROM, E.S.; LANGENHEDER,
S.; HAHN, M.W. Ubiquity of Polynucleobacter necessarius ssp. asymbioticus in
lentic freshwater habitats of a heterogeneous 2000 km area. Environmental
Microbiology. v.12, n.3, p.658-69. 2010.

JORDAN, D.C.; MCNICOL, P.J. Identification of Beijerinckia in the high Arctic
(Devon Island, Northwest Territories). Applied Environmental Microbiology.
v.35, n.1, p.204-5. 1978.

JUNG, J.; BAEK, J.H.; PARK, W. Complete genome sequence of the diesel-
degrading Acinetobacter sp. strain DR1. Journal of Bacteriology. v.192, n.18,
p.4794-5. 2010.

JUNK, W.J. Wetlands of tropical South America. In: Whighan, D.F. (ed.) Wetlands
of the World. The Hague, Kluwer, p. 679-902. 1993.

KALMBACH, S.; MANZ, W.; WECKE, J.; SZEWZYK, U. Aquabacterium gen. nov.,
with description of Aquabacterium citratiphilum sp. nov., Aquabacterium parvum
sp. nov. and Aguabacterium commune sp. nov., three in situ dominant bacterial
species from the Berlin drinking water system. International Journal of
Systematic Bacteriology. v.49, p.769-77. 1999.

KATAOKA, M.; UEDA, K.; KUDO, T.; SEKI, T.; YOSHIDA, T. Application of the
variable region in 16S rDNA to create an index for rapid species identification in
the genus Streptomyces. FEMS Microbiology Letters. 151(2):249-55. 1997.

KENT, A.D.; TRIPLETT, E.W. Microbial communities and their interactions in soil and
rhizosphere ecosystems. Annual Review of Microbiology. 56:211-236. 2002.

KEOUGH, B.P.; SCHMIDT, T.M.; HICKS, R.E. Archaeal nucleic acids in picoplankton
from great lakes on three continents. Microbial Ecology. v.46, p.238-48. 2003.

KIMURA, M. A simple model for estimating evolutionary rates of base substitutions
through comparative studies of nucleotide sequences. Journal of Molecular
Evolution. v.16, p. 111-120, 1980.

KONNEKE, M.; BERNHARD, A.E.; DE LA TORRE, J.R.; WALKER, C.B.;
WATERBURY, J.B.; STAHL, D.A. Isolation of an Autotrophic Ammonia—Oxidizing
Marine Archaeon. Nature. 437, 543-546. 2005.



147

KUSKE, C.R.; BARNS, S.M.; BUSCH, J.D. Diverse uncultivated bacterial groups
from soils of the arid southwestern United States that are present in many
geographic regions. Applied and Environmental Microbiology. v. 63, n.9.
3614-3621, 1997.

LANE, D.J. 16S/23S rRNA sequencing, p. 115-175. In E. Stackebrandt and M.
Goodfellow (ed.), Nucleic acid techniques in bacterial systematics. John Wiley &
Sons, New York. 1991.

LA SCOLA, B.; MALLET, M.N.; GRIMONT, P.A.D.; RAOULT, D. Bosea eneae sp.
nov., Bosea massiliensis sp. nov. and Bosea vestrisii sp. nov., isolated from
hospital water supplies, and emendation of the genus Bosea (Das et al. 1996).
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. v.53,
p.15-20. 2003.

LEIFSON, E. The Bacterial Flora of Distilled and Stored Water .1ll. New Species of
the Genera Corynebacterium, Flavobacterium, Spirillum and Pseudomonas.
International Bulletin of Bacteriological Nomenclature and Taxonomy. v.12,
n.4, p.161-170. 1962.

LIN, M.C.; JIANG, S.R.; CHOU, J.H.; ARUN, A.B.; YOUNG, C.C.; CHEN, W.M.
Aquabacterium fontiphilum sp. nov., isolated from spring water. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. v.59, p.681-5. 2009.

LINDSTROM, E.S.; AGTERVELD, M.P.K.; ZWART, G. Distribution of typical
freshwater bacterial groups is associated with pH, temperature, and lake water
retention time. Applied and Environmental Microbiology. v.71, n.12, p.8201-6.
2005.

LOHSCHEIDER, J.N.; STRITTMATTER, M.; KUPPER, H.; ADAMSKA, |. Vertical
distribution of epibenthic freshwater cyanobacterial Synechococcus spp. strains
depends on their ability for photoprotection. PLoS One. v.6, n.5, e20134. 2011.

LU, J.J.; PERNG, C.L.; LEE, S.Y.; WAN, C.C. Use of PCR with universal primers
and restriction endonuclease digestions for detection and identification of
common bacterial pathogens in cerebrospinal fluid. Journal of Clinical
Microbiology. 38(6):2076-80. 2000.

LUDWIG, W.; BAUER, S.H.; BAUER, M.; HELD, I.; KIRCHHOF, G.; SCHULZE, R.;
HUBER, |.; SPRING, S.; HARTMANN, A.; SCHLEIFER, K.H. Detection and in
situ identification of representatives of a widely distributed new bacterial phylum.
FEMS Microbiology Letters. 153(1):181-90. 1997.

MACRAE, A.; RIMMER, D.L.; O'DONNELL, A.G. Novel bacterial diversity recovered
from the rhizosphere of oilseed rape (Brassica napus) determined by the analysis
of 16S ribosomal DNA. Antonie Van Leeuwenhoek. 78(1):13-21. 2000.



148

MARCHESI, J.R.; SATO, T.; WEIGHTMAN, A.J.; MARTIN, T.A.; FRY, J.C.; HIOM,
S.J.; DYMOCK, D.; WADE, W.G. Design and Evaluation of Useful Bacterium-
Specific PCR Primers That Amplify Genes Coding for Bacterial 16S rRNA.
Applied and Environmental Microbiology. 64(6):2333. 1998.

MARIN, M.; PEDREGOSA, A.; RIOS, S.; ORTIZ, M.L.; LABORDA, F. Biodegradation
of Diesel and Heating Oil by Acinetobacter calcoaceticus MM5: Its Possible
Applications on  Bioremediation. International Biodeterioration &
Biodegradation. v.35, p.269-285. 1995.

MATSUMOTO, A.; KASAI, H.; MATSUO, Y.; OMURA, S.; SHIZURI, Y.; TAKAHASHI,
Y. llumatobacter fluminis gen. nov., sp. nov., a novel actinobacterium isolated
from the sediment of an estuary. The Journal of General and Applied
Microbiology. v.55, p.201-5. 2009.

MAYNARD, C.; BERTHIAUME, F.; LEMARCHAND, K.; HAREL, J.; PAYMENT, P.;
BAYARDELLE, P.; MASSON, L.; BROUSSEAU, R. Waterborne pathogen
detection by use of oligonucleotide-based microarrays. Applied and
Environmental Microbiology. 71(12):8548-57. 2005.

MAYUMI, D.; YOSHIMOTO, T.; UCHIYAMA, H.; NOMURA, N.; NAKAJIMA-KAMBE,
T. Seasonal change in methanotrophic diversity and populations in a rice field
soil assessed by DNA-stable isotope probing and quantitative real-time PCR.
Microbes and Environments. v.25, n.3, p.156-63. 2010.

MCCABE, K.M.; ZHANG, Y.H.; HUANG, B.L.; WAGAR, E.A.; MCCABE, E.R.
Bacterial species identification after DNA amplification with a universal primer
pair. Molecular Genetics and Metabolism. 66(3):205-11. 1999.

MCDONALD, I.R.; KENNA, E.M.; MURRELL, J.C. Detection of methanotrophic
bacteria in environmental samples with the PCR. Applied and Environmental
Microbiology. v.61, n.1, p.116-21. 1995.

MEIRELLES, J. Livro de ouro da Amazo6nia. 5 ed. Rio de Janeiro: Ediouro, 2006.

MUNSON, M.A.; BANERJEE, A.; WATSON, T.F.; WADE, W.G. Molecular analysis of
the microflora associated with dental caries. Journal of Clinical Microbiology.
42(7):3023-9. 2004.

NEMEC, A.; DIUKSHOORN, L.; CLEENWERCK, |.; DE BAERE, T.; JANSSENS, D.;
VAN DER RENDEN, T.J.K.; JEZEK, P.; VANEECHOUTTE, M. Acinetobacter
parvus sp. nov., a small-colony-forming species isolated from human clinical
specimens. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology. v.53, p.1563-7. 2003.

NEWTON, R.J.; KENT, A.D.; TRIPLETT, E.W., MCMAHON, K.D. Microbial
community dynamics in a humic lake: differential persistence of common
freshwater phylotypes. Environmental Microbiology. v.8, n.6, p.956-70. 2006.



149

NEWTON, R.J.; JONES, S.E.; HELMUS, M.R.; MCMAHON, K.D. Phylogenetic
ecology of the freshwater Actinobacteria acl lineage. Applied and
Environmental Microbiology. v.73, n.22, p.7169-76. 2007.

NICOL, G.W.; GLOVER, L.A.; PROSSER, J.I. The impact of grassland management
on archaeal community structure in upland pasture rhizosphere soil.
Environmental Microbiology. 5:152-162. 2003

NICOL, G.W.; TSCHERKO, D.; CHANG, L.; HAMMESFAHR, U.; PROSSER, J.I.
Crenarchaeal Community Assembly and Microdiversity in Developing Soils at
Two Sites Associated with Deglaciation. Environmental Microbiology. 8, 1382—
1393. 2006.

NISHIMURA, Y.; NAGATA, T. Alphaproteobacterial dominance in a large
mesotrophic lake (Lake Biwa, Japan). Aquatic Microbial Ecology. v.48, p.231-
240. 2007.

OCHSENREITER, T.; SELEZI, D.; QUAISER, A.; BONCH-OSMOLOVSKAYA, L.;
SCHLEPER, C. Diversity and abundance of Crenarchaeota in terrestrial habitats
studied by 16S RNA surveys and real time PCR. Environmental Microbiology.
5:787-797. 2003.

OGGERIN, M.; ARAHAL, D.R.; RUBIO, V.; MARIN, I. Identification of Beijerinckia
fluminensis strains CIP 106281T and UQM 1685T as Rhizobium radiobacter
strains, and proposal of Beijerinckia doebereinerae sp. nov. to accommodate
Beijerinckia fluminensis LMG 2819. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology. v.59, p.2323-8. 2009.

OGGERIN, M.; RUBIO, V.; MARIN, I.; ARAHAL, D.R. The status of the species
Beijerinckia fluminensis Dobereiner and Ruschel 1958. Request for an Opinion.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. v.61,
p.1757-9. 2011.

OH, S.; CARO-QUINTERO, A.; TSEMENTZI, D.; DELEON-RODRIGUEZ, N.; LUO,
C.; PORETSKY, R.; KONSTANTINIDIS, K.T. Metagenomic insights into the
evolution, function, and complexity of the planktonic microbial community of lake
Lanier, a temperate freshwater ecosystem. Applied and Environmental
Microbiology. v.77, n.17, p.6000-11. 2011.

OLTMAN, R.E. Reconnaissance investigations of the discharge and water quality of
the Amazon River. United States Geological Survey, Washington, D.C. 16 pp.
1968.

OUATTARA, A.S.; ASSIH, E.A.; THIERRY, S.; CAYOL, J.L.; LABAT, M.; MONROY,
O.; MACARIE, H. Bosea minatitlanensis sp. nov., a strictly aerobic bacterium
isolated from an anaerobic digester. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology. v.53, p.1247-51. 2003.

PACE, N.R. A molecular view of microbial diversity and the biosphere. Science.
276: 734-740. 1997.



150

PANG, C. M.; LIU, W. T. Biological filtration limits carbon availability and affects
downstream biofilm formation and community structure. Applied and
Environmental Microbiology. v.72, n.9, p.5702-12. 2006.

PAZINATO, J.M.; PAULO, E.N.; MENDES, L.W.; VAZOLLER, R.F.; TSAI, S.M.
Molecular Characterization of the Archaeal Community in an Amazonian Wetland
Soil and Culture-Dependent Isolation of Methanogenic Archaea. Diversity. 2,
1026-1047. 2010.

PELEG, A.Y.; SEIFERT, H.; PATERSON, D.L. Acinetobacter baumannii: emergence
of a successful pathogen. Clinical Microbiology Reviews. v.21, n.3, p.538-82.
2008.

PERCENT, S.F.; FRISCHER, M.E.; VESCIO, P.A.; DUFFY, E.B.; MILANO, V.
MCLELLAN, M.; STEVENS, B.M.; BOYLEN, C.W.; NIERZWICKI-BAUER, S.A.
Bacterial community structure of acid-impacted lakes: what controls diversity?
Applied and Environmental Microbiology. v.74, n.6, p.1856-68. 2008.

PETTI, C.A.; POLAGE, C.R.; SCHRECKENBERGER, P. The role of 16S rRNA gene
sequencing in identification of microorganisms misidentified by conventional
methods. Journal of Clinical Microbiology. 43(12):6123-5. 2005.

PICCINI, C.; CONDE, D.; ALONSO, C.; SOMMARUGA, R.; PERNTHALER, J.
Blooms of single bacterial species in a coastal lagoon of the southwestern
Atlantic Ocean. Applied and Environmental Microbiology. v.72, n.10, p.6560-
8. 2006.

PLASENCIA, A.; BANERAS, L.; LLIROS, M.; CASAMAYOR, E.O.; BORREGO, C.
Maintenance of previously uncultured freshwater archaea from anoxic waters
under laboratory conditions. Antonie Van Leeuwenhoek. v.99, p.403-8. 2010.

POPE, P.B.; PATEL, B.K. Metagenomic analysis of a freshwater toxic cyanobacteria
bloom. FEMS Microbiology Ecology. v.64, n.1, p.9-27. 2008.

POSTIUS, C.; ERNST, A. Mechanisms of dominance: coexistence of
picocyanobacterial genotypes in a freshwater ecosystem. Archives of
Microbiology. v.172, p.69-75. 1999.

RIESENFELD, C.S.; SCHLOSS, P.D.; HANDELSMAN, J. Metagenomics: genomic
analysis of microbial communities. Annual Review Genetics. v.28, p. 525-552.
2004.

RODRIGUES-VALERA, R.F. Environmental genomics, the big picture? FEMS
Microbiology Letters. 231:153-158. 2004.



151

RONDON, M.R.; AUGUST, P.R.; BETTERMANN, A.D.; BRADY, S.F.; GROSSMAN,
T.H.; LILES, M.R.; LOIACONO, K.A.; LYNCH, B.A.; MACNEIL, I.A.; MINOR, C;
TIONG, C.L.; GILMAN, M.; OSBURNE, M.S.; CLARDY, J.; HANDELSMAN, J;
GOODMAN, R.M. Cloning the soil metagenome: a strategy for accessing the
genetic and functional diversity of uncultured microorganisms. Applied and
Environmental Microbiology. 66(6):2541-7. 2000.

ROTHMAN, R.E.; MAJMUDAR, M.D.; KELEN, G.D.; MADICO, G.; GAYDOS, C.A;
WALKER, T.; QUINN, T.C. Detection of bacteremia in emergency department
patients at risk for infective endocarditis using universal 16S rRNA primers in a
decontaminated polymerase chain reaction assay. The Journal of Infectious
Diseases. 186(11):1677-81. 2002.

RUSCH, D.B.; HALPERN, A.L.; SUTTON, G.; HEIDELBERG, K.B.; WILLIAMSON,
S.; YOOSEPH, S.; WU, D.; EISEN, J.A.;; HOFFMAN, J.M.; REMINGTON, K,
BEESON, K.; TRAN, B.; SMITH, H.; BADEN-TILLSON, H.; STEWART, C,;
THORPE, J.; FREEMAN, J.; ANDREWS-PFANNKOCH,C.; VENTER, J.E.; LI, K;
KRAVITZ, S.; HEIDELBERG, J.F.; UTTERBACK, T.; ROGERS, Y.H.; FALCON,
L.I.; SOUZA, V.; BONILLA-ROSSO, G.; EGUIARTE, L.E.; KARL, D.M;
SATHYENDRANATH, S.; PLATT, T.; BERMINGHAM, E.; GALLARDO, V.
TAMAYO-CASTILLO, G.; FERRARI, M.R.; STRAUSBERG, R.L.; NEALSON, K;
FRIEDMAN, R.; FRAZIER, M.; VENTER, J,C. The Sorcerer Il Global Ocean
Sampling expedition: northwest Atlantic through Eastern Tropical Pacific. PLoS
Biology. v.5, n.3,e77. 2007.

SACHDEV, D.; NEMA, P.; DHAKEPHALKAR, P.; ZINJARDE, S.; CHOPADE, B.
Assessment of 16S rRNA gene-based phylogenetic diversity and promising plant
growth-promoting traits of Acinetobacter community from the rhizosphere of
wheat. Microbiological Research. v.165, p.627-38. 2010.

SAHIN, N.; PORTILLO, M.C.; KATO, Y., SCHUMANN, P. Description of
Oxalicibacterium horti sp. nov. and Oxalicibacterium faecigallinarum sp. nov.,
new aerobic, yellow-pigmented, oxalotrophic bacteria. FEMS Microbiology
Letters. v.296, n.2, Jun, p.198-202. 2009.

SAHIN, N.; GONZALEZ, J.M.; lIZUKA, T.; HILL, J.E. Characterization of two aerobic
ultramicrobacteria isolated from urban soil and a description of Oxalicibacterium
solurbis sp. nov. FEMS Microbiology Letters. v.307, p.25-9. 2010.

SAITOU, N.; NEI, M. The Neighbour-joining method, a new method for reconstructing
phylogenetic trees. Molecular Biology and Evolution. v.4, p. 406-425, 1987.

SCHLEPER, C.; JURGENS ,G.; JONUSCHEIT, M. Genomic studies of uncultivated
Archaea. Nature Reviews Microbiology. 3:479-488. 2005.

SCHLOSS, P.D.; HANDELSMAN, J. Biotechnological prospects from metagenomics.
Current Opinion in Biotechnology, v.14, p.303-310. 2003.



152

SCHMALENBERGER, A.; SCHWIEGER, F.; TEBBE, C.C. Effect of primers
hybridizing to different evolutionarily conserved regions of the small-subunit rRNA
gene in PCR-based microbial community analyses and genetic profiling. Applied
and Environmental Microbiology. 67(8):3557-63. 2001.

SCHMEISSER, C.; STEELE, H.; STREIT, W. R. Metagenomics, biotechnology with
non-culturable microbes. Applied Microbiology and Biotechnology. 75:955-

962. 2007.

SEKIGUCHI, H.; WATANABE, M.; NAKAHARA, T.; XU, B.H.; UCHIYAMA, H.
Succession of bacterial community structure along the Changjiang River
determined by denaturing gradient gel electrophoresis and clone library analysis.
Applied and Environmental Microbiology. v.68, p.5142-5150. 2002.

SOWELL, S.M.; NORBECK, A.D.; LIPTON, M.S.; NICORA, C.D.; CALLISTER, S.J.;
SMITH, R.D.; BAROFSKY, D.F.; GIOVANNONI, S.J. Proteomic analysis of
stationary phase in the marine bacterium "Candidatus Pelagibacter ubique".
Applied and Environmental Microbiology. v.74, n.13, p.4091-100. 2008.

STEELE, H.; STREIT, W.R. Metagenomics: Advances in ecology and biotechnology.
FEMS Microbiology Letters. v.247, p.105-111. 2005.

STEINDLER, L.; SCHWALBACH, M.S.; SMITH, D.P.; CHAN, F.; GIOVANNONI, S.J.
Energy starved Candidatus Pelagibacter ubique substitutes light-mediated ATP
production for endogenous carbon respiration. PLoS One. v.6, n.5, p.e19725.
2011.

STREIT, W.R; SCHMITZ, R.A. Metagenomics—the key to the uncultured microbes.
Current Opinion in Microbiology. 7:492—-498. 2004.

SUN, J.; STEINDLER, L.; THRASH, J.C.; HALSEY, K.H.; SMITH, D.P.; CARTER,
A.E.; LANDRY, Z.C.; GIOVANNONI, S.J. One Carbon Metabolism in SAR11
Pelagic Marine Bacteria. PLoS One. v.6, n.8, p.e23973. 2011.

SUNDH, |.; BASTVIKEN, D.; TRANVIK, L.J. Abundance, activity, and community
structure of pelagic methane-oxidizing bacteria in temperate lakes. Applied and
Environmental Microbiology. v.71, n.11, p.6746-52. 2005.

TAKETANI, R.G.; TSAI, S.M. The influence of different land uses on the structure of
archaeal communities in Amazonian anthrosols based on 16S rRNA and amoA
genes. Microbial Ecology. v.59, p.734-43. 2010.

TAMAS, I.; DEDYSH, S.N.; LIESACK, W.; STOTT, M.B.; ALAM, M.; MURRELL, J.C.;
DUNFIELD, P.F. Complete genome sequence of Beijerinckia indica subsp.
indica. Journal of Bacteriology. v.192, n.17, p.4532-3. 2010.

TAMER, A.U.; ARAGNO, M.; SAHIN, N. Isolation and characterization of a new type
of aerobic, oxalic acid utilizing bacteria, and proposal of Oxalicibacterium flavum
gen. nov., sp. nov. Systematic and Applied Microbiology. v.25, p.513-9. 2002.



153

TAMURA, K.; DUDLEY, J.; NEI, M.; KUMAR, S. Molecular evolutionary genetics
analysis (MEGA) software version 4.0. Molecular Biology and Evolution. v.24,
p.1596-1599, 2007.

THOMPSON, J.D.; HIGGINS, D.G.; GIBSON, T.J.; CLUSTAL, W. Improving the
sensitivity of progressive multiple alignment through sequence weighting,
positions —specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids
Research. v.22, p.4673-4680, 1994.

THULER, D.S.; FLOH, E.L.S.; HANDRO, W.; BARBOSA, H.R. Beijerinckia derxii
releases plant growth regulators and amino acids in synthetic media independent
of nitrogenase activity. Journal of Applied Microbiology. v.95, p.799-806.
2003.

TORSVIK, V.; OVREAS, L.; THINGSTAD, T.F. Prokaryotic Diversity — Magnitude,
Dynamics, and Contolling Factors. Science. 296:1064-1066. 2002.

VAN DE PEER, Y.; NICOLAI, S.; DE RIJK, P.; DE WACHTER, R. Database on the
structure of small ribosomal subunit RNA. Nucleic Acids Research. 24(1):86-91.
1996.

VAN DER MAAREL, MJ.E.C.; ARTZ, R.R.E.; HAANSTRA, R.; FORNEY, L.J.
Association of marine archaea with the digestive tracts of two marine fish
species. Applied and Environmental Microbiology. v.64, n.8, p.2894-2898.
1998.

VENTER, J.C.; REMINGTON, K.; HEIDELBERG, J.F.; HALPERN, A.L.; RUSCH, D.;
EISEN, J.A.; WU, D.; PAULSEN, |.; NELSON, K.E.; NELSON, W.; FOUTS, D.E,;
LEVY, S.; KNAP, A.H.; LOMAS, M.W.; NEALSON, K.; WHITE, O.; PETERSON,
J.; HOFFMAN, J.; PARSONS, R.; BADEN-TILLSON, H.; PFANNKOCH, C,;
ROGERS, Y.H.; SMITH, H.O. Environmental genome shotgun sequencing of the
Sargasso Sea. Science. 304: 66—74. 2004.

VETTORE, A.L.; DA SILVA, F.R.; KEMPER, E.L.; ARRUDA, P. The libraries that
made SUCEST. Genetics and Molecular Biology. 24:1-7. 2001.

WAGNER, M.; ERHART, R.; MANZ, W.; AMANN, R.; LEMMER, H.; WEDI, D,
SCHLEIFER, K.H. Development of an rRNA-targeted oligonucleotide probe
specific for the genus Acinetobacter and its application for in situ monitoring in
activated sludge. Applied and Environmental Microbiology. v.60, n.3, p.792-
800. 1994.

WANG, Y.; QIAN, P-Y. Conservative Fragments in Bacterial 16S rRNA Genes and
Primer Design for 16S Ribosomal DNA Amplicons in Metagenomic Studies. Plos
One. 4(10): e7401. 2009.

WARNECKE, F.; AMANN, R.; PERNTHALER, J. Actinobacterial 16S rRNA genes
from freshwater habitats cluster in four distinct lineages. Environmental
Microbiology. v.6, n.3, p.242-53. 2004.



154

WARNECKE, F.; SOMMARUGA, R.; SEKAR, R.; HOFER, J.S.; PERNTHALER, J.
Abundances, identity, and growth state of Actinobacteria in mountain lakes of
different UV transparency. Applied and Environmental Microbiology. v.71, n.9,
p.5551-9. 2005.

WEN, A.; FEGAN, M.; HAYWARD, C.; CHAKRABORTY, S.; SLY, L.I. Phylogenetic
relationships among members of the Comamonadaceae, and description of
Delftia acidovorans (den Dooren de Jong 1926 and Tamaoka et al. 1987) gen.
nov., comb. nov. International Journal of Systematic Bacteriology. v.49,
p.567-76. 1999.

WILLEMS, A.; POT, B.; FALSEN, E.; VANDAMME, P.; GILLIS, M.; KERSTERS, K;
DE LEY, J. Polyphasic Taxonomic Study of the Emended Genus Comamonas:
Relationship to Aquaspirillum aquaticum, E.Falsen Group10, and Other Clinical
Isolates. International Journal of Systematic Bacteriology. v.41, n.3, Jul,
p.427-444. 1991.

WILLEMS, A.; GOOR, M.; THIELEMANS, S.; GILLIS, M.; KERSTERS, K.; DE LEY,
J. Transfer of several phytopathogenic Pseudomonas species to Acidovorax as
Acidovorax avenae subsp. avenae subsp. nov., comb. nov., Acidovorax avenae
subsp. citrulli, Acidovorax avenae subsp. cattleyae, and Acidovorax konjaci.
International Journal of Systematic Bacteriology. v.42, n.1, p.107-19. 1992.

WOESE, C.R.; FOX, G.E. Phylogenetic structure of the prokaryotic domain: the
primary kingdoms. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
USA. v.74,n.11, p.5088-90. 1977.

WOESE, C.R. Bacterial evolution. Microbiological Reviews. 51:221-271, 1987.

WOESE, C.R.; KANDLER, O.; WHEELIS, M.L. Towards a natural system of
organisms: proposal for the domains Archaea, Bacteria, and Eucarya.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA. v.87, p.4576-
9. 1990.

WU, Q.L.; HAHN, M.W. Differences in structure and dynamics of Polynucleobacter
communities in a temperate and a subtropical lake, revealed at three
phylogenetic levels. FEMS Microbiology Ecology. v.57, n.1, p.67-79. 2006.

XIE, C.H.; YOKOTA, A. Reclassification of Alcaligenes latus strains IAM 12599T and
IAM 12664 and Pseudomonas saccharophila as Azohydromonas lata gen. nov.,
comb. nov., Azohydromonas australica sp. nov. and Pelomonas saccharophila
gen. nov., comb. nov., respectively. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology. v.55, p.2419-25. 2005.

XU, J. Microbial ecology in the age of genomics and metagenomics: concepts, tools,
and recent advances. Molecular Ecology. v.15, n.7, p.1713-31. 2006.



155

YOUNG, C.C.; CHOU, J.H.; ARUN, A.B.; YEN, W.S.; SHEU, S.Y.; SHEN, F.T.; LAI,
W.A.; REKHA, P.D.; CHEN, W.M. Comamonas composti sp. nov., isolated from
food waste compost. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology. v.58, p.251-6. 2008.

ZWART, G.; CRUMP, B.C.; AGTERVELD, M.; HAGEN, F.; HAN S. K. Typical
freshwater bacteria: an analysis of available 16S rRNA gene sequences from
plankton of lakes and rivers. Aquatic Microbial Ecology. v.28, n.2, p.141-155.
2002.



156

8. ANEXOS

A. Garrafa Ninski de 10 L utilizada para coleta de agua




B. Equipamentos utilizados para filtragem da agua coletada

Suporte onde sao colocadas
as membranas AP20 e 5 um

(Filter Holder Millipore®)

Bomba peristaltica de
pressao positiva
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C. Metagenomics of the water column in a pristine portion of the Solimdes-
Amazon River, Brazil.

Rohit Ghai; Francisco Rodriguez-Valera; Katherine D. McMahon; Danyelle Toyama;
Raqguel Rinke; Tereza Cristina Souza de Oliveira; José Wagner Garcia; Fernando
Pellon de Miranda; Flavio Henrique-Silva.

Este trabalho contou com a minha participacéo e foi realizado com a amostra de
agua coletada no Rio Solimfes a montante do Terminal do Solimdes (TSOL) — 8S.

Analises de 16S rRNA também foram analisadas e, 0 mesmo ponto também foi alvo
do estudo descrito na presente dissertacdo sobre a diversidade bacteriana e de

arquéia.
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Upper Course of the Amazon River

Rohit Ghai'®, Francisco Rodfiguez-Valera'*®, Katherine D. McMahon’, Danyelle Toyama?, Raquel Rinke?,
Tereza Cristina Souza de Oliveira®, José Wagner Garcia®, Fernando Pellon de Miranda®, Flavio Henrique-

Silva*

1 Evolutionary Genomics Group, Departamento de Produccion Vegetal y Microbiologia, Universidad Miguel Hernandez, San Juan de Alicante, Alicante, Spain, 2 Laboratory
of Molecular Biology, Departamento de Genética e Evolucédo, Universidade Federal de Sao Carlos, Sao Carlos, SP, Brasil, 3 Universidade Federal do Amazonas, Setor Sul do
Campus Universitario, Manaus, AM, Brasil, 4 Noosfera Projetos Especiais Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil, 5Petréleo Brasileiro S.A. — Petrobras, Centro de Pesquisas e

Desenvolvimento Leopoldo Américo Miguez de Melo, Rio de Janeiro, RJ, Brasil

Abstract

River water is a small percentage of the total freshwater on Earth but represents an essential resource for mankind. Microbes
in rivers perform essential ecosystem roles including the mineralization of significant quantities of organic matter
originating from terrestrial habitats. The Amazon river in particular is famous for its size and importance in the mobilization
of both water and carbon out of its enormous basin. Here we present the first metagenomic study on the microbiota of this
river. It presents many features in common with the other freshwater metagenome available (Lake Gatun in Panama) and
much less similarity with marine samples. Among the microbial taxa found, the cosmopolitan freshwater acl lineage of the
actinobacteria was clearly dominant. Group | Crenarchaea and the freshwater sister group of the marine SAR11 clade, LD12,
were found alongside more exclusive and well known freshwater taxa such as Polynucleobacter. A metabolism-centric
analysis revealed a disproportionate representation of pathways involved in heterotrophic carbon processing, as compared
to those found in marine samples. In particular, these river microbes appear to be specialized in taking up and mineralizing
allochthonous carbon derived from plant material.
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Introduction

River water, around which civilizations flourish, is only a very
small percentage (0.006%) of the total freshwater on earth, and a
miniscule 0.0002% of the total water in the hydrosphere [1]. Even
so, freshwater habitats like rivers, streams, lakes and wetlands,
provide invaluable ecosystem services to human populations in the
form of drinking water, recreation, and fisheries. They also play a
previously underestimated but surprisingly important role in the
oxidation, storage, and release of terrestrial carbon, thereby
affecting global carbon budgets [2,3,4]. The Amazon river basin is
the largest river basin in the world, comprising ~40% of the total
area of the continent of South America. The Amazon river itself is
by far the largest river in the world in terms of volumetric
discharge (6.3 trillion m®/year), with a length of 6280 km, a

catchment area the size of ~7000 square kilometres, and runoff

amounting to nearly 15% of the total runoff of all the rivers in the
world together. The tropical rainforest surrounding the river is an

@ PLoS ONE | www.plosone.org

extraordinarily diverse ecosystem, boasting thousands of plant and
animal species, many endemic to it, with several regions still
untouched by anthropogenic pressure. However, such a situation
may not continue for long since the extent of pristine waters in
these regions might be dramatically reduced in the future. This, of
course, has serious consequences for the macrofauna and flora, the
most visible components of the ecosystem. However, the less
visible, microscopic component of this habitat has been largely
ignored. We have practically no information on the major
microbial species that dominate the Amazon River.

Freshwater habitats harbor microbial taxa distinct from those
routinely detected in marine and terrestrial ecosystems [5,6].
Notably, surveys targeting 16S rRNA genes in freshwater lakes
and reservoirs (reviewed in [7]) have identified several “cosmo-
politan” and prevalent freshwater lineages of Betaproteobacteria
[8,9,10,11,12] and Actinobacteria [13,14,15,16,17]. Other com-
monly recovered lineages belong to the Bacteroidetes, Verruco-
microbia, and Alphaproteobacteria. Cyanobacteria and Gamma-
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proteobacteria are retrieved frequently in particular types of lakes
(e.g. highly productive or polluted). Much has been learnt about
the primary factors determining lake bacterioplankton community
composition, such as trophic status [18,19], pH [20,21], landscape
position [22], and retention time [20]. Comparatively fewer
studies have been conducted on lotic systems, and these frequently
focused on rivers or streams much smaller than the Amazon.
Many have specifically targeted biofilm communities [23]. Pelagic
or suspended bacterioplankton in large flowing rivers tends to
comprise freshwater taxa routinely detected in lakes [24,25,26],
but very little is known about their traits or functions. Though
there have been instances of 16 s rRNA based surveys of river
waters [27], surprisingly, only three metagenomic studies explor-
ing the functional capabilities of freshwater microbes have been
published to date, representing tropical lakes Gatun (Panama)
[28], and Samsonvale (Australia) [29] and the temperate eutrophic
Lac du Bourget (France) [30]. Apart from the large sequencing
effort for the Lake Gatun sample, the other studies were relatively
small (0.15 Mb Samsonvale, 11 Mb Lac du Bourget).

This is the first study to present the analysis of a large (375 Mb)
freshwater metagenomic dataset. Besides, we provide a first
glimpse into the functional characteristics of microbiota of the
water column of the Solim&es-Amazon (henceforth referred to as
the Amazon) river in its upper reaches (about 420 km upstream
from Manaus), a region relatively pristine with little (if any) human
impact and more than 1300 km from the nearest ocean (the
Atlantic). Total DNA from a single sample from the mid water
column, which provides us with a snapshot of this part of the river,
was directly 454 pyrosequenced providing 375 Mb of sequence
data. Here we present the analysis of this dataset.

Results and Discussion

Sample Description

The source of the Amazon river is in the Andes mountains.
Several rivers gradually merge together (mainly the Rio Ucayali
and Rio Maraiiéon from the Peruvian Andes) to form the Amazon
proper. The river and its tributaries, including the floodplains,
cover about 300,000 km®. The floodplains are of fundamental
importance to the flora and fauna of the region. Three types of
streams are usually distinguished in the Amazon hydrological
basin; clearwater, white-water and blackwater [31]. Clearwater
streams are low in suspended sediment and dissolved carbon,
whereas white-water streams have high sediment concentrations.
Both types have a near-neutral pH. Blackwater streams, on the
other hand, are low in suspended sediment but are rich in
dissolved organic matter and have a lower pH (about 4-5). The
sample analyzed here is a typical example of mainstem white
water. The sample was collected at a site nearly 400 km upstream
from Manaus, Brazil, at the end of the dry season (September,
average rainfall for the month 50 mm) and was taken from mid
stream and mid waters (8 m depth with the bottom at 15 m)
(Figure S1). This site is upstream from the Coari Terminal of
Petrobras (Brazil’s state-controlled petroleum company), and still
in a pristine condition. Physicochemical parameters of the sample
are provided in Table S1. One full plate of 454 sequencing yielded
nearly one million reads (n=1153502), with an average read
length of 325 bases. This amounts to a total of 375 Mb, the largest
reported so far for any freshwater habitat. The next largest dataset
from a freshwater metagenome is that of Lake Gatun, a freshwater
lake near the Panama Canal that was sampled during the Global
Ocean Survey (GOS) [28], and the only freshwater sample in that
collection (total 315 Mb). We note, however, that the Lake Gatun
sample comprised the 0.1-0.8 pm size fraction from the near
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surface (2 m deep) while our Amazon sample constituted the 0.2—
5 um fraction and was taken from mid depth (8 m).

Comparative characteristics of freshwater metagenomic
datasets

The GC content plot of metagenomic datasets is often
characteristic with widely different values and shape depending
on the habitat. Two extremes are marine oligotrophic water
samples with a marked low GC peak (~32%) and soil with a
distinctly higher GC peak (~65%) (Figure 1). The GC% of the
Amazon dataset, along with Gatun had a distinctive bimodal
distribution with almost equally sized peaks of low and high GC%
(~45% and 65%) (Figure 1). The low GC peak of ca. 45% might
be a freshwater hallmark since it was found in both freshwater
metagenomes, but its difficult to make a generalization based on
only two samples. However, in both estuary samples from the
GOS datasets two peaks were again observed, one coinciding with
the purely marine waters (~35%) and the other (~45%) with the
low GC% peak of the Amazon and Gatun datasets.

Salinity has been shown to be a critical environmental factor in
determining community structure of the microbiota [32]. We
compared the sequences retrieved here with other aquatic
metagenomic datasets with different salinities using all versus all
comparisons of reads with BLASTN. The most similar sample to
the Amazon metagenome was the freshwater sample from Lake
Gatun, followed by two estuary samples (Figure 2 and Figure S2).
As a reference we included in the comparison metagenomes from
hypersaline ponds and the divergence between the two freshwater
datasets was similar to that found between a 19% (5 times seawater
salinity) and 37% (10 times seawater salinity). We know that these
two environments still share many microbes at least at the level of
genus [33]. A closer comparison to the Lake Gatun dataset
revealed that the Amazon reads could overlap with nearly 55% of
the Lake Gatun sequences (using Amazon metagenome reads as
queries, 50% query coverage and with %identity of >90%),
indicating a high amount of similar sequences in these two
habitats, i.e. extremely closely related microbes inhabiting both
locations. Reference genomes were used to recruit reads common
to both datasets, to determine which organisms might be common
to both systems (Table S2).

Microbiota of the Amazon

To analyze the community structure of the mainstem Amazon
we have used the results from the direct 454 pyrosequencing and
classified the 16S rRNA gene fragments recovered from the
metagenome (722 sequences) (Figure 3). The advantage of this
approach is that it is free from any amplification (PCR) or cloning
bias [34]. The most frequently recovered 16S rRNA gene
sequences were affiliated with the Actinobacteria and Proteobac-
teria (Alpha, Beta and Gamma) (Figure 3). We also attempted to
bin all 1.1 million pyrosequencing reads with the MG-RAST
server and found very similar results (~49% % of reads could be
assigned to a taxon) (Figure 3 and Table 1). Finally, the
recruitment of genomes of representative strains that were
detected was analyzed to assess the coverage and the overall
similarity of the relatives in the Amazon dataset (Figure S3).

All approaches confirmed the presence of large numbers of
Actinobacteria  (20-25% of reads). Although this was not
unexpected since they have been found in freshwaters of all kinds
(still and flowing), [7,13,14,17]. Actinobacterial genomes recruited
smaller numbers individually but when pooled together they
recruited the most (20% of binned reads). Actually, the available
actinobacterial genomes recruited at a very low similarity (60%
mean percentage identity in translated sequence comparisons)
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Figure 1. GC content of diverse metagenomic datasets. The GC% profile of the Amazon reads is shown (red) in comparison to a freshwater
datasets (Lake Gatun), an estuary (Chesapeake Bay), a typical marine sample (Mediterranean Deep Chlorophyll Maximum) and a soil metagenome

(Waseca County Soil).
doi:10.1371/journal.pone.0023785.9001

indicating a very distant relationship with the ones found in the
Amazon. Cosmopolitan lineages of freshwater Actinobacteria have
remained difficult to culture and thus no complete genomes are yet
available. In the absence of complete genome information, we
performed phylogenetic analysis of the actinobacterial rRNA reads
in context of nearly full-length rRNA sequences from freshwater
Actinobacteria recovered previously using PCR-based 16S rRNA
gene cloning to determine more specifically which acintobacterial
clades were present in the metagenome sample. A total of 135
reads were identified as containing partial 16S rRNA gene

—
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HOTS 4000m
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L Solar Saltern 37%
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sequences related to Actinobacteria, and these were inserted into a
maximum likelihood phylogenetic tree constructed with nearly
full-length 16S rRNA sequences (Figure 4). Based on this analysis,
most were affiliated with the acl lineage (73%) and with the aclV
lineage (17%). A few were also assigned to the acll, acTH2, acVII,
and acSTL lineages. Therefore, we infer that most of the
metagenomic reads binned as Actinobacteria are derived either
from acl or acIV, both of which are cosmopolitan freshwater taxa
found in many different types of lakes, reservoirs, and rivers. It has
been proposed that these have a photoheterotrophic lifestyle since

Freshwater

Marine

Hypersaline

Figure 2. Metagenomic dataset similarity to each other. The tree shows the relatedness of diverse metagenomic datasets based on Jaccard
distance derived from all versus all comparisons of reads with BLASTN. Datasets of different salinities were chosen for the comparison. Freshwater:
Amazon, Lake Gatun; Marine: Mediterranean DCM, Sargasso Sea GS000a, HOTS 4000 m; Hypersaline: Punta Cormoran 6% (salinity) and Santa Pola
salterns of three different salinities 19%, 32% and 37%). Waseca county soil dataset was used as an outgroup to construct the tree (see methods).

doi:10.1371/journal.pone.0023785.9002
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Figure 3. Phylogenetic profile of the Amazon metagenome. Phylogenetic profile of the Amazon metagenome is shown using two different
approaches, one, using the 16 s rRNA sequences gathered from the metagenome, and the other using all the reads and comparing against

sequenced microbial genomes (using the MG-RAST server).
doi:10.1371/journal.pone.0023785.9g003

Table 1. Sequenced genomes with most hits to the Amazon metagenome (using the MG-RAST server).

Taxonomic Group Organism Name # Hits
Crenarchaeota Nitrosopumilus maritimus SCM1 17012
Betaproteobacteria Polynucleobacter sp. QLW-P1DMWA-1 16460
Gammaproteobacteria Acinetobacter baumannii ATCC 17978 13424
Alphaproteobacteria, SAR11 cluster Candidatus Pelagibacter ubique HTCC1062 12269
Actinobacteria Acidothermus cellulolyticus 11B 10656
Betaproteobacteria Polaromonas sp. JS666 10116
Acidobacteria Solibacter usitatus Ellin6076 10059
Betaproteobacteria Methylobacillus flagellatus KT 8980
Actinobacteria Streptomyces scabiei str. 87.22 8741
Actinobacteria Janibacter sp. HTCC2649 8697
Actinobacteria Streptomyces avermitilis MA-4680 7909
Actinobacteria Thermobifida fusca YX 7628
Betaproteobacteria Rubrivivax gelatinosus PM1 7524
Actinobacteria Streptomyces coelicolor A3(2) 7204
Betaproteobacteria Herminiimonas arsenicoxydans 7046
Actinobacteria Kineococcus radiotolerans SRS30216 6577
Betaproteobacteria Rhodoferax ferrireducens DSM 15236 6524
Actinobacteria Frankia sp. EAN1pec 6177
Betaproteobacteria Delftia acidovorans SPH-1 5496
Betaproteobacteria Acidovorax avenae subsp. citrulli AAC00-1 5495

doi:10.1371/journal.pone.0023785.t001
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Figure 4. Phylogenetic affiliation of the Actinobacterial reads of the Amazon metagenome. Most of the 165 rRNA reads affiliated with the
freshwater acl and aclV lineages. Phylogenetic reconstruction was conducted by maximum likelihood (RAxML) with near full length (>1300 nt)
reference 16S rRNA gene sequences from a manually curated alignment [32] and highly variable positions masked. Metagenomic reads were added
without altering tree topology using maximum parsimony criterion and a 50% base frequency filter in the ARB software package. Bootstrap values
are indicated above nodes with greater than 60% support and the scale bar represents 10 base substitutions per 100 nt positions.

doi:10.1371/journal.pone.0023785.9004

rhodopsins affiliated to actinobacteria have been described
(actinorhodopsins) in Lake Gatun [35]. In our dataset as well,
the abundance of actinorhodopsins was evident (71 out of a total
of 125).

The individual reads adscribed to Actinobacteria were low GC
(Figure 5), as has been recently described for the abundant
freshwater actinobacteria [36]. It is interesting that the only large
freshwater metagenome available in databases (Lake Gatun) also
contained a massive fraction (close to 40%) of actinobacterial
reads, explaining a large part of the sequence overlap between the
two environments (~47% of the overlap). A soil metagenome
(Waseca County Soil Sample) and the deep sea HOTS 4000 m
sample showed only the presence of high GC Actinobacteria. The
other important taxa that contributed prominently to the low GC
reads in the Amazon dataset were the Crenarchaea and
Bacteroidetes (Figure S4).

Betaproteobacteria were the next most dominant group. They
were represented by a diverse collection of organisms, with
members of the Polynucleobacter (Pnec) and Methylophilaceae
(betlV) lineages comprising 9% and 22% of betaproteobacterial
rRNA reads, respectively. In addition, the Polynucleobacter sp.
QLW-PIDMWA-1 genome recruited more reads than any other
available bacterial genome, although at low similarity (Table 1 and
Figure S3). The presence of Polynucleobacter relatives is not
surprising as it is among the most well known and widely

distributed bacterium that has been isolated from both lentic and
lotic habitats all over the world [8,11].

Even though archaea accounted for only about 6% of the 16S
rRINA detected, the genome that recruited the most reads (3% of
binned reads) was Nitrosopumilus maritimus, an ammonia oxidizing
crenarchaeon isolated originally from a marine fish tank [37]
(Table 1 and Figure S3). Crenarchaea were originally thought to
be constrained to harsh environmental niches but several surveys
have now demonstrated the ubiquity of crenarchaea in aquatic
systems [38]. A few studies done in freshwater systems have
demonstrated the role of group 1 crenarchaeota in ammonia-
oxidation [39,40]. We examined the abundance of archaeal reads
in diverse metagenomic datasets and they always comprised a
small percentage (less than 6%) of the total (Figure S5). For
instance, the deep ocean HOTS 4000 m sample [41] which was
the highest percentage of archaeal reads we found in the datasets
we examined, contained 5.8% archaeal reads. Besides, only the
Amazon and Lake Gatun datasets were found to contain more
Crenarchaea than Euryarchaea, while the opposite was observed
for a soil metagenome and the Mediterranean Deep Chlorophyll
Maximum, and a selected sample from Sargasso Sea and the deep
ocean HOTS 4000 m sample had nearly equal amounts of both
taxa (Figure S5). It is clear that crenarchaea are numerically
dominant in freshwater systems than in marine and thus probably
have a greater role to play in nutrient cycling in both lentic and
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Figure 5. GC% of actinobacterial reads in diverse metagenomic datasets. The GC% of all reads assigned to actinobacteria in different
datasets is shown. Datasets shown are the Amazon metagenome (red), Lake Gatun (black), HOTS 4000 m (deep blue), Waseca County Soil (Brown).

The inset shows the % of actinobacterial reads in each dataset.
doi:10.1371/journal.pone.0023785.9005
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lotic habitats, as some previous PCR studies of 16S rRNA genes
already indicated [42,43,44].

Assembly of the entire dataset using stringent cutoffs to avoid
chimeric assemblies (see methods) yielded a total of 65 contigs
larger than 3 kb. Of these, 16 were clearly crenarchaeal and 7
were of alphaproteobacterial origin. The taxonomic affiliation of
the remaining contigs could not be ascertained. In the crenarch-
aeal contigs, the majority of the predicted genes had highest
similarities to N. maritimus and to a lesser extent, to Cenarchaeum
symbiosium or to uncultured crenarchaotes. All these contigs were
low GC%, with the mean GC% of the genes ~39%, fitting well
with the known low GC% of N. maritimus genome (34%), but not
with C. symbiosum (57%). The assembly of these contigs directly
from the metagenomic data alone provides convincing evidence
that freshwater crenarchaeotes are indeed abundant organisms in
the sample and may not be very diverse (compared to others that
might be abundant but do not assemble). Remarkably, one of the
contigs ascribed to crenarchaea was syntenic to the genomic
region in the N. maritimus genome containing the important genes
for ammonia-oxidation (amoA, amoB and amoC genes) (Figure 6).
A search for ammonium monoxygenases (all subunits), using
several representative archaeal proteins always retrieved better hits
(% similarity ranging from 85% to 98%) than the bacterial
homologs that yielded lower similarity levels (% similarity ranging
from 45% to 82%), indicating that ammonia-oxidation in this
microbial community is a function primarily performed by
archaea. Other approaches have shown previously that in marine,
freshwater and soil environments archaeal oxidation of ammonia
to nitrite has been shown to be dominant over bacterial
contribution [40,43,45].

An unexpected result from the taxonomic analysis was the
presence of a close relative of Acinetobacter baumannit, a gammapro-
teobacterium often isolated from nosocomial infections. The
genome of a human isolate, strain ATCC 17978, recruited a high
number of reads (2.38% of binned reads) at very high % identity
levels (Table 1 and Figure S3). Acinetobacters are routinely
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isolated from soil and water samples [46,47]. However, they are
not generally detected using PCR-based 16S rRNA gene surveys
of freshwater [6,7] suggesting they are usually present only at low
abundance compared to typical freshwater organisms. Thus, the
presence of an Acinelobacter species sharing so much genetic content
with a previously sequenced human isolate in our sample might be
the result of contamination during sample manipulation. Howev-
er, closer inspection of the metagenomic reads affiliating with
Acinetobacter 165 rRNA genes (72% of gammaproteobacteria-
affiliated 16S rRNA reads) showed that nearly half the reads had
the highest similarity to several other non-baumanii Acinetobacter
species making it difficult to definitively conclude the identity of
the microbes recruiting the reads. Besides, 16S rRNA gene PCR
amplification in a total of four independent samples taken from the
river mainstem, at this and other locations revealed large numbers
of 16S rRNA that could be assigned to the genus Acinetobacter, but
not the species A. baumannii. (data not shown). In any case, the
natural habitat (reservoir) of nosocomial A. baumannii has been
clusive and there has been recent evidence pointing towards a
freshwater origin, e.g. it has been proven that freshwater amoeba
can aid the survival of A. baumannii by inclusion in cysts [48].
Therefore, the presence in river waters of A. baumanii genotypes
that might be eventually involved in nosocomial outbreaks is not
out of the question. In fact, the ‘outbreak’ of a similarly unlikely
nosocomial pathogen has been observed in a pristine South
American lagoon system [49].

The genome of the marine, alpha-proteobacterial SAR11 strain
Candidatus  Pelagibacter ubique HTCC1062 also recruited a
substantial number of reads from the Amazon dataset (Table 1
and Figure S3) and the Lake Gatun metagenomic dataset (Table
S3). The SARI11I lineage is the most dominant bacterioplankton in
the oceanic waters and the existence of a freshwater sister group
(LD12 or alfV-A) has been known for some time [6,7]. Genomic
sequence information for LD12 is scarce, apart from 16S rRNA
gene sequences. However, phylogenetic studies have indicated that
there are distinct differences between the freshwater and the

— e

Figure 6. Synteny of assembled crenarchaeal contig from the Amazon metagenome to the Nitrosopumilus maritimus genomic region
containing the genes for ammonia oxidation. The Amazon contig is shown on top and the N. maritimus genomic region is shown below. The
colors indicate the level of %identity (using TBLASTX) between the sequences.

doi:10.1371/journal.pone.0023785.9006
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marine groups [5]. Both appear to have adapted independently to
their niches with almost no mixing despite enormous population
sizes. Although the Candidatus Pelagibacter ubique HTCC1062
genome recruited many reads from both the Amazon and Lake
Gatun datasets, the Alphaproteobacteria in these systems are
clearly distinct from the marine SARII1 lineage, sharing 64%
mean protein sequence identity with the Pelagibacter genome.
Notably, nearly one-third of rhodopsins found in our dataset (41
out of 125) were binned as alphaproteobacterial, indicating that
this freshwater clade, like the marine SARI11, might also use
rhodopsins for photoheterotrophy.

Seven contigs contained several genes most similar to Candidatus
Pelagibacter species, supporting the abundant presence of the
freshwater group LD12 in the freshwater sample. These contigs
were also low GC% (mean GC% was 31%), fitting well with the
low GC% of known Candidatus Pelagibacter genomes (~30%). It
has been hypothesized that low GC is an adaption by the marine
SARI1!1 clade to counter the low availability of nitrogen in the
oligotrophic ocean waters [50]. However, the GC content of the
Amazon dataset reads with best hits to this genome was also very
low (~32%), suggesting that the LD12 group also has a low GC
content. This section of the Amazon river is unlikely to be nitrogen
limited (implying that there may be other factors involved in
determining GC content than nitrogen availability alone).

Signatures of heterotrophy

To explore functional differences between flowing freshwater
and marine microbial communities, we compared the Amazon
sample to selected, representative marine metagenomic datasets
using STAMP [51]. We chose the dataset of the Mediterranean
Deep Chlorophyll Maximum (DCM), that was generated in a
similar fashion [34], and three warm water sample datasets from
a latitude similar to the Amazon from the GOS dataset; GS15,
coastal sample from the Caribbean Sea, Off Key West Florida;
GS16, a coastal sea sample from and GS26, and open ocean
sample 134 miles from the Galapagos Islands. There are
fundamental ecosystem-level differences between these marine
and the freshwater dataset of the Amazon. For example, the
DCM is located in an oligotrophic, phosphate poor environment
and has an abundant photosynthetic cyanobacterial population,
while phytoplankton production has been found to be limited in
the Amazon mainstem, due to turbidity [52]. The DCM is a
more stable and a more or less closed system with very low
amount of external inputs in the form of organic matter. The
three other marine samples are typical oligotrophic sea surface
samples as well. The Amazon, however, i3 a more dynamic,
physically mobile system, with continuous terrestrial organic
matter inputs.

One of the most striking differences between the Amazon
and the marine datasets was a strong signature of microbial
heterotrophy in the Amazon (File S1). Marine samples contained
more reads from photosystems (I and II) and carotenoid
biosynthesis (for primary production), and also of uptake systems
for choline and betaine (compatible solutes). The latter are
hallmarks of osmotically unbalanced habitats, including seawater.
The Amazon sample, on the other hand, was enriched in
pathways required for degrading many diverse carbon sources
including aromatic compounds, (e.g. phenylacetate, benzoate)
and amino acids (e.g. Histidine, Leucine, Isoleucine, Arginine).
Formate hydrogenase, the Entner-Doudoroff pathway for
glycolysis, and TCA cycle genes were markedly over-represented
in the Amazon as compared to the GOS samples. In addition,
polyhydroxybutyrate metabolism genes were also more abundant
indicating extensive use of this important carbon storage material
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by the freshwater microbiota. These results are consistent with
the Amazon being a net heterotrophic ecosystem. Indeed, the
bulk of the organic matter in the river originates from the
surrounding forest [53] and others have measured high rates of
microbial respiration, even in the absence of high primary
production [54].

Closer inspection of the pathways involved in carbon metab-
olism revealed that microbes in the Amazon are likely processing
organic matter fixed by terrestrial plants, providing further
evidence for allochthony (File S1). For example, phenylacetate
and phenylpropanoids are aromatic secondary metabolites pro-
duced by plants [55]. Some of the latter are precursors for the
formation of lignin, an important structural polymer in plant cell
walls. Lignin is a highly refractory compound and resistant to
degradation, but can be degraded by basidiomycete fungi (e.g.
white rot) and bacteria. Degradation leads to the formation of
ferulic, vanillic and protocatechiuc acids, all phenylpropanoids
[56]. These can be used as a substrate by several bacteria as the
sole source of carbon [57]. Several key proteins involved in the
uptake (a vanillate transporter vanK), and subsequent conversion
of ferulic acid to 3-carbon metabolites (Feruloyl-CoA synthetase,
phenylpropanoid dioxygenase) were identified as abundant in the
Amazon sample. Enzymes in a related pathway, also leading to the
transport and production of 3-carbon metabolites from benzoic
acid, were also identified. The genes conferring ability to assimilate
alkanesulfonates were also overrepresented in the Amazon dataset.
Soil 1s a major reservoir for alkanesulfonates derived originally
from plant material [58].

Although it 1s tempting to conclude that the above character-
istics of Amazon microbes can be attributed to the freshwater
habitat more generally, we found many of the carbon-processing
features were unique even in comparison to Lake Gatun. The
Amazon sequences were also comparatively more enriched in
genes for aromatic compound degradation, amino acid degrada-
tion, polyhydroxybutyrate metabolism, and alkanesulfonate as-
similation. This indicates that these represent strategies utilized by
the microbial community of the Amazon specifically. However,
among the important pathways enriched in the Amazon sample
relative to the marine samples, that were also found in Lake Gatun
were genes in the Entner-Duodoroff pathway, archaeal Embden-
Meyerhoft Pathway and gluconeogenesis, and glycerate metabo-
lism (File S1). This implies fundamental differences in carbon
metabolism pathways between freshwater and marine environ-
ments. We also did not find any evidence of differences in light-
dependent metabolic genes (e.g. photolyases, rhodopsins) except
for photosystem II genes which were underrepresented in
comparison to Lake Gatun.

We also found genes involved in resistance to cobalt-zinc and
cadmium overrepresented in the Amazon alone, compared to all
these other datasets, and the majority of these genes could be
attributed to betaproteobacteria, that are much more abundant in
the Amazon (23% of classifiable reads) than in Lake Gatun (9% of
classifiable reads).

To further infer unique functional features of the Amazon river
as compared to Lake Gatun, we annotated all the PFAM domains
found in the predicted proteins of the two datasets, and identified
domains that were more frequent in one dataset versus the other.
Among the domains that were markedly more frequent in the
Amazon were a number of phage-protein related domains (e.g.
coat proteins, terminases, portal proteins) (Table S4 and Table
S5), indicating the presence of some Amazon-dataset specific
phages. One particularly interesting feature was the overrepre-
sentation of the Tannase domain in the Amazon dataset. This
domain is found in proteins involved in degradation of aromatic
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compounds (e.g. tannins) [59], indicating that much this specific
activity is much more common in the Amazon. This is another
piece of evidence for the importance of terrestrial organic matter
in Amazon carbon cycle. Analysis of the taxonomic distribution of
the metagenomic reads revealed this function to be broadly
distributed amongst Acidobacteria and Proteobacteria (alpha, beta
and gamma) to nearly equal amounts.

However, the most frequently found protein domain in the
Amazon dataset, and which was also overrepresented compared
to Lake Gatun, was the Bug domain (Table S4), which is found
in proteins that are extracytoplasmic tripartite tricarboxylic acid
receptors [60]. The substrate binding specificity of these
receptors is largely uncharacterized, but citrate, glutamate, and
aspartate have been co-crystallized with Bug proteins [61]. This
domain was found mainly in betaproteobacterial reads (83% of
all reads with the Bug domain), which is consistent with previous
studies searching for Bug genes in finished genomes [60]. Their
abundance in the dataset indicates that tricarboxylic acids may
be a common source of carbon in the flowing river or may
simply reflect the abundance of betaproteobacteria in the
Amazon (23% of all reads) as compared to Lake Gatun (9% of
all reads).

Concluding Remarks

Much less is known about freshwater bacteria than marine ones,
or those that impact human health directly (e.g. pathogenic
bacteria). This is evidenced by the paucity of genomic sequences
available for freshwater bacteria, for instance, Polynucleobacter
necessartus is the only cosmopolitan freshwater bacteria that has
one strain genome sequenced. This can also be attributed to the
hurdles in culturing, which has been the main starting point of
nearly all sequenced bacterial genomes. Even metagenomic
studies, which provide a culture-free alternative, have been heavily
biased towards marine systems. Freshwaters play a previously
underestimated but surprisingly important role in the oxidation,
storage, and release of terrestrial carbon, thereby affecting global
carbon budgets [2,3,4]. Our results confirm the importance of
heterotrophic metabolism in this large river. Most of the
information that has been gathered about the freshwater microbes
has been through 16S rRNA gene cloning studies and limited
fosmid end sequencing [30], but our results should encourage
additional efforts to better characterize the freshwater metagen-
ome in both rivers and lakes, particularly with respect to carbon
metabolism.

Importantly, we confirm by a metagenomic approach that
actinobacteria are primary members of freshwater ecosystems.
The GC content of these relatively unknown actinobacteria does
not conform to the generally held views that free living
actinobacteria have high GC content [36]. Also, the results
indicate that the genomic sequence fragments that we have
recovered from these actinobacteria do not correspond to any
particular actinobacterial species, but to a multitude, indicating
that they are quite divergent from all known actinobacteria.

Apart from actinobacteria, the genomic fragments of the
freshwater sister group of Candidatus Pelagibacter (LD12) was also
found to be quite abundant and distinct from the marine species.
Another surprising finding was that maximum number of reads
could be assigned not to a bacterial genome, but to the genome of
N. manitimus, a crenarchaeon. These reads likely belong to a
freshwater relative of this marine microbe. Moreover, it appears
that crenarchaea in general seem to be much more abundant in
freshwaters than in marine systems. These observations taken
together indicate the near non existence of closely related genome
sequences of microbes belonging to this dataset, and point to the
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high degree of uniqueness of this sample. This is an even more
pressing reason to conduct further meta-’omics based work in
these previously neglected ecosystems.

Materials and Methods

Sample collection and processing

The sample was collected in accordance with the Brazilian law
(IN n° 154/2007 IBAMA, Brazilian Institute of Environment and
Renewable Natural Resources). The sample was collected from a
depth of 8 m from the Solimdes-Amazon River (03°56'11.08"S,
63°10"14.45"W) with a 10 liter Niskin bottle on 17 September,
2008, at 2:00 pm. River depth and width at this location were
15 m and 2100 m respectively, and the sample was taken 600 m
away from the shore. Some physico-chemical parameters are
shown in Table SI.

Four liters of water were filtered in 3 independent Sterivex
filters. Each sample was sequentially filtered through a AP20 glass
fiber filter (142 mm of diameter); 5 pm pore size polycarbonate
filter (142 mm of diameter) and 0.22 pm-pore size Sterivex GV
filters (Durapore, Millipore) using a peristaltic pump. Sterivex
filters (retaining the 0.2-5 um-diameter planktonic cells) were
filled up with lysis buffer (40 mM EDTA, 50 mM Tris/HCI,
0.75 M sucrose) and stored at —20°C until DNA extraction. The
solution was harvested from the filters and DNA was extracted
using the Metagenomic DNA from Environmental Water
Samples Kit (EPICENTRE, WI, USA). DNA integrity was
checked by agarose gel electrophoresis and quantified spectro-
photometrically in a NanoDrop ND 1000 instrument (Thermo
Scientific, DE, USA). Five micrograms was used for sequencing
in the 454 Sequencing GS FLX Titanium platform (Laboratoério
Nacional de Computagido Cientifica, Petropolis, Rio de Janeiro,
Brazil).

Annotation and assembly

The raw metagenomic data were initially processed using CLC
Genomics Workbench 3.5, where sequences were quality trimmed.
Sequences less than 60 bp were discarded. Assembly was performed
using the CLC Genomics Workbench Assembler (>95% identity
and >50% of read length). Gene prediction was performed on the
assembled sequences using the program MGA (Noguchi et al.,
2006). Protein sequences were annotated by using the best blast hit
against the NCBI NR database. The entire unassembled dataset
was also annotated using the MG-RAST server [62].

Community structure using all reads. For taxonomy, the dataset was
compared using BLAST [63] to a combined database containing
the NCBI- NT database and whole genome shotgun assembly
data for 1000 draft microbial genomes from NCBI (http://www.
ncbinlm.nih.gov/Iproks.cgi). The data were analyzed using
MEGAN [64]. The taxonomic analysis was also performed using
the MG-RAST server using a cutoff of minimum alignment length
~50 and an evalue cutoff of le-5.

Community structure using rRNA

Ribosomal rRNA gene sequences in the metagenomic data were
identified by comparison against the RDP [65] using BLASTN.
Only alignments longer than 100 bp were considered. Sequences
were considered identified to the genus level if they had a %identity
>95% with a well identified existing sequence that was not
annotated as “‘uncultured” or “unidentified”. The best named hit to
the metagenomic rRNA sequence was considered to assign the
sequence to a high-level taxonomic group. Otherwise only higher
taxonomic levels were used. Sequences that matched only those
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annotated as “unidentified” or “uncultured” and those with <90%
identity to the best matching hit were considered unidentified.

Recruitment plots

Fragment recruitment of the Amazon dataset was performed
against all complete and draft microbial genomes using BLASTN.
The criteria for counting a hit were minimum %jidentity of 95%
and minimum alignment of 50 bp. Data was plotted using R
(http://cran.r-project.org). For selected genomes, recruitment was
also performed using TBLASTX (evalue cutoff le-5 and minimum
alignment length 50).

Comparison with GOS dataset

The Amazon data were compared against the entire Global
Ocean Sampling (GOS) expedition data [28] using BLASTN, and
a hit was counted using the criteria of minimum 95% identity and
alignment length of at least 50 bases.

Clustering with selected metagenomic datasets

All vs all comparison was performed using BLASTN with all
selected datasets. Only blast hits with >70% identity and >100 bp
length were considered. The Jaccard distance D between two
datasets (4 and B) can be computed as follows

D=1—(2 AB,/(AA,+ BB,))

where AB; is the total bit score of all the common hits between
datasets 4 and B, AA; and BB, are the total bit scores of the
comparisons of the datasets 4 and B to themselves. The tree was
built using the neighbor program in the PHYLIP package.

Functional profile comparison

Comparison of functional profiles was performed using STAMP
[51]. The minimum %identity was 70% and the minimum
alignment length was ~100. Statistical significance of the
differences between samples was assessed by the Two-sided
Fisher’s Exact test and Storey’s FDR method was used for
multiple test correction The most important metabolic categories
were selected by filtering by g-value (0.05), and using only those
categories that had at least 100 sequences and more than 2-fold
ratio between the proportions.

Pfam Domain analysis

Orf prediction in the metagenomic reads was performed using
FragGeneScan [66] and HMMERS3 package was used to identify
Pfam domains in translated protein sequences >60 aa in length.
In the comparisons to detect more frequent protein domains in
dataset X versus dataset Y, the abundance ratio is computed as %
of domain in dataset X/% of domain in dataset Y.

Accession numbers
Sequence data have been deposited in the INSDC Sequence
Read Archive under the accession SRP005263.2.

Supporting Information

Figure S1 Location where the sample was taken. The red
arrow in the magnified view (right panel) marks the location of the
site.

(TIF)

Figure S2 Comparison of Amazon dataset to the entire
GOS dataset. Comparison done using BLASTN. Minimum
criteria for counting a hit were %identity > = 90%, and minimum
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alignment length of 50 bases. Data shown are hits to each dataset
(using Amazon metagenome as query) normalized by the total
number of sequences in each GOS sample. Only the top 10
samples are represented here. Shown above each bar are the

Latitude, Longitude, Sample Depth, Chlorophyll Content,
Salinity, Temperature and Date of Collection. (NA: data not
available)

(TIF)

Figure S3 Recruitment of Amazon metagenome reads
by microbial genomes (Nitrosopumilus maritimus,
Polynucleobacter necessarius QLW-PIDMWA, Candida-
tus Pelagibacter ubique HTCC1062 and Acinetobacter
baumannii ATCC 17978). The vertical axis represents the
%identity of the metagenomic read to the genome. The
comparison was made using TBLASTX.

(TTF)

Figure S4 Phylogenetic profile of the Low GC (<50%
GC) and the High GC (>50% GC) reads of the amazon
metagenome. Total low GC reads (including unclassi-
fied) = 594257, Total high GC (including  unclassi-
fied) = 559245

(TIF)

reads

Figure S5 Archaeal reads in diverse metagenomes.
A) Archaeal vs Bacterial Reads across several metagenomic
datasets (shown as a % of all reads with a hit at evalue <le-5
and alignment length 50). B) Comparison of Archaeal taxonomic
groups across several metagenomic datasets (shown as a % of all
archaeal reads). Nanoarchaeota not shown as they comprised less
than 1% reads in all datasets)

(TTF)

Table S1 Sample parameters.

(DOCX)

Table S2 Phylogenetic Profile of reads common be-
tween Amazon and Lake Gatun.
(DOCX)

Table S3 Phylogenetic Profile of Lake Gatun using the
MG-RAST Server.
(DOCX)

Table S4 Protein domains overrepresented in the
Amazon dataset versus Lake Gatun dataset.

(DOCX)

Table S5 Protein domains overrepresented in the Lake
Gatun dataset versus Lake Gatun dataset.
(DOCX)

File S1 The file contains the results of the STAMP
comparison of the Amazon dataset versus the other
datasets (Lake Gatun, Deep Chlorophyll Maximum and
3 GOS samples GS15, GS16 and GS26).

(XLSX)
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Table S1: Sample parameters

Sample Collection Depth (m) 8
Total Depth (m) 15
River Width(m) 2100
Temperature (°C) 29.8
pH 7.09

-1 5.05
Oxygen (mgL ) ’
Turbidity (NTU) 18.20

-1
Suspended material (mgL ) 45.67
-1
Biological Oxygen Demand (mgL ) -2.90
Transparency (m) 0.2
1 109.7

Conductivity (uScm )

Latitude and Longitude

03°56'11.08" S
63°10'14.45" W

Collection date

17 September 2008

Collection time

2:00 pm




Table S2: Phylogenetic Profile of reads common between Amazon and

Lake Gatun

AMAZON READS COMMON WITH
LAKE GATUN

LAKE GATUN READS COMMON WITH
AMAZON

NAME # HITS NAME # HITS
Candidatus Pelagibacter ubique

Nitrosopumilus maritimus SCM1 11676 | HTCC1062 12033

Candidatus Pelagibacter ubique

HTCC1062 11613 | Acidothermus cellulolyticus 11B 8584

Acidothermus cellulolyticus 11B 3712 | Nitrosopumilus maritimus SCM1 7191

Streptomyces scabiei str. 87.22 2903 | Streptomyces avermitilis MA-4680 6696

Janibacter sp. HTCC2649 2828 | Streptomyces scabiei str. 87.22 6168

Polynucleobacter sp. QLW-

P1DMWA-1 2806 | Janibacter sp. HTCC2649 5891

Methylobacillus flagellatus KT 2767 | Thermobifida fusca YX 5885

Thermobifida fusca YX 2667 | Streptomyces coelicolor A3(2) 5691

Streptomyces avermitilis MA-4680 2612 | Frankia sp. EAN1pec 4729

Streptomyces coelicolor A3(2) 2386 | Kineococcus radiotolerans SRS30216 4422

Kineococcus radiotolerans

SRS30216 2142 | Frankia sp. Ccl3 3303

Frankia sp. EAN1pec 2028 | Salinispora arenicola CNS-205 3134

Salinispora tropica CNB-440 1516 | Salinispora tropica CNB-440 2899

Frankia sp. Ccl3 1405 | Methylobacillus flagellatus KT 2551

Salinispora arenicola CNS-205 1258 | Solibacter usitatus Ellin6076 2465

Nocardia farcinica IFM 10152 1071 | Cytophaga hutchinsonii ATCC 33406 2439

marine actinobacterium

PHSC20C1 924 | Polynucleobacter sp. QLW-P1DMWA-1 2352

Brevibacterium linens BL2 874 | Nocardia farcinica IFM 10152 2244

Mycobacterium smegmatis str.

MC2 155 823 | marine actinobacterium PHSC20C1 1997

Parvibaculum lavamentivorans

DS-1 786 | Blastopirellula marina DSM 3645 1913

Mycobacterium vanbaaleni

vanbaalenii PYR-1 741 | Rubrobacter xylanophilus DSM 9941 1876




Clavibacter michiganensis subsp.

Mycobacterium smegmatis str. MC2

michiganensis NCPPB 382 633|155 1693

Propionibacterium acnes Mycobacterium vanbaaleni

KPA171202 613 | vanbaalenii PYR-1 1629

Rubrobacter xylanophilus DSM

9941 591 | Acidobacteria bacterium Ellin345 1617

Polaromonas sp. JS666 578 | Brevibacterium linens BL2 1498

Magnetospirillum

magnetotacticum 547 | Parvibaculum lavamentivorans DS-1 1474

Mycobacterium sp. MCS 505 | Polaromonas sp. JS666 1440

Leifsonia xyli subsp. xyli str.

CTCBO7 490 | Sorangium cellulosum So ce 56 1343

Solibacter usitatus Ellin6076 477 | Roseiflexus sp. RS-1 1315
Herpetosiphon aurantiacus ATCC

Mycobacterium marinum M 42223779 1270




Supplementary Table S3 : Phylogenetic profile of Lake Gatun dataset using the MG-RAST

server.

Domain Organism Name H Hits
Bacteria Proteobacteria Candidatus Pelagibacter ubique HTCC1062 12033
Viruses dsDNA viruses, no RNA stage Cyanophage P-SSM2. 8620
Bacteria [Actinobacteria IAcidothermus cellulolyticus 11B 8584
Archaea Crenarchaeota Nitrosopumilus maritimus SCM1 7148
Bacteria Actinobacteria Streptomyces avermitilis MA-4680 6696
Bacteria [Actinobacteria Streptomyces scabiei str. 87.22 6168
Bacteria [Actinobacteria lanibacter sp. HTCC2649 5891
Bacteria Actinobacteria IThermobifida fusca YX 5885
Bacteria Actinobacteria Streptomyces coelicolor A3(2) 5691
Bacteria Actinobacteria Frankia sp. EAN1pec 4729
Bacteria /Actinobacteria Kineococcus radiotolerans SRS30216 4422
Bacteria Actinobacteria Frankia sp. Ccl3 3303
Bacteria [Actinobacteria Salinispora arenicola CNS-205 3134
Bacteria [Actinobacteria Salinispora tropica CNB-440 2899
Viruses dsDNA viruses, no RNA stage Bacteriophage S-PM2. 2871
Bacteria Proteobacteria Methylobacillus flagellatus KT 2551
Bacteria Fibrobacteres/Acidobacteria Solibacter usitatus Ellin6076 2465
Bacteria B;ﬂcltlgroidetes/chlorobi group Cytophaga hutchinsonii ATCC 33406 2439
Bacteria Proteobacteria Polynucleobacter sp. QLW-P1IDMWA-1 2352
Bacteria Actinobacteria Nocardia farcinica IFM 10152 2244




Supplementary Table S4: Top 25 protein domains overrepresented in Amazon versus Lake Gatun. Column 1 shows the name of the protein
domain, columns 2,3 show the number of hits to domain in each dataset. %Ratio= % of domain in Amazon / % of domain in Lake Gatun.

NAMES # AMAZON # GATUN % Ratio Comment

ERF 203 3 50.80 DNA Binding/Recombination
P22_CoatProtein 225 5 33.79 Phage

Phage_portal_2 235 6 29.41 Phage

Tannase 109 3 27.28 Degradation of aromatics

RecT 148 6 18.52 DNA Binding/Recombination

Terminase_3 208 12 13.01 Phage

Head-tail_con 237 16 11.12 Phage

MCPsignal 190 13 10.97 Signalling via Histidine Kinases
Terminase_GpA 231 18 9.64 Phage

PQQ_N 175 15 8.76 Coenzyme pyrrolo-quinoline quinone
Laminin_G_1 100 9 8.34 Extracellular Domain (usually Metazoan)
VRR_NUC 115 11 7.85 Type Il restriction modification enzymes associated
DUF3458 91 9 7.59 Domain of unknown function

HSP90 202 20 7.58 Heat Shock Protein

HDOD 147 16 6.90 Phosphohydrolases in nucleic acid metabolism
Bug 5644 645 6.57 Extracytoplasmic tricarboxylate-binding receptor
CheW 113 13 6.53 Signalling via Histidine Kinases
HemolysinCabind 333 41 6.10 Hemolysin-type calcium-binding repeat
Transposase_mut 137 18 5.71 Transposase

FHIPEP 185 25 5.56 Type lll Secretion Apparatus

DUF847 111 15 5.56 Lysozyme related enzyme

ACR tran 2567 363 5.31 Integral Membrane proteins/Drug Efflux
Terminase_1 284 43 4.96 Phage

DUF404 99 15 4.96 Domain of unknown function

RusA 131 20 4.92 Endonuclease




Supplementary Table S5: Top 25 protein domains overrepresented in Lake Gatun versus Amazon. Column 1 shows the name of the protein
domain, columns 2,3 show the number of hits to domain in each dataset. %Ratio= % of domain in Lake Gatun / % of domain in Amazon.

NAMES # AMAZON # GATUN % Ratio Comment

DUF3110 5 99 26.37 Domain of unknown function
PduV-EutP 29 124 5.70 Ethanolamine Utilization
Glyco_transf 11 45 189 5.59 Glycosyltransferase
Glyco_transf_25 52 182 4.66 Glycosyltransferase

Ras 43 148 4.58 GTPase

Actin 39 126 4.30 Structural Polymer
Sulfotransfer_2 27 82 4.05 Sulfotransferase

TnsA_N 35 98 3.73 Transposase

ATP-grasp_3 53 147 3.69 Ligation of carboxylate-containing molecule to
20G-Fell_Oxy 74 200 3.60 Oxygenase

Glyco_hydro_2 30 80 3.55 Glycosyl Hydrolase

DUF2596 33 80 3.23 Domain of unknown function
Arf 32 77 3.20 GTPase

Dnal_CXXCXGXG 72 172 3.18 Dnal Chaperone

YhjQ 68 159 3.11 Probable Bacterial cellulose synthase related
MraY_sigl 44 102 3.09 Peptidoglycan Biosynthesis
PcrB 68 155 3.04 Probable Helicase
Sulfotransfer_1 42 95 3.01 Sulfotransferase

DUF1731 33 73 2.95 Domain of unknown function
zf-C3HC4 32 70 2.91 Zinc finger proteins
Phage_T4_gp19 150 328 2.91 Phage

GPW_gp25 96 209 2.90 Lysozyme related phage protein
SNase 93 197 2.82 Nuclease

Arg_repressor 35 73 2.78 Arginine Breakdown

DUF836 35 73 2.78 Domain of unknown function




Supplementary Figure S1.

Location where the sample was taken. The red arrow in the magnified view
(right panel) marks the location of the site.



Supplementary Figure S2.

Comparison of Amazon dataset to the entire GOS dataset. Comparison done
using BLASTN. Minimum criteria for counting a hit were %identity >= 90%, and

minimum alignment length of 50 bases. Data shown are hits to each dataset

(using Amazon metagenome as query) normalized by the total number of

sequences in each GOS sample. Only the top 10 samples are represented here.
Shown above each bar are the Latitude, Longitude, Sample Depth, Chlorophyll
Content, Salinity, Temperature and Date of Collection. (NA: data not available)
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Supplementary Figure S3.

Recruitment of Amazon metagenome reads by microbial genomes
(Nitrosopumilus maritimus, Polynucleobacter necessarius QLW-P1DMWA,
Candidatus Pelagibacter ubique HTCC1062 and Acinetobacter baumannii ATCC
17978). The vertical axis represents the %identity of the metagenomic read to
the genome. The comparison was made using TBLASTX.

Nitrosopumilus maritimus PolynucleobacternecessariusQLW-P1DMWA




Supplementary Figure S4.

Phylogenetic profile of the Low GC (<50% GC) and the High GC (>50% GC) reads
of the amazon metagenome. Total low GC reads (including unclassified) =
594257, Total high GC reads (including unclassified) = 559245

A.Low GC reads (233898) B. High GC reads (305829)
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Supplementary Figure S5.

Archaeal reads in diverse metagenomes

A) Archaeal vs Bacterial Reads across several metagenomic datasets (shown as a
% of all reads with a hit at evalue < 1e-5 and alignment length 50).

B) Comparison of Archaeal taxonomic groups across several metagenomic
datasets (shown as a % of all archaeal reads). Nanoarchaeota not shown as they
comprised less than 1% reads in all datasets)
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