UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E BIOLOGIA MOLECULAR

OBTENCAO DE GENOMAS BACTERIANOS A PARTIR DE DADOS
METAGENOMICOS DA USINA HIDRELETRICA DE TUCURUI

MARCOS DANIEL MENDES PADILHA

Belém-Para

Agosto-2023



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E BIOLOGIA MOLECULAR

OBTENCAO DE GENOMAS BACTERIANOS A PARTIR DE DADOS
METAGENOMICOS DA USINA HIDRELETRICA DE TUCURUI

MARCOS DANIEL MENDES PADILHA

Dissertagdo de mestrado submetida ao Programa
de Poés-Graduagdo em Genética e Biologia
Molecular do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Pard como requisito
final para obten¢do do grau de mestre em
Genética e Biologia Molecular

Orientador (a): Prof. Dr. Diego Assis das Gracas

Belém-Para

Agosto-2023



Dados I nter nacionais de Catalogacdo na Publicacdo (Cl P) de acordo com | SBD

Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal do Para

Gerada automaticamente pelo médulo Ficat, mediante os dados for necidos pelo(a) autor (a)

P1230

Padilha, Marcos Daniel Mendes.

Obtencao de genomas bacterianos a partir de dados
metagendmicos da UHE de Tucurui / Marcos Daniel Mendes
Padilha. — 2023.

xv, 101 f. :il. color.

Orientador(a): Prof. Dr. Diego Assis das Gragas

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal do Pard,
Ingtituto de Ciéncias Bioldgicas, Programa de Pos-Graduacéo em
Genética e Biologia Molecular, Belém, 2023.

1. Adaptagdo microbiana. 2. Metagenoma de lago. 3.
Bactérias de lagos de égua doce. 4. Bioquimica e metabolismo
microbiano. . Titulo.

CDD 576.5



http://www.tcpdf.org

MARCOS DANIEL MENDES PADILHA

OBTENCAO DE GENOMAS BACTERIANOS A PARTIR DE DADOS
METAGENOMICOS DA USINA HIDRELETRICA DE TUCURUI

Dissertagdo de mestrado submetida ao Programa de Po6s-Graduagdo em Genética e
Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Para

como requisito final para obtengdo do grau de mestre em Genética e Biologia Molecular

Orientador: Pr. Dr. Diego Assis das Gragas
Instituto de Ciéncias Bioldgicas - UFPA

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Rafael Azevedo Baratuna (Avaliador)
Instituto de Ciéncias Biologicas - UFPA

Prof. Dr. Artur Luiz da Costa da Silva (Avaliador)
Instituto de Ciéncias Biologicas - UFPA

Prof*. Dr®. Danielle Murici Brasiliense Seligmann (Avaliadora)

Instituto Evandro Chagas - [EC

Prof. Dr. Adonney Allan de Oliveira Veras (Suplente)
Instituto de Ciéncias Biologicas - UFPA

Belém-Para

Agosto-2023



INSTITUICOES E FONTES FINANCIADORAS

Programa de P6s-Graduagao em Genética e Biologia Molecular - PPGBM
Laboratorio de Engenharia Bioldgica - ENGEBIO da Universidade Federal do Para
Centro de Gendmica e Biologia de Sistemas - CGBS da Universidade Federal do Para
Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - CNPq
Instituto de Ciéncias Biologicas - ICB

Concessiondria do servigo publico de energia elétrica Eletrobras Eletronorte do Para



“Treine a si mesmo a deixar partir tudo que teme
perder”

(Yoda)



DEDICATORIA

A minha querida orientadora doutora Rosimar Neris Martins Feitosa que me motiva
€ me inspira a seguir nas pesquisas de biologia parasitéria, especialmente a Virologia e ser
um futuro virologista.

Ao meu orientador Dr. Gustavo Moraes Holanda que tem me guiado e contribuido
muito para minha formagdo ao longo da minha graduacao e mesmo depois da graduacao
como Bidlogo.

A familia Ribeiro que tem me dado suporte desde a época da graduacdo e
contribuiram imensamente para minha formagao.

A minha querida e gentil amiga Maria das Gragas Veiga da Silva Ribeiro que sempre
me deu suporte durante minha graduacdo e contribuiu bastante para muitas coisas
acontecerem na minha vida profissional.

Aos alunos do curso de Biomedicina da UFPA que sempre me apoiam, elogiam e me
motivam a continuar como professor e pesquisador.

A meus professores, colegas, familiares e todos que contribuiram direta e

indiretamente para minha formagao.



AGRADECIMENTOS

Ao meu Orientador Dr. Diego Assis das Gracas que me concedeu a oportunidade de
desenvolver esse projeto de pesquisa no laboratério de Engenharia Bioldgica e tem
direcionado da melhor forma a minha pesquisa, sou imensamente grato.

Agradeco imensamente a Deus por ter me guiado e dado forcas para continuar nessa
caminhada de pos-graduacao que nao tem sido facil mas ardua.

Ao colega de laboratdrio Savio de Souza Costa por me auxiliar e se comprometer em
ajudar nas minhas analises de bioinformatica.

Ao Doutor Adonney Allan de Oliveira Veras por me auxiliar ¢ se comprometer a
ajudar nas minhas analises de bioinformatica.

Ao colega de laboratdrio Johnes Pinto Sanches por me auxiliar e se comprometer em
ajudar com a formatacdo grafica desse documento.

Ao laboratério de Engenharia Bioldgica - EngBio por subsidiar as ferramentas
adequadas para execucao desse projeto de pesquisa.

Ao Centro de Genomica e Biologia de Sistemas - CGBS por fornecer estrutura e
suporte a pesquisa realizada.

A Universidade Federal do Pard - UFPA pelo suporte e fornecer tudo que preciso
para desenvolver essa pesquisa.

Ao CNPq pela bolsa de pesquisa.



Sumario

Lista de abreviaturas € Siglas .......cciviiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiniiiiinniccisaricsensscsennscns 10

Lista de fIZUras ...covvviiiiiniiiiiiniiiiintieiineiioiinrtossssrcssssssossssscssssssossssssssnnssoses 12

RESUIMO +ivviiiiiiniiiiiniiiiintiiiiietiiiessteseessecsssssossssssssssssssssssssssssssssssssossnsses 15

D R 1 16

TINTRODUQGAOQ ...cvuiuniiniieienetententerteneeseseeseeseeseeseeseeseeseesseseessesesnsses 17

1. 1 Caracteristicas gerais das bacterias ..........c.ovveiviiiiiiiiiii i eaieeeaeans 17

1. 1. 1 Bioquimica e metabolismo de bactérias de lagos da Amazoénia .............. 20

2 USINA HIDRELETRICA DE TUCURUI «..cvvvuiiiiiieieeiiieeeeeiieeeeveneeeeeeneee 24

2. 1 Caracterizagao € definiGOS GETALS ..uvvirreertt ettt ie et eieeeieeaeeanaens 24

2. 1. 1 Importancia €CONOMICA ... .euuuiente ettt et et eeteeeeeeeaeeaeeaaeannenns 27

2. 1.2 Aspectos SOCIOAMDIENTALS ......veerttiieieeie et ee i eeeieeeeeeaeennss 28

2. 1. 3 Perspectiva humana e regional ...............coiiiiiiiiiiiiiiii i 30

2.2 Microbioma de TUCUIUL ......viieiii e e e eae e 30

RIY 1 O VX 01 (001 1 (0 N 33

3. 1 Historico da metagenOmiCa .. ....ueuueenettett et et et e e e eeeeeaeenneanns 33

R 5107 1Y 1) w1 F: 15 Tor: H 35

3. 2. 1 Genomas montados €m Metagenoma ..........evuvrereernreeineenneeaneeennenn. 37

4 OBIETIVOS ..coiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiitieteetttiutiaseesncsatssssssssssssssssssssnssnsnsns 40

4.1 ObJetiVO Geral ... e 40

4.2 Objetivos €SPECITICOS ..uuuiieii ettt e e 40

5 MATERIAL E METODOS ....ccuiirtiiieeeeeinneeerraneeersesneeesssnneeesssseeessssnessns 41

5.1 Obtengao de amostras € dados ..........c.oiiiiniiiiii i 41

5.2 Analise de dados ....oiniii e 42

5.3 ANAlise dOS MAGS ...vuiii e 42

(30 28 T U B 17N D L0 1 44

6. 1 Analise do SEqUENCIAMENTO .....uieutiiett ettt e e e e et eaeeenaeeneeanns 44

6. 2 Analise Taxonomica e de diversidade das amostras .................coovviiiiiiinnnn. 47

6.3 Descri¢ao dos principais MAGs encontrados ..........ccevveviiiiiiiiiiiiiinnennnnnnn. 51

6. 4 Perfil funcional dos MAGS .......c.iiiiiiii i 57

TDISCUSSAOD ..eveuiiiieiitiiieee et ettt e e eettenae e s eeeteennaeeseeeessnanessseeennnes 60

8 CONCLUSAQ ..cvvuuiiiiiiiiiiieieee ettt e e e eettaaieeeseeetananaeseeeeanannneseeeens 67

9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oiiiiiiueiinnienneenneneereeeeeeeeeeeeeeeeees 68

SECAO DE RECURSOS DA INTERNET .....cccittuiiiiiienneeeneeeneerneeeneeenneesnnnns 92

APENDICES ...eeeiiiieieeeeeieeeeeeeeeerraeannnsnseseenrerrreeeeeeeeeeeaeeeeeeseeesasasaessenns 93
APENDICE A - Caracteristicas das esta¢des do lago da UHE de Tucurui e suas

profundidades MAXIMAS ......oinuiieii it 94

APENDICE B - Completude de sequenciamento em percentual dos 80 MAGs ............ 95

ANEXOS iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiiitiettettttnttatiectecatsssssntesssssscssssssssnsns 98

ANEXO A - Localizagao da UHE de Tucurui e suas estag0es ............cccevvveenieennnnnnn. 99



ANEXO B - Mapa do lago de Tucurui com o ponto de coleta das amostras

ANEXO C - Maquinaria de fosforilagao oxidativa .............................

ANEXO D - Maquinaria de fotossintese em cianobactérias no lago de Tucurui ..........



Lista de abreviaturas e Siglas

C - Carbono

pH - Potencial hidrogenidnico

N - Nitrogénio

P - Fosforo

K - Potéssio

DNA - Acido desoxirribonucleico
LPS - Lipopolissacarideos

MAGs - Genomas montados em metagenomas
COz2 - Dio6xido de carbono

CBB - Ciclo Calvin Benson Bassham
H - Hidrogénio

H2S - Sulfeto de hidrogénio

S203* - Tiossulfato

S - Enxoftre

Fe - Ferro

Pi - Fésforo inorgénico

ATP - Adenosina trifosfato

SO4?- - Sulfato

NO3 - Nitrato

CH3COO- - Acetato

CH4 - Metano

NH3 - Amonia

NOz2 - Nitrito

MCR - metil-coenzima M redutase
Oxido nitroso - N20

SsC - Sistemas de dois componentes
UHE - Usina Hidrelétrica

MW - Megawatts

Hg - mercurio

MeHg - Metilmercurio



ug/g - Micrograma/grama

ARGs - Genes de resisténcia a antibidticos
WGS - Whole Genome Sequence

rRNA - Acido ribonucleico ribossomal

pb - Par de bases/Pares de bases



Lista de figuras

Figura 1 - As interagdes entre os microrganismos no microbioma mudam ao longo do
177000 0O RN SR C] o 1o o P 19

Figura 2 - Metabolismo anaerobios e microaerobios na comunidade bentonica de Laguna

7 22
Figura 3 - Via de biossintese de peptidoglicano em E. coli .............cccovviiiiiiiiiinnnannn. 23
Figura 4 - Envelope celular de bactéria Gram-negativa e o transporte de LPS ............. 24
Figura S - Localizacdo da UHE de Tucurui na bacia do rio Tocantins ....................... 25

Figura 6 - Extensao do reservatorio da UHE de Tucurui e os 7 municipios atingidos pela
barragem do Rio TOCANTINS .......iueiniitit i 26
Figura 7 - Representacdo das principais etapas do processo fermentativo pelas bactérias do
lago da UHE de TuCurul ........ooiiiiii e e 31

Figura 8 - Os mecanismos celulares que conferem resisténcia ao mercurio nas bactérias
envolvem, bioacumulagdo, transforma¢do enzimatica, volatizacdo, sequestro intercelular
por metalotioneinas e sequestro extracelular por EPS ... 33
Figura 9 - Construcdo de bibliotecas e estratégia de pooling .................c...oooviinin.n. 34
Figura 10 - Geracao de binnings e grafico de montagem onde € possivel analisar a
extracdo de leituras e remontagem de MAGs calculando a distancia entre os binnings nos
vértices compartilhados ..........oooiiii i 36
Figura 11 - Filogenia, taxonomia e tamanho do genoma de genomas montados em
metagenomas (MAGS) 1€CONSTIUIAOS ...uvuiiniiiit e e eeee s 38
Figura 12 - Estatistica resumida e caracteristicas de MAGs com curadoria que foram
gerados em 4 abordagens (coassembly de metaSPAdes e CONCOCT [cinza], coassembly
de metaSPAdes e DAS Tool [laranja], coassembly de metaSPAdes MetaBAT2 [azul], e

metaSPAdes reagrupados time-montagem discreta e CONCOCT [verde]) .....ccoeveveeennenn. 39
Figura 13 - Localizagdo da UHE de Tucurui e suas estagdes ............ccoveivuieniiienannnn. 99
Figura 14 - Mapa do lago de Tucurui com o ponto de coleta das amostras ................ 100

Figura 15 - Grafico com média de qualidade de leitura por pb do sequenciamento /on
ProtonT M ..........o e 44
Figura 16 - Distribuicdo das frequéncias e significancias por contagem de leitura de

contelldo GC em percentual ............ooiiiiiiii e 45



Figura 17 - Grafico do comprimento total de leituras mapeadas em pb de acordo com a
distribuicdo de todas as SEQUENCIAS .....vieutintt et ettt ettt eet e et eeeee et eee e eaenaenns 46

Figura 18 - Qualidade e distribuicao de todas as sequéncias pelo valor de significancia de

qUalidade de PAFEdS .........ooneei i e 47
Figura 19 - Classificagcdo taxondmica em nivel de Filo Fornecida pelo KBASE ............ 49
Figura 20 - Classificagdo taxondmica em nivel de Familia Fornecida pelo KBASE ....... 50
Figura 21 - Gréfico em percentual fornecido pelo BUSCO ...............cooiiiiiiinn. 52
Figura 22 - Grafico do perfil funcional dos 80 MAGs com o valor em porcentagem ..... 57
Figura 23 - Grafico do perfil funcional do MAG 64 com valor em porcentagem ......... 58
Figura 24 - Grafico do perfil funcional do MAG 72 com valor em porcentagem ......... 58
Figura 25 - Grafico do perfil funcional do MAG 73 com valor em porcentagem ......... 59
Figura 26 - Maquinaria de fosforilagdo oxidativa ................coooiiiiiiiiiiiiii, 101

Figura 27 - Maquinaria de fotossintese em cianobactérias no lago de Tucurui ........... 102



Resumo

Tucurui € a segunda maior Usina Hidrelétrica brasileira, o lago artificial no municipio de
Tucurui alterou o ecossistema da regido. Muitos microrganismos de vida livre responsaveis
pela degradagdo de biomassa, decomposicdo de matéria organica, ciclos biogeoquimicos,
alguns de interesse clinico, estdo adaptados para viver no reservatorio do lago. Esta
pesquisa tem por objetivo a obtengdo de genomas bacterianos por dados metagendmicos e
identificar perfis funcionais e metabolismos microbianos no lago. Amostras de agua e
sedimento foram coletadas no lago da Usina Hidrelétrica de Tucurui nas camadas fbtica,
afotica e sedimentar da estagdo do montante do novo repartimento. Apds a filtragdo em
membrana de nitrocelulose as amostras de DNA foram extraidas. O sequenciamento de
metagenoma total foi realizado na plataforma Ion ProtonTM. Utilizou-se o0 Megahit para a
montagem dos metagenomas. ORFs foram previstas usando Prodigal e foi usado o BUSCO
para as quantificacdes de métricas de completude para avaliacdo comparativa de ortdlogos
universais de copia tnica. Os genomas montados em metagenomas foram classificados nos
banco de dados. Os filos foram definidos em nivel de género e espécie, onde foi
encontrado uma microbiota diversa e extremamente conservada. O perfil funcional dos
metagenomas encontrados corroborou com outros estudos de metagenomas de lagos
oligotroficos, demonstrando alta atividade bioquimica, conservada e diversa, sendo um
estudo pioneiro ao montar os primeiros metagenomas de amostras da Usina Hidrelétrica de

Tucurui.

Palavras-chave: Adaptagdao microbiana, Metagenoma de lago, Bactérias de lagos de agua

doce, Bioquimica e metabolismo microbiano



Abstract

Tucurui is the second largest Brazilian Hydroelectric Power Plant, the artificial lake in the
municipality of Tucurui has altered the ecosystem of the region. Many free-living
microorganisms responsible for biomass degradation, organic matter decomposition,
biogeochemical cycles, some of clinical interest, are adapted to live in the lake reservoir.
This research aims to obtain bacterial genomes by metagenomic data and identify
functional profiles and microbial metabolisms in the lake. Water and sediment samples
were collected in the lake of the Tucurui Hydroelectric Power Plant in the photic, aphotic
and sedimentary layers of the station upstream of the new division. After filtering through
a nitrocellulose membrane, the DNA samples were extracted. Total metagenome
sequencing was performed on the Ion ProtonTM platform. Megahit was used to assemble
the metagenomes. ORFs were predicted using Prodigal and BUSCO was used for the
quantification of completeness metrics for comparative evaluation of single-copy universal
orthologues. Genomes assembled into metagenomes were classified in the databases. The
phyla were defined at the genus and species level, where a diverse and extremely
conserved microbiota was found. The functional profile of the metagenomes found
corroborated with other studies of metagenomes of oligotrophic lakes, demonstrating high
biochemical, conserved and diverse activity, being a pioneering study when assembling the

first metagenomes of samples from the Tucurui Hydroelectric Power Plant.

Keywords: Microbial adaptation, Lake metagenome, Freshwater lake bacteria,

Biochemistry and microbial metabolism
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1 INTRODUCAO
1. 1 Caracteristicas gerais das bactérias

A biodiversidade do ecossistema tornou-se objeto de estudo intensivo, € uma gama
de informa¢des vem sendo reunida sobre a distribuicdo de microrganismos ao redor do
mundo. Além disso, hd um interesse crescente no papel dos microrganismos em processos
biogeoquimicos, biotecnologia, poluicao e satde (Poli et al., 2017).

Para Wagg et al. (2021), as composi¢des das comunidades microbianas sdo altamente
dinamicas, e as mudangas na composi¢ao levam a alteragdes nas fungdes dos ecossistemas.
Zheng et al. (2019) afirmam que bactérias, arquéias e fungos contribuem para
decomposi¢do de matéria organica, dindmica do carbono (C) e ciclagem de nutrientes. De
acordo com Jiao et al. (2021), algumas espécies de bactérias podem sintetizar antibidticos
afetando a competicao interespecifica por recursos, como compostos volateis, para inibir a
germinacdo de esporos fungicos, crescimento, atividade enzimadtica e expressao génica.

Caracteristicas microbianas intrinsecas como crescimento heterotrofico, autotrofico,
potencial vegetativo, genes de esporulacdo, sistemas de toxina e antitoxina, fatores
promotores de reativagdo, bioquimica, fisiologia e reagdes redox, tém sido associadas a
uma capacidade aprimorada de fungdes mediadas por microbios em diversos habitats
(Bardgett and Caruso, 2020).

Para Maestre et al. (2015), os fatores intrinsecos podem ser definidos como a
resiliéncia e resisténcia microbioldgica em resposta a uma perturbagdo, bem como a
capacidade de se recuperar. Membros do filo Actinobacteria predominantes em solo seco
mostraram-se altamente resistentes devido a alta tolerancia a desseca¢do. Em contraste,
membros do filo Acidobacteria sao menos resistentes, porém mais resilientes, mostrando
notavel recuperagao devido a sua estratégia de crescimento rapido (Barnard et al., 2013).

Jin and Kirk (2018) afirmam que o pH das bactérias, ¢ outro condicionante intrinseco
podendo afetar muitos fatores como a quimica de metabdlitos, enzimas e permeabilidade
da membrana celular. Os micrébios normalmente vivem em uma faixa de 3 a 4 unidades de
pH e sdo descritos como acidofilos aqueles que crescem em pH < 5, neutréfilos entre 5 e 9
e alcalifilicos > 9.

Borowik et al. (2021) definem fatores extrinsecos como todos aqueles baseados em

condicionantes ambientais externos, como indicadores fisicos relacionados a textura,
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agregacao, porosidade e umidade do substrato; bem como fatores quimicos, incluindo os
teores de Carbono organico, nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K) disponiveis.

Nguyen et al. (2021) argumentam que atividades microbianas, que ocorrem em
diferentes ambientes quimicos e fisicos sdo altamente dinamicas e experimentadas pelas
bactérias como diferencas ambientais no microbioma, em condi¢cdes de temperatura
controlada, luz e fluidos, bactérias tendem a mudar a medida que ha variagdes desses
parametros no ambiente.

De acordo com Seel et al. (2016) em bactérias a temperatura condiciona importantes
enzimas para mediar adaptacdo metabdlica a ambientes extremos como no caso de
termofilicas e mesofilicas. Zhao et al. (2013) definem a temperatura como fator-chave, seu
impacto acelera a cinética da rea¢dao no crescimento microbiano e fungdes fisiologicas, que
permitem as bactérias adaptagdes a faixas de temperatura especificas em diversos
ambientes.

Variagdes ambientais sdo onipresentes, diversas e moldam o comportamento
microbiano, sua ecologia e evolugdo. A fragdo de mutagdes benéficas aumenta conforme as
mudangas nos gradientes ambientais, podendo criar ambientes nos quais as bactérias
evoluem rapidamente. Os micrébios desenvolveram caracteristicas especializadas para
sobreviver em ambientes diversos entre varias condigdes (Nguyen et al., 2021a).

Para Nguyen et al. (2021b) and Pribis et al. (2022), a estabilidade fisioldgica confere
vantagem de crescimento. A existéncia de mecanismos de mutagénese induzida ¢ regulada
positivamente em resposta a estressores. Isso implica que a taxa de mutagdo aumenta
quando as células estdo mal adaptadas ao seu ambiente, o que torna as bactérias
microrganismos mais bem adaptadas.

Stuart and Franklin (2008) argumentam que outros mecanismos contribuem para a
heterogeneidade adaptativa. A expressdo génica estocastica, também influencia essa
heterogeneidade, no contraste de mudangas nas sequéncias de DNA, subpopulacdes
microbianas expressam genes diferentes da populagdo maior de maneira estocastica, em
vez de uma determinada variante ambiental (Figura 1).

Di Lorenzo et al. (2020) afirmam que os Lipopolissacarideos (LPS) na membrana
externa de bactérias gram-negativas, sdo macromoléculas anfifilicas indispensaveis para a

viabilidade e sobrevivéncia. Sobre condicdes adversas, as bactérias podem modificar sua
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estrutura priméaria de LPS para reforgar o envelope celular, fornecendo protecao adicional e

facilitar a adaptagao.
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Escala de tempo
Ambiente 1 Ambiente 2 S
@2, (= ) (
- ‘. Ak
LE B ] LLL h

<%

Baixa mismra Alta mistura

D

E: @ %

]

3 @

=

=z

=

Q

3 ]

g 4 Burladores 4 Burladores

‘& | + Interagdes negativas 1 Interacdes negativas

M | +Interagées positivas 1 Interagfes positivas

2 )

E o8

5

=

5 0 SO

& | tBurladores D 4 Burladores .

:ﬂ' 1 Interagdes negativas 11 Interagbes negafivas
4Interagdes positivas T Interagdes positivas

Figura 1 - As intera¢des entre 0s microrganismos no microbioma mudam ao longo do tempo e espago. (a) alteragdes nas
atividades da rede intracelular ou no genotipo por mutagdo aleatdria ou transferéncia horizontal de genes podem levar a
alteragdes nas interagdes microbianas; em um ambiente um micrébio pode produzir moléculas que levam a um impacto
positivo em um segundo micrdbio (circulos verdes e seta verde), enquanto no segundo ambiente 0 mesmo microbio pode
produzir moléculas que levam a um impacto negativo em um segundo microébio (tridngulos roxos e seta roxa) devido a
mudangas na atividade transcricional; Direita: Em escalas de tempo longo, alteragdes genéticas devido a transferéncia
horizontal de genes podem alterar as redes intracelulares, o DNA pode ser captado por outra bactéria receptora e
integrado ao cromossomo por meio de recombinagdo homologa, quando isso ocorre as atividades funcionais de um
microbio podem mudar. (b) Esquema destacando uma hipodtese sobre como uma mistura espacial (eixo x) e densidade
populacional (eixo y) pode alterar a frequéncia em que o beneficio da cooperagdo ¢ desproporcional a contribui¢ao para a
cooperacdo e as distribui¢des de interagdes positivas/negativas em uma comunidade microbiana. As setas para baixo
indicam uma frequéncia baixa e as setas para cima uma frequéncia alta. Fonte (Adaptado de Cao et al., 2018).

Os micrdbios sdo 0s microrganismos mais abundantes do planeta. A composi¢ao da
comunidade microbiana alterna de acordo com gradientes ambientais, como distancia
geografica, salinidade, temperatura, condi¢des climaticas e de nutrientes (Thompson et al.,
2017). Interrompem a produgdo de pogos de petrdleo e gés, contaminam o abastecimento
de agua potavel, no meio clinico causam maultiplas infec¢des, mas também podem ser
benéficos como no tratamento de aguas residuais, biodisponibilidade de nutrientes no solo
ou bioremediagdo de derramamentos de 6leo (Pandit et al., 2020; Hemdan et al., 2021).

Lortou et al. (2022) afirmam que, apesar dos avangos tecnologicos e das pesquisas

identificarem novos taxons todos os anos, ainda existe uma grande diversidade de espécies
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microbianas que ndo foram descritas. A biologia desses microrganismos ainda permanece
inexplorada e com elevada diversidade.

A diversidade funcional e gendmica dos micrdbios € essencial para os padroes e
funcionamento dos ecossistemas, a metagenOmica nesse contexto se tornou uma
ferramenta poderosa das 6micas independente de meios de cultura para compreensdo dos
padrdes evolutivos, bioquimica e perfil funcional (Escalas et al., 2019).

Um grande niimero de ferramentas de bioinformadtica para analise microbiana foram
desenvolvidas, isso ¢ importante, pois agora ¢ muito comum incluir genomas isolados ndo
caracterizados e genomas montados por metagenomas (MAGs) na andlise e identificagdo
de taxons em nivel de filo, género ou espécie (Li and Yin, 2022). Assim, os MAGs
especificos de microrganismos levam a descobertas de tdxons microbianos nao
caracterizados anteriormente e aprofundam a compreensdo da fisiologia e ecologia

microbiana (Hickl et al., 2022).

1. 1. 1 Bioquimica e metabolismo de bactérias de lagos da Amazonia

Transformagdes bioquimicas sdo realizadas por redes biomoleculares distribuidas, os
produtos sao utilizados como fonte de energia pelas bactérias acetogénicas, metanogénicas,
redutoras de sulfato e nitrificantes (Cao et al., 2019). De acordo com Santos-Junior et al.
(2020), a bacia do rio Amazonas compreende quase 38% da América do Sul continental, e
sua descarga ¢ responsavel por 18% das entradas de dguas interiores do mundo para os
oceanos. Apesar de sua relevancia para processos em escala global, ha uma compreensao
limitada do microbioma da regido do Amazonas.

Reis et al. (2019) destacam que as planicies de inundacdo amazdnicas formam redes
hidrolégicas complexas, desempenhando papéis relevantes nos ciclos biogeoquimicos
globais, a degradacdo bacteriana de matéria organica nesses sistemas por processos
bioquimicos ¢ fundamental para o balango do C regional. Nesses ecossistemas aquaticos as
comunidades microbianas podem ser encontradas de acordo com seu estilo de vida.

Alfreider et al. (2018) argumentam que, em diferentes géneros de bactérias, a enzima
responsavel pela fixacdo de didxido de carbono (CO2) no ciclo Calvin Benson Bassham
(CBB) ¢ a RubisCO. Essa enzima ¢ conhecida por sua afinidade catalitica para CO2 e
mecanismos de concentracio de C, que apoiam melhor crescimento em baixas

concentragdes de CO2 em lagos de dgua doce.
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Segundo Nezio et al. (2021), as bactérias sulfurosas fototréficas anoxigénicas em
ambientes anoxicos sdo 0s principais microrganismos produtores primarios de carbono
inorganico. Essas bactérias podem foto-oxidar elétrons como hidrogénio (H), sulfeto de
hidrogénio (H2S), tiossulfato (S203?-), enxofre (S) e ferro (Fe). Elas prosperam em
ambientes onde tanto a luz quanto sulfetos estdo presentes, incluindo sedimentos, fontes
termais e lagos de agua doce.

Para Fecskeova et al. (2019), as bactérias fototroficas anoxigénicas usam centros de
reacdo contendo bacterioclorofila (BChl). Os centros de reagdo fotossintética conduzem o
tipo 1 baseados em FeS (sulfeto de ferro) sendo encontrados em Chlorobi, Firmicutes,
Acidobacteria ja o tipo II, feotinina-quinona sdo encontrados em Proteobacteria,
Chloroflexi e Gemmatinonadetes.

A maioria dos fototroficos mencionados depende de um centro de reagdo
heterodimérico tipo 2 com os genes puflL e pufM. Dessa forma, todas as bactérias
fototroficas oxigénicas e anoxigénicas usam o complexo enzimatico protoclorofilida
oxiredutase, codificado pelos genes chILNB e bchLNB (Tahon et al., 2016).

Em lagos oligotroficos de agua doce, a limitagdo de P ¢ comum, bactérias podem se
adaptar a deficiéncia de P, sensores de fosforo inorganico (Pi) e proteinas de respostas
atuam como ativadores transcricionais do regulon Pho, que codifica genes de clivagem e
incorporac¢do de compostos de fosforo organico dissolvido. O ATP ¢ clivado por hidrolases
e os residuos de Pi liberados sdo absorvidos pelas células (Rofner ef al., 2016).

Picazo et al. (2021) afirmam que a influéncia dos sedimentos do fundo dos lagos,
pode explicar a ocorréncia de microrganismos com potencial metabolismo anaerdbio,
como a respiragao dissimilatoria de sulfato (SO4%*) e nitrato (NO37), bem como a presenga
de oxidantes de metano.

A respiracdo dissimilatoria de SO4*, por bactérias de lagos, como representantes do
filo Deltaproteobacteria, envolve oxidases terminais para respirar oxigénio, genes que
codificam para SO4* como sat, aps € dsr sdo constitutivamente transcritos. Disulfotignum
também expressa mondxido de carbono desidrogenase e acetil-CoA sintetase para a
oxidagao de acetato (CH3COO-) ou fixagao de CO2 (Saad et al., 2017).

No estudo de Gracas ef al. (2011) foi identificado que zonas andxicas de agua doce

sao de grande interesse microbiano para arquéias e bactérias metanogénicas, presentes
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nesses ambientes, que capturam C e metabolizam em CO2 ou CH3COO- em vérios
estagios resultando em metano (CH4) como produto final.

Milucka et al. (2015) afirmam que a via bioquimica para oxidacdo do CH4 por
bactérias envolve enzimas monooxigenases soliveis, também utilizada por
Methylomirabilis oxyfera que pode acoplar oxidacdo aerdbica do CH4 a redugdo de nitrito
(NO2") a nitrogénio (N2). Em contraste, em algumas arquéias, a via de oxida¢do anaerdbica
a metil-coenzima M redutase (MCR) ¢ a principal enzima ativadora do CHa4.

A nitrificacao € uma etapa fundamental no ciclo do N, a oxidagdo de amonia (NH3) a
NO2™ por microbios € a primeira reagdo do processo de nitrificagdo, a segunda reacdo ¢ a
oxidacao de NO2™ a NO3™ (Figura 2). O NO3™ pode ser o aceptor de elétrons em outros
metabolismos, como oxidacdo de compostos de S, moléculas organicas, ou pode ser
reduzido a N2 (Figura 2) por espécies de bactérias como Colwellia (Parro et al., 2019).

De acordo Pan et al. (2023) genes nitrificantes funcionais especificos nirK, nirS e
nirZ do processo de desnitrificagdo codificam redutases associadas a cada via de redugdo
de NO3". A reducao de 6xido nitroso (N20) ¢ a ultima etapa da via de desnitrificagdo sendo

catalisada pela redutase do N20O codificada pelo gene nosZ (Kandeler ef al., 2006).
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Figura 2 - Metabolismo anaerobios e microaerdbios na comunidade bentdnica de Laguna Negra. Sob condig¢des
microaerdbicas, o amonio da matéria organica em decomposi¢do alimenta as arquéias oxidantes de amodnia tipo
Nitrosopomilus (AOA) acopladas a bactérias oxidantes de nitrito (NOB) (nitrificantes) do género Nitrospira para produzir
nitrato. Por sua vez, o nitrato ¢ um bom aceptor de elétrons na maioria dos nichos anaerdbios para a oxidagdo de
compostos de enxofre por bactérias oxidantes de enxofre (SOB) ou compostos esterdides da microfauna bentonica. PAHs
(hidrocarbonetos aromaticos policiclicos). Alternativamente o nitrato pode seguir um processo de desnitrificagdo
completo para N2 que, por sua vez, e considerando a oligotrofia das aguas, pode ser fixado novamente por Cyanobacteria,
Azospira ou espécie Arcobacter, fechando todo o ciclo do N2. A fermentagdo da matéria organica produz pequenos
acidos organicos que sdo utilizados como redutor para metanogénese ou redugdo de sulfato nos nichos anaerébicos. Fonte
(Adaptado de Parro et al., 2019).
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Sistemas de dois componentes (SsC), sdo vias de transducdo de sinal que permitem
bactérias detectar e vincular respostas genéticas bioquimicas para adaptagdo e
sobrevivéncia. Os SsC contém uma histidina quinase que se autofosforila apds a percepgao
do estimulo, transfere o grupo fosforil para um regulador de resposta cognato, que entdo ¢
capaz de executar fun¢des na modulacao da expressao génica (Lemmer et al., 2020).

Para Lakey ef al. (2022) encontraram numerosos membros das
Alfa/Betaproteobacteria de dgua doce, o regulador de resposta cognato do SsC controla a
transcrigdo de genes alvos, cujos produtos sdo proteases de envelope, chaperonas
periplasmaticas ou fosfotransferéncia por CenK e CenR e reticulagdes no peptidoglicano
para manter a integridade da parede celular.

Para Romaniuk and Cegelski (2015), diferentes estruturas da parede celular que
envolvem as bactérias atuam como uma matriz heterogénea de transporte, o principal
componente e arcabouco estrutural da parede celular ¢ o peptideoglicano (Figura 3).
Acidos teicoicos também sdo ligados covalentemente ao peptideoglicano para gerar uma

parede celular completa que protege a célula da pressao de turgor e estresse externo.
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Figura 3 - Via de biossintese de peptidoglicano em E. coli. Alguns componentes da parede celular ndo sdo mostrados na
figura (por exemplo, a membrana externa) para simplificagdo. A via de biossintese comeca com a formagdo do
nucleotideo de Park no citoplasma, seguido pela ligagdo a um componente lipidico para produzir o lipideo II. Finalmente,
o lipidio II ¢ translocado através da membrana citoplasmatica e entdo inserido no peptidoglicano existente por meio de
reagOes de transglicosilagdo e transpeptidacdo. Abreviaturas: PBS, proteinas de ligagdo a penicilina; PG, peptidoglicano;
SEDS, familia de enzimas de forma, alongamento, divis@o e esporulacdo. Fonte (Adaptado de Radkov et al., 2018).
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As proteinas Lpt formam um complexo que se estende desde o citoplasma até a
membrana externa. O transportador LptB2FGC utiliza a ligagdo e hidrélise de ATP para
extrair LPS com fungdo estrutural de prote¢do da membrana interna. Apds a extragdao do
LPS pela associagdo das dobras f-jellyroll presentes (Figura 4), LptF, LptC, LptA, LptD,

protegem as cadeias acil de LPS e o periplasma aquoso (Wilson and Ruiz, 2021).

A B
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M

Figura 4 - Envelope celular de bactéria Gram-negativa e o transporte de LPS. (a) Estrutura do LPS de E. coli K-12. (b)
Utilizagdo de ATP por LptB2FGC conduz o transporte de LPS recém sintetizado (amarelo) através do compartimento
periplasmatico. LptB2FGC ¢ representado tanto como uma estrutura cristalina (PDB ID: 6MJP) a esquerda quanto um
desenho animado a direita. A estrutura cristalina carrega a variante LptB/E163Q cataliticamente inativa. LPS
(lipopolissacarideo), PL (fosfolipideo), PG (peptideoglicano), OM (membrana externa), IM (membrana interna), Peri
(periplasma), Kdo (ceto-desoxioctulosonato), Hep (heptose), Glu (glicose), Gal (galactose). Fonte (Adaptado de Wilson
and Ruiz, 2021).

De acordo com Stautz et al. (2021), a homeostase de ions também desempenha papel
na osmorregulacdo, pH, sintese proteica, ativacdo enzimatica, ajuste do potencial de
membrana e sinalizacdo elétrica. A particdo de ions € mediada por uma série de proteinas
de membrana para manter o gradiente eletrolitico. As agdes dessas proteinas cooperam

para manter a fisiologia da membrana em bactérias de lagos de agua doce.

2 USINA HIDRELETRICA DE TUCURUI
2. 1 Caracterizagao e definigdes gerais

A Usina Hidrelétrica (UHE) de Tucurui, situada no rio Tocantins, municipio de
Tucurui, sudeste do Pard, possui uma extensdo total de 3.007km, separada por

aproximadamente 310km de Belém (Figura 5), capital do estado do Pard, o projeto para
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sua implantacdo teve inicio no ano de 1973, em plena ditadura militar, mas o projeto so foi
entregue em 1984, durante o governo militar de Jodo Figueiredo (Pompeu et al., 2019).

A fase I da UHE de Tucurui foi concluida em 1984, e compreende a barragem da
usina, vertedouro, subestacdo e casa de forca, juntamente com doze unidades acionadas por
turbinas Francis de 350 megawatts (MW) nomeadas como unidade 1 para unidade 12. A
fase II comecou em Junho de 1998, sendo convocado a constru¢do de uma nova casa de
forga com onze turbinas Francis de 375 MW acionadas, da unidade n° 13 ha n° 23 (Bortoni
etal. 2019).

Com seus 3870 MW de poténcia instalada final atingidos em 2006 trata-se da maior
hidrelétrica plenamente brasileira, estando atrds somente da usina de Itaipu que ¢
binacional brasileiro-paraguaia. A obra foi conduzida pela Eletronorte, subsididria da
Eletrobras, criada em 1973 e formada prioritariamente para conduzir o projeto de Tucurui

(Campos, 2019).

Figura 5 - Localizagdo da UHE de Tucurui na bacia do rio Tocantins. Fonte: Adaptado de Tripadvisor (Usina
Hidrelétrica de Tucurui 2023) e Google Maps (2023) (Acessados em 03/02/2023).

Segundo Silva et al. (2017) o rio Tocantins possui uma bacia hidrografica de
767.000km, desde o planalto central até o estuario do Amazonas, a sua confluéncia com
seu principal afluente, o rio araguaia, da inicio ao trecho onde se encontra o reservatorio da
UHE de Tucurui. De acordo com Almeida (2019), a configuragao Tocantins-Araguaia € no

sentido latitudinal alongada, abrangendo areas dos estados de Goids, Mato Grosso, Para,
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Maranhao, Distrito Federal e ainda fazendo limites com as bacias do Parand, Paraguai,
Xingu, Sao Francisco e Parnaiba.

A area do lago esta localizada entre as latitudes 03° 24 e 05° 28” S e 48° 22’ e 50°
59 W, corresponde a uma parte da regido Tocantins-Araguaia (Figura 6), cobrindo todos
os municipios atingidos pelo reservatorio de Tucurui, sendo eles: Tucurui, Breu Branco,
Goianésia do Para, Itupiranga, Jacundd, Nova Ipixuna, Novo Repartimento, além da
represa de Tucurui formada pela barragem do Rio Tocantins no Para (Montoya, 2018).

A usina foi construida para fornecer energia para a producdo de aluminio (Al),
estimular a industria regional, articular os vinculos e produzir energia para abastecer o pais
no nivel de escala nacional, o represamento levou a formagao do lago da UHE de Tucurui
com cerca de 200km de extensdo e uma area de aproximadamente 2875 km? (Silva, 2018).
Merona (1995) and Ribeiro et al. (1995) argumentam que devido a grande extensdo existe
uma densa riqueza de espécies conhecidas e espécies ndo catalogadas nessa bacia, varias
conexdes possibilitam a dispersdo dos peixes, aumentando a area de distribuicdo de

algumas espécies.
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Figura 6 - Extensdo do reservatorio da UHE de Tucurui e os 7 municipios atingidos pela barragem do Rio Tocantins.
Fonte (Adaptado de Montoya, 2018).

O represamento de um rio ocasiona consideraveis modificacdes nas populagdes
humanas e comunidades de organismos aquaticos quanto terrestres, alterando a distribui¢ao
longitudinal da fauna, e consequentemente, dentro e a montante do reservatorio (Flexa et

al., 2016).
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Para Yoshino (2017), a populagdo afetada por Tucurui ndo ¢ limitada as pessoas
reassentadas da area de inundagdo, mas inclui outras que sdo atraidas a area por causa de
suas estradas, mercados, oportunidades de emprego fora da agricultura, sendo fatores nos
efeitos sociais previstos na constru¢do de hidrelétricas que acabam sendo

subdimensionados, devido ao equivoco na defini¢do de populagio afetada.

2. 1. 1 Importancia economica

De acordo com Bau et al. (2019), o aumento no uso de equipamentos elétricos, eleva
o consumo de energia, demandando continuidade na constru¢ao de fontes hidrelétricas
como a de Tucurui, devido suas inimeras vantagens, entre elas a flexibilidade para atender
as demandas de pico, manter os niveis de tensdo dos sistemas e restabelecer prontamente o
fornecimento apds um blecaute.

Para Caus and Michels (2014), no contexto econdmico, o sistema elétrico brasileiro
opera de forma coordenada, para minimizar custos globais de producao de energia. O
governo em conjunto com institutos de pesquisa e desenvolvimento vem investindo na
automacdo de usinas hidrelétricas com o objetivo de minimizar os custos, aperfeigoar a
producao, melhorar a produtividade, qualidade e seguranca.

Nos primeiros anos de operacdo comercial, a geracdo de energia na regido da UHE
de Tucurui acumulada foi de 1.300 milhdes de kw/h, equivalentes a 3,3 milhdes de barris
de petréleo. A previsdo era de que no futuro com a geragdo de 8 milhdes de KW, os
diversos sistemas de transmissdo ligados a UHE de Tucurui viessem a possibilitar uma
economia equivalente a 400 mil barris por dia, imensamente benéfico para a economia no
pais (Moraes et al., 1999).

Segundo Fearnside (1999), entre esses atributos a geragdo de energia ¢ a fonte
primaria de beneficios sociais de barragens hidrelétricas, ja que as quantidades de emprego
e bens produzidos geralmente sao proporcionais a eletricidade gerada. Para Rocha and
Neves (2018), a decisdo de gerar energia por meio de uma hidrelétrica como matriz
energética econdmica no Brasil, justifica-se devido ao grande potencial de recursos
hidricos disponiveis no Brasil, tendo um potencial hidrico de 260 mil MW, sendo que na
amazoOnia esse potencial € de 132 mil MW (51%) e demais regides 125 mil MW (49%).

A usina de Tucurui responde por 70% da energia elétrica produzida na regido Norte e
6% do Brasil (Queiroz and Motta-Veiga, 2012). Em comparacado a outras fontes de energias

renovaveis como eodlica e solar, o principal beneficio é a continuidade no abastecimento de
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uso, além do custo relativamente baixo de geragdo de eletricidade usando 4gua corrente,
em vez de combustiveis fosseis (Nautiyal and Goel, 2020).

Para Ogino et al. (2019) essas diferencas no setor de energia se refletiram no
desenvolvimento economico do Pais, pois existe correlacdo entre uso nacional de energia e
crescimento econdmico, isso fornece uma avaliacdo de uma produtividade e os padrdes de
vida do pais, as exportacdes de energia hidrelétrica ajudam no constante crescimento
econdmico ¢ também a aumentar seu produto interno bruto (PIB).

Nautiyal and Goel (2020) argumentam que as hidrelétricas, no caso de Tucurui,
representam uma tecnologia versatil com beneficios sociais, com multiplos objetivos como
irrigagdo, controle de enchentes, pesca, turismo, além de ser benéfico para uma nacao
competir no mercado do comércio de carbono e obter créditos de carbono, e
posteriormente, atingir suas metas de reducao de emissdes.

Bilgili et al. (2018) argumenta que esse desenvolvimento da barragem de Tucurui
indica claramente que o mercado de energia tende a se concentrar em fontes de energia
renovaveis nas ultimas décadas, comparando com outras fontes renovaveis, a

hidroeletricidade ¢ quase trés vezes mais eficiente.

2. 1. 2 Aspectos socioambientais

Para Randell (2016), o Brasil possui uma longa historia de implementagdo de
projetos de desenvolvimento na regido amazonica, embora muitos desses projetos tenham
alcancado objetivos de nivel nacional centrados na utilizacdo do potencial de recursos
naturais da regido, varios estudos documentaram seus impactos negativos sobre populagdes
locais, como pequenos agricultores, pescadores, comunidades indigenas e familias
deslocadas.

A UHE de Tucurui alterou o fluxo, frequéncia, duragdo, tempo e taxa de mudanga de
fluxo do rio Tocantins, além de modificar o transporte de sedimentos fluviais, nutrientes e
biota. A criacdo do reservatdério mudou o ambiente de ldtico para léntico, afetando a
qualidade da 4gua e potencialmente o fluxo atmosférico de gases de efeito estufa
provenientes da decomposi¢ao de matéria organica (Timpe and Kaplan, 2017).

De acordo com Cintra et al. (2013), ¢ inevitdvel que em qualquer represamento
ocorra impactos sobre a fauna ou ictiofauna aquatica, resultando em alteragdes na

composi¢do e abundancia das espécies, com elevada proliferacdo, redu¢do ou eliminagdo
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de outras em sua area de influéncia, causando mudangas na estrutura da comunidade dentro
e a montante do reservatorio.

Segundo Rodrigues (2017), os mosquitos hematéfagos sdo os principais vetores de
doencgas humanas, com a alteracdo do ecossistema algumas espécies do género Anopheles
tendem a ter alto grau de antropofilia, podendo adaptar-se melhor a ambientes afetados,
levando a mudangas no contato hospedeiro vetor com pessoas suscetiveis e aumento na
incidéncia dos casos de malaria registrados em Tucurui pela alteracao do ecossistema.

Sousa (2022) afirma que o empreendimento causou diversos danos ao ambiente e a
populacdo da regido, implicando na proliferacdo de graves epidemias, que poderiam ser
mitigadas se a empresa tivesse considerado as condi¢des endémicas especificas da regido.

Outro aspecto socioambiental, de acordo Santos (2021), com dareas inundadas, parte
ou total da floresta ¢ perdida, um processo irreversivel, habitantes sdo obrigados a
desocupar a regido e animais sao mortos pela emissdo de gases do efeito estufa.

A barragem inundou grande parte da area indigena Parakana, nenhuma avaliagao foi
feita em relagdo aos impactos causados pela barragem, somente dois meses apds sua
construgdo, a Eletronorte contratou um consultor para verificar os desastres que
ocasionaram pela decorréncia da barragem (Fearnside, 2015). O consultor fez a avaliagdo
em um més e concluiu que de um a dois tercos das familias deslocadas ndo teriam nenhum
direito a compensagao por falta de titulos de terra ou equivalente aceitavel (Santos, 2021).

Muitos nativos e populacdes locais tiveram que mudar do campo para a cidade,
necessitando viver em casas pequenas e trabalhar como autonomos. 93% da area de
influéncia do reservatdrio foram socializadas no meio urbano e apenas 7% em zona rural,
pelo exposto, a partir daquele momento o destino dado aquela populagdo rural, seria como
populagdo urbana desqualificada e numericamente insignificante para a vida na cidade
(Magalhaes, 1992).

Outro fator em hidrelétricas ¢ o acimulo de espécies quimicas de mercurio (Hg) e o
transporte desses contaminantes. O alagamento das éareas cobertas por vegetacdo cria
condigdes que favorecem a conversao do Hg em metilmercurio (MeHg). Essa metilagdao do
Hg, esta associada a biomagnificagdo na cadeia trofica, o MeHg causa perda de memoria,
problemas cardiovasculares e disfungdes no sistema nervoso simpatico e parassimpatico

(Pestana et al., 2019).
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De acordo com Arrifano et al. (2018), trabalhos anteriores indicaram a contaminagao
de Hg no ambiente da UHE de Tucurui, o Hg foi detectado na dgua e nos sedimentos,
plantas flutuantes como Eichhornia crassipes ou Scirpus cubensis apresentaram niveis tao
altos quanto 0,075 + 0, 038ug/g concentrados nas raizes, maiores teores foram encontrados

nos peixes dessa regido de acordo com suas posi¢des na cadeia alimentar.

2. 1. 3 Perspectiva humana e regional

Benchimol and Peres (2015) afirmam que mais de 945.000 barragens foram
construidas em todo o mundo, alterando mais de 50% de todos os principais rios, na
América do Sul, cerca de 2.215 devem ser construidas nos préximos anos, avaliar os
verdadeiros impactos da infraestrutura hidrelétrica nos ecossistemas naturais tornou-se,
uma prioridade urgente para a agenda de politicas ambientais das economias emergentes.

Montoya (2018) descreveu em seu estudo que no caso da barragem de Tucurui, ao
analisar os niveis de fragmentacao florestal da paisagem, no ano de 1999 quatro
municipios possuiam entre 32% e 69% de seus territorios desmatados, dois deles, Tucurui
e Jacund4 apresentaram as maiores manchas urbanas.

Fan et al. (2022) argumentam que embora as barragens hidrelétricas sejam um
fenomeno global e continuem a produzir impactos fundamentais e generalizados na
economia, ainda existe uma grande lacuna de conhecimento sobre seus beneficios e danos
as areas proximas de barragens em todo o mundo.

No entanto, para Werner (2012), a instalagdo de hidrelétricas em regides periféricas
nao foi capaz de superar as desigualdades nem a subordinagdo do conjunto de territério a
logica e ao ritmo ditados pelo centro hegemonico da economia, uma vez que a energia

gerada ndo estaria relacionada ao impulso das atividades produtivas regionais.

2. 2 Microbioma de Tucurui

A compreensdo da dinamica e diversidade das comunidades bacterianas planctonicas
de agua doce esta longe em de ser completa na regido amazonica brasileira, a microbiota
constitui um dos componentes mais importantes do metabolismo do C em ambientes
aquaticos e também desempenha um papel central no processo de ciclagem de nutrientes
(Cabral et al., 2018).

Nesses reservatorios, a vegetacdo submersa sofre decomposi¢do por hidrolise,

fermentagdo e acidogénese. O metano (CH4) produzido no sedimento do reservatdrio
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permanece dissolvido na dgua, mas pode atingir as camadas superiores sendo oxidado por
bactérias metanotréficas (Figura 7). Em ambientes ricos em matéria organica, o CO2
também ¢ produzido por bactérias sintroficas e metanogénicas (Gragas et al., 2013).

Virios processos afetam o balanco de C nesses reservatérios, incluindo fotossintese e
transformagdo do CH4 e CO2 por microrganismos heterotroficos. Uma quantidade
consideravel de vegetacao presente no solo ¢ arrastada pela chuva, cai no lago e gera uma
grande quantidade de C nos sedimentos. As diferencas de comunidades microbianas
encontradas predominantemente fotossintéticas e metanotroficas, indicam papel ecoldgico

na decomposi¢ao de matéria organica e ciclos geoquimicos no lago (Gragas et al., 2014).
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Figura 7 - Representagdo das principais etapas do processo fermentativo pelas bactérias do lago da UHE de Tucurui.
Fonte (Adaptado de Sa LR de Vasconcelos, Cammarota MC and Ferreira-Leitdo VS, 2014).

De acordo com Costa et al. (2022) foram encontrados varios filos de espécies
produtoras de bacteriocinas, como Proteobacteria, Actinobacteria e Firmicutes, no lago da
UHE de Tucurui, principalmente mesofilas, com algumas espécies de termofilicas e
psicrofilas.

Barauna et al. (2013) identificaram ampla diversidade de bactérias e arquéias no lago
de Tucurui, aproximadamente 25% das bactérias e 90% das arquéias sendo identificados
como taxons ambientais ndo classificados, filos de arquéias Euryarchaeota e Crenarchaeota

também foram identificados.
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No lago de Tucurui foram encontrados dois grupos de Crenarchaeota, o grupo
marinho (I) e o Crenarquedtico Miscelaneo (II). O grupo I tem sido associado a camadas
superficiais de pobres sedimentos oxidados e a oxidag¢dao autotrofica aerdbica de NH3. O
grupo II tém sido associado a sedimentos organicos ricos ou pobres e estudos sugerem que
podem ser anaerobio heterotrofico (Saia et al., 2011).

Segundo Chiang et al. (2018) and Kiersztyn et al. (2019), o filo Verrucomicrobia
embora possam desempenhar papéis importantes em ciclos geoquimicos, pouco se sabe
sobre sua ecologia em sistemas de dgua doce. Devido a eutrofizacdo antropogénica sofrida
no lago, os filos Actinobacteria, Cyanobacteria, Planctomycetes e Bacteroides podem ter
sua capacidade de utilizacdo das fontes de carbono afetadas, alterando o funcionamento
microbiano e toda cadeia alimentar aquatica.

O efluente de estagdes de tratamento de esgoto ¢ uma das principais fontes de
bactérias resistentes e liberagdo de genes de resisténcia para o meio ambiente. Antibidticos
consumidos humanos e animais sdo liberados na urina e nas fezes contidos nas aguas
residuais tratadas e nos lodos aplicados ao solo, onde ja foi observado uma associagdo de
genes de resisténcia a antibioticos (ARGs) entre poluicao fecal e dgua do rio (Karkman et
al., 2019).

Para Yang et al. (2018), os lagos e rios se comportam de maneira diferente devido a
suas caracteristicas hidraulicas, em rios a concentracdo de poluentes nos sedimentos
diminui gradualmente, em lagos o tempo de residéncia de contaminantes aumenta devido
ao longo periodo de retengdo de dgua. Com essas caracteristicas, prevé-se que lagos como
o de Tucurui tenham potencial para armazenar ¢ acumular ARGs em maior extensdo do
que os T10s.

Além da falta de saneamento, o comportamento humano também leva a distarbios de
contaminantes em sedimentos fluviais, como residuos de pesticida, poluentes orginicos e
metais pesados. Esses poluentes foram considerados fatores de influéncia cruciais que
afetam a diversidade de arquéias e bactérias oxidantes de NH3 e respostas funcionais e
estruturais de comunidades microbianas do ciclo de N (Wang et al., 2018).

Segundo Priyadarshanee et al. (2022), no caso da contaminacdo por Hg no lago da
UHE de Tucurui, o Hg ¢ transformado por bactérias metanogénicas sendo concentrado a

medida que se move de um nivel tréfico para o proximo, assim a biota aquatica ¢ a
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principal via de transferéncia de Hg de um ambiente contaminado aos seres humanos
(Figura 8).

Santana fe al. (2012) encontraram duas ordens de arquéias metanogénicas
Methanomicrobiales e Methanosarcinales no lago da UHE de Tucurui, esses
microrganismos com capacidade de reduzir CO2, usam a reagdo catalisada pela enzima
MCR, resultando na liberagdo de metano, devido a tendéncia de lagos de reservatorio
acumularem matéria organica propiciando um ambiente favoravel a metanogénese.

Dall’Agnol ef al. (2012) identificaram ampla abundancia do género Synechococcus
que ¢ distribuido em ambientes aquaticos de 4gua doce e marinha, além de ser abundante
no lago de Tucurui, onde identificou-se através de andlise por genes marcadores
comparando com o 16S rRNA, a presenca de pelo menos seis grupos de Synechococcus no

lago do reservatorio.
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Figura 8 - Os mecanismos celulares que conferem resisténcia ao mercurio nas bactérias envolvem, bioacumulagao,
transformagdo enzimatica, volatizagdo, sequestro intercelular por metalotioneinas e sequestro extracelular por EPS. Fonte
(Adaptado de Priyadarshanee et al., 2022).

3 METAGENOMICA
3. 1 Histérico da metagenomica

O termo “Metagenomica” foi usado pela primeira vez por Jo Handelsman, em 1998,
no artigo publicado sobre microrganismos do solo, com o intuito de acessar o genoma

desses microrganismos. A metodologia se tornou possivel gragas aos avangos da biologia
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molecular e gendmica, lancando as bases para clonagem e andlise funcional, que foram
chamados de metagenoma do solo (Handelsman et al., 1998).

O metagenoma ¢ definido como genoma da microbiota total encontrada na natureza,
sendo assim, a andlise atualmente se refere a soma de bactérias, virus e fungos encontrados
em amostras ambientais. Em suma, a metagenomica ¢ o método de estudar microrganismos
em um ambiente especifico, usando triagem funcional de genes ou andlise de
sequenciamento (Zhang et al., 2021).

Para Crofts et al. (2021), a adog@o generalizada da tecnologia de sequenciamento de
DNA de alto rendimento resultou em uma nova descoberta da diversidade genética
presente nos microbiomas, o que se traduz em uma imensa diversidade bioquimica (Figura
9). De acordo com Sharpton (2014), nos ultimos anos, 0 sequenciamento metagendmico
tem sido usado para identificar novos virus, caracterizar diversidade gendmica e fungdo de
bactérias, revelar novas proteinas, identificar taxons, vias metabodlicas e caracteristicas

fisiologicas que diferenciam comunidades microbianas.
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clone de origem para triagem funcional. Fonte (Adaptado de Santana-Pereira et al., 2020).

Zhang et al. (2021) argumentam que as principais areas de interesse da pesquisa

metagendmica incluem a diversidade microbiana, estrutura populacional, relagdes
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genéticas e evolutivas, atividade funcional, relacdes cooperativas dos microbios com o
ambiente, além da medicina, agricultura, meio ambiente, biotecnologia, saide e outros
campos.

Segundo Caporaso et al. (2011) and Weinstock et al. (2012), existem duas
abordagens mais usadas atualmente em metagendmica, o sequenciamento 16S, baseado em
amplicon, e o Whole Genome Sequence (WGS) chamado Shotgun. A abordagem 16S ¢
baseada no gene rRNA (4cido ribonucleico ribossomal) 16S de procariotos, sendo usada
quando se deseja achar um gene especifico ou espécie especifica no microbioma, enquanto
que no WGS ¢ sequenciado todo o genoma inclusive o gene 16S.

A metagendmica 16S ¢ baseada em homologia e predicao, as espécies podem ser
identificadas com base na sequéncia lida da regidao variavel do 16S, o método requer o
alinhamento de uma sequéncia 16S com todas as sequéncias 16S de um banco de dados de
referéncia, ferramentas e pipelines estdo disponiveis para a analise dessas sequéncias 16S e
Shotgun, como MEGAN, PyNAST, UCLUST, QIME, EzTAXON e MGRAST
(Chaudhary et al., 2015).

De acordo com Ranjan et al. (2016) and Bell et al. (2021), na metagendmica shotgun
sdo utilizados primers aleatorios para sequenciar regides sobrepostas de um genoma, esse
método tem se tornado cada vez mais usado para analisar a composicdo de espécies e
perfis funcionais de bactérias em microbiomas, sendo um sequenciamento de amostra
aleatorio.

No WGS, o DNA extraido das células ¢ clivado em fragmentos pequenos que sdo
sequenciados independentemente, isso resulta em sequéncias de DNA que se alinham em
varios locais gendmicos. Algumas das leituras sdo amostradas a partir de sequéncias de
codificagdo que fornecem informacgdes sobre as fungdes biologicas codificadas no genoma

(Sharpton, 2014).

3. 2 Bioinformatica

Segundo Trindade et al. (2015), com as abordagens de sequenciamento de nova
geracdo (NGS) a metagenOmica se tornou mais eficiente, com os requisitos para identificar
a estrutura de bactérias em nivel gendmico, nesse contexto, a bioinformatica mostrou ser
uma ferramenta poderosa das dmicas e no auxilio de analises de metagenomas.

Para Hiraoka et al. (2016), entre as tecnologias recentes, as de sequenciamento de

DNA de alto rendimento produziram grandes quantidades de informagdo genética a baixo
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custo, as analises de bioinformatica permitiram explorar enormes conjuntos de dados
metagenomicos em ecossistemas microbianos

Para extrair informacdes de montagens metagendmicas complexas, um processo
chamado binning ¢ usado (Figura 4). Binnings de ultima geragdo usam todos os tipos
diferentes de informacdo, incluindo contetido de nucleotideos, abundancia de contigs
observada, conectividade de leitura observada e de leitura de extremidade emparelhada
para agrupar contigs que podem pertencer a mesma espécie (Tolstoganov et al., 2022).

A primeira etapa na reconstrucdo de genomas ¢ a montagem, onde as leituras
metagenomicas sdo unidas com base na sobreposi¢do de sequéncias para formar
sequéncias mais longas chamadas contigs. O binning reconstréi genomas de taxons a partir
de contigs individuais, permitindo que sequéncias sem homologia com os banco de dados

sejam anotadas e a origem taxondmica de genes funcionais sejam identificadas (Papudeshi

etal., 2017).
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3. 2. 1 Genomas montados em metagenoma

Duncan et al. (2022) afirmam que a informagdo gendmica € necessaria para
compreender mecanismos de evolu¢ao, metabolismos microbianos, € genomas montados
em metagenoma (MAGs), sdo uma alternativa. Devido ao seu tamanho e simplicidade
estrutural, genomas bacterianos foram preferencialmente montados a partir de
metagenomas (Figura 11).

Meziti et al. (2021) argumentam que a recuperacdo de MAGs completos fornece
dados importantes para varias analises de pesquisa, incluindo diversidade intrapopulacional
ou deteccdo confidvel de eventos genéticos em uma populagdo com base em MAGs,
podendo fornecer dados quantitativos sobre a dindmica da diversidade genOmica
intrapopulacional responsavel pelos padroes de diversidade.

A metagendmica abrange a montagem de novo de leituras de alto rendimento em
sequéncias continuas mais longas (contigs) e a reconstru¢do subsequente de MAGs por
meio de agrupamento (binning) de contigs com base na composicdo de nucleotideos e
cobertura diferencial (Alneberg et al., 2014 and Kang et al., 2019). Essa abordagem
oferece uma analise melhor do potencial taxondmico e funcional (Figura 12), bem como a
caracterizacdo de novos microrganismos usando andlises filogenéticas (Vosloo et al.,
2021).

Para Mallawaarachchi et al. (2021), as ferramentas contigs-binning podem ser
divididas em (1) baseada em referéncia e (2) categorizagao sem referéncia. As baseadas em
referéncia dependem de banco de dados, mas podem ndo ser aplicaveis a muitas amostras
quando os genomas de referéncia ndo estdo disponiveis. Nas sem referéncia, usam
abordagens ndo supervisionadas para agrupar contigs em binning nao rotulados que
correspondem a diferentes grupos taxondmicos, apenas com base nas informagdes obtidas
dos contigs (Ames et al., 2013; Wood and Salzberg, 2014; Sedlar et al., 2017).

De acordo com Yue et al. (2020), a metagendmica shotgun tem sido muito utilizada
para explorar ambientes microbiologicamente diversos, extremos e consequentemente
agrupar sequéncias binning em grupos individuais que representam genomas ¢ 0 passo

chave na pesquisa metagenomica.
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4 OBJETIVOS
4. 1 Objetivo geral
Obter e classificar genomas montados a partir de dados metagendmicos das amostras

da UHE de Tucurui.

4. 2 Objetivos especificos
e Analisar os padrdes de diversidade das bactérias do lago da UHE de Tucurui;
e Definir o perfil taxondmico com base nos filos dos MAGs obtidos;
e Identificar MAGs completos das bactérias e perfis funcionais dessas comunidades
microbianas;
e Determinar vias metabdlicas e metabolismos microbianos com base em analise dos

MAGs.
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5 MATERIAL E METODOS
5. 1 Obtengao de amostras e dados

O lago da barragem (Figura 13 - Anexo A) apresenta caracteristicas limnologicas
resultantes de suas propriedades morfométricas, padrdes climatoldgicos e hidrolégicos
deste reservatorio (Lara et al., 2014). O clima ¢ sazonal, com estacdo chuvosa de
Dezembro a Maio e seca de Junho a Novembro, a precipitagdo e temperaturas médias
anuais sdo de 2.354 mm e 27,5 °C (Henrique et al., 2021).

A 4rea do reservatorio € de 2.430 km* com largura maxima de 40 km, tem 170 km de
extensdo, profundidade maxima de 75 m e profundidade média de 18,9 m (Apéndice A).
As coletas feitas em areas proximas a barragem consideraram a presenga e auséncia de
areas previamente desmatadas e a morfometria do sistema (Espindola et al., 2000).

As amostras de agua e sedimento foram coletadas de Setembro de 2015 a Margo de
2017 nas camadas fotica, afotica e sedimentar da estacdo do montante do novo
repartimento (MR) no periodo do verdo da Amazonia correspondente aos meses de Junho a
Novembro e o inverno correspondente de Dezembro a Maio (Figura 14 - Anexo B). As
coletas realizadas mencionadas nessa pesquisa foram feitas em um estudo anterior.

Apos filtragdo em membrana de nitrocelulose 0,22uM (Whatman, EUA), as amostras
de DNA foram extraidas usando o Ultraclean Microbial kit® (Qiagen). Todo o
sequenciamento de metagenoma WGS foi realizado na plataforma lon ProtonTM (Thermo
Fisher Scientific) usando uma biblioteca de fragmentos. Os dados desse metagenoma,
foram obtidos da amostra MR _F_1.fastq -o.

Foi utilizado o kit Ion Plus Fragment Library™ para produzir bibliotecas de DNA de
alta qualidade, as bibliotecas podem ser obtidas com apenas 100ng de DNA de entrada e
contém reagentes de preparacdo de amostras com até 20 bibliotecas de DNA para
sequenciamento.

O tipo de biblioteca utilizada foi Single-end (Extremidade unica), nesse método o
adaptador ¢ adicionado em apenas uma extremidade do fragmento construido que ¢ uma
sequéncia de nucleotideos previamente conhecida que possibilita a acoplagem do mesmo
ao sequenciador. Essa abordagem garante a gera¢do de uma quantidade grande de reads e

de forma barata, podendo ser aplicada em estudos de Chip-Seq ou de RNA-Seq.
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5.2 Analise de dados

As leituras foram submetidas para controle de qualidade a ferramenta FastX-toolkit
v. 0. 0.13 (-20/-1100/-q20/-p70) (Gordon and Hannon, 2010), Spades v. 3. 13. 0 (Bankevich
et al., 2012) foi executado para a montagem das leituras. Foi utilizada a ferramenta
Megahit v. 1. 2. 9 (Li et al., 2015) durante a montagem de novo, Open Reading Frame
(ORFs) foram previstas usando Prodigal v. 2. 6. 3 (Hyatt et al., 2010).

Para as quantificagdes de completude, as métricas de qualidade do sequenciamento
foram complementadas pela quantificagdo da integridade dos conjuntos de dados
gendmicos, em termos do conteudo génico esperado, de Benchmarking Universal
Single-Copy Orthologs (BUSCO) v. 5. 4. 3 (Simao et al., 2015.; Waterhouse et al., 2018).

Para alinhamento das leituras de sequéncias de DNA foi utilizado a ferramenta
ultrardpida e eficiente Bowtie? (Langmead et al., 2009), o SAMtools v. 1.13 (Li et al.,
2009) foi usado para converter, classificar e mesclar os formatos de alinhamentos para
BAM ¢ SAM (BAM/SAM).

O agrupamento dos fragmentos gendmicos foi feito pela ferramenta de software
Metabat v. 2. 3. 0 (Kang et al., 2015), para agrupar os contigs das amostras para combinar
a frequéncia de nucleotideos e probabilidade de abundancia de contigs. O Checkm v. 1. 1. 6
(Parks et al., 2015) avaliou a qualidade do genoma, usando um conjunto de genes
marcadores especificos para a posi¢do de um genoma dentro da arvore gendmica de
referéncia e informagdes sobre a colocagao desse gene. O BarNap v. 0. 9 (Lau et al., 2019)
foi utilizado para prever a localizagdo de genes de rRNA nos genomas, ele apoia suporte

para 58S, 23S e 16S de bactérias e 5S, 5.8S, 23S e 16S em arquéias.

5. 3 Analise dos MAGs

O perfil funcional dos MAGs foram analisados em formatos de sequéncias
aminoacidicas pela ferramenta automatizada da plataforma KEGG (Kanehisa, 1997;
Kanehisa and Susumu, 2000) utilizando a op¢do BLASTkoala onde os metabolismos foram
categorizados.

O perfil funcional e vias metabdlicas foram definidos usando o médulo shotgun do
MicrobiomeAnalyst (Dhariwal et al., 2017). As ilustragdes da via de fosforilagdao oxidativa
(Figura 26 no Anexo C) e maquinaria de fotossintese (Figura 27 no Anexo D), foram

baixados do KEGG para os metabolismos microbianos.
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Os graficos de perfil funcional dos MAGs foram plotados através da ferramenta para
analise estatistica baseada em nuvem do Google Sheets, onde os valores para cada funcao
relacionada ao metabolismo microbiano foram calculados automaticamente em percentuais
pela ferramenta.

O KBASE foi utilizado para classificagdo taxondmica da amostra MR _F_1.fastq -o.
O software Kraken 2 (Wood et al., 2014) foi usado para obtengdo da Figura 19 e 20 dos
filos e familias. Usando o alinhamento exato de k-mers, o Kraken atinge uma precisao de

classificagdo comparavel ao BLAST mais rapido.
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6 RESULTADOS
6. 1 Analise do sequenciamento

As pontuagdes encontradas de qualidade média de sequenciamento por pb (pares de
bases) indicaram uma média com pontuacdo acima de 20 para as leituras (Figura 15). A
linha azul escura indica a média de qualidade das leituras por pb do sequenciamento. No
entanto, as leituras 240 e 249 tiveram pontuacdo inferior a 20, indicando uma baixa

qualidade. O indice estatistico do sequenciamento ¢ apresentado na Tabela 1.

Pontuacao de qualidade entre todas as bases

18

16

14

[

1234567809 2029 5059 8099 120120 160169 200209 240249 280269 320329 360-369
Posicao na leitura (pb)

Figura 15 - Grafico com a média de qualidade de leitura por pb do sequenciamento lon ProntonTM. Fonte: FASTQC v 0.
12. 1.

O percentual de bases de contetdo GC (Guanina/Citosina) foi equivalente a 53%
(Tabela 1). Os valores médios em percentual de contagem por leitura, representados pela

linha rosa (Figura 16), indicaram uma variagao entre 55% a 67% em relag¢do ao valor de
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significancia para conteido GC por contagem de leitura. A linha azul representa a
distribuicdo teorica por contagem de leitura do contetido GC.

As distribui¢gdes de comprimento total de leitura por pb que apresentaram as maiores
métricas de comprimento, computadas pelo sequenciador, foram de 179pb a 200pb,
conforme indicado na linha em rosa (Figura 17). As demais sequéncias obtidas tiveram
valores inferiores, a partir de 230pb a 239pb, em termos de comprimento de sequéncias

computadas (Figura 17).

Distribuicao de todas as sequéncias GC

Contetido GC por leitura
Distribuicao tedrica
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Conterido de significancia GC (%)

Figura 16 - Distribui¢go das frequéncias e significancias por contagem de leitura de contetido GC em percentual. Fonte:
FASTQC v 0. 12. 1.
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Comprimento de sequéncia

90-99 110119 140-149 170-179  200-209  230-239  260-269
Comprimento de sequéncia (pb)

290-2909  320-329

350-359

Figura 17 - Grafico de comprimento total de leituras mapeadas em pb de acordo com a distribuicdo de todas as
sequéncias. Os picos de maiores leituras computadas pelo sequenciador indicadas no grafico foram de 110 a 200 pb por
comprimento de sequéncias computadas de acordo com o grafico. Fonte: FASTQC v 0. 12. 1.

Tabela 1 - Dados em estatistica do sequenciamento lon ProtonTM (Thermo Fisher Scientific).

Estatistica do sequenciamento

Total de sequéncias 56681602
Total de bases 10.4 Gbp
Sequéncias sinalizadas como baixa qualidade 0
Comprimento da sequéncia 100-374
%GC 53

Fonte: Autor, 2023.

As sequéncias apresentaram uma qualidade média de sequéncia com 22 Phreds das

nucleobases geradas pelo sequenciamento. Essa pontuagdo acima de 20 ¢ considerada um
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bom indice, com 99% de precisdo e 1% de erro, sendo também uma pontuagdo adequada

para corte (Figura 18).

Distribuicao da pontuacao de qualidade de todas as sequéncias

Qualidade média por leitura
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19 20 21 22 23 24 25 26 27
Qualidade média de sequéncia (Phred)

Figura 18 - Qualidade e distribuicdo de todas as sequéncias pelo valor de significancia de qualidade de Phreds. Fonte:
FASTQC v 0. 12. 1.

6. 2 Analise Taxondmica e de diversidade das amostras

A comunidade microbiana apresentou maior prevaléncia para Proteobacteria,
Actinobacteria, Cyanobacteria, Bacteroidetes e Planctomycetes (Figura 19). Esses
principais filos achados, sdo responsaveis pela decomposicdo de matéria organica,
autotrofia, heterotrofia, além de realizarem o balanco estequiométrico, controlando
condi¢des quimicas da agua no lago como teores de N, P, C e ciclos biogeoquimicos
(Cotner et al., 2010).

Mais de 80% das leituras puderam ser classificadas para filos feitas no Software
Kaiju v 1.9 na plataforma do KBASE (Figura 19). Proteobacteria (Figura 19) apresentou
maior prevaléncia, estando envolvidas na autotrofia acoplada a oxidacao de S, CH4, H,

reducdo de SO4?, desnitrificagdo, além da quimioautotrofia. Esses microrganismos também
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possuem capacidade quimiorganotrdfica de utilizar acidos graxos derivados do ambiente,
aromaticos, carboidratos e peptideos (Zhou et al., 2020).

Proteobacteria no lago, sdo cruciais nos ciclos de C e N, podem ser
quimioautotroficos facultativos, realizam a redugdo reversa de SO4?, possuem sistema
multienzimatico Sox, com enzimas de redugdo de SO4> como Dsr, Apr e Sat. O complexo
Sox catalisa a oxidacdo de compostos inorganicos de S. Quatro componentes protéicos
SoxYZ, SoxXA, SoxB e SoxCD s3ao necessarios para a oxidagdo completa de SO4?
(Yamamoto and Takai, 2011).

Actinobacteria (Figura 19) podem ser organismos de vida livre e simbiontes de
animais. Elas contribuem com o ciclo de C pela decomposi¢cdo de biomassa vegetal, suas
enzimas celuloliticas quebram a biomassa vegetal em agucares simples em
biocombustiveis, variam de unicelulares aerobios, anaerdbios até filamentosas formadoras
de esporos (Lewin et al., 2017).

O filo Actinobacteria sdo onipresentes em lagos oligotroficos de agua doce, além de
fazerem parte do ciclo do N no lago, realizam crescimento heterotr6fo usando fototrofia,
codificando actino-opsinas actR, biossintese de carotendides, via de biossintese de retinal e
rodopsina, com transportadores de absor¢do de nutrientes quando se tornam escassos no
lago (Dwulit-Smith, 2018).

Cyanobacteria (Figura 19) sdo produtores primarios, realizando fotossintese
oxigénica no lago. Como fototréficos, possuem membranas internas chamadas de
tilacoides que hospedam o aparato fotossintético e os dois fotossistemas (Anexo C).
Quanto a morfologia, podem apresentar-se em forma de filamentos, esferoidais ou
bastonetes, com EPS cianobacteriano de duas formas, um aderido a parede celular e outro
liberado no ambiente (Demoulin et al., 2019).

No lago do reservatério esse filo também atua como fixadores de N, acumulam P, nas
condicdes de estresse do lago podem crescer heterotroficamente, com repertério funcional
da enzima RubisCO, ocorrendo a distingdo entre o CO2 e O. O carboxissoma representa
um desses componentes no ciclo do C, bem como a assimilagao de C inorganico pelo ciclo
de CBB em membros de Cyanobacteria encontrados (Cabello-Yeves et al., 2022).

Bacteroidetes (Figura 19) possuem capacidade de degradar polimeros. Os membros
deste filo sdo especializados no processamento de matéria organica polimérica € compdem

uma parte do bacterioplancton. Em ambientes aquaticos, sao abundantes durante e apos a



49

proliferacdo de algas, apresentando um grande conteudo de glicosideos hidrolases,
peptidases e proteinas de adesdo (Fernandez-Goémez et al., 2013).

Esse filo no lago pode obter C de uma variedade de fontes, fazem uso de
polissacarideos de carboidratos complexos, associados com algas, com glicosidases,
glicosiltransferases, capturam e degradam glicano complexo, especializados em aderir em
superficies, com presencga de proteorodopsina para a producao fototrofica de energia para

manter o crescimento quando a concentragao de C diminui (Thomas et al., 2011).
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Figura 19 - Classificacdo taxondémica em nivel de Filo fornecida pelo KBASE. Fonte: Banco de dados plataforma do
KBASE (Acesso em 10/07/2023).

Planctomycetes (Figura 19) habitam uma ampla variedade de ambientes aquaticos e
terrestres, com diversas condicdes ambientais. A maioria ¢ mesofila, mas alguns sdo
termofilicos e podem ser encontrados em ecossistemas de baixa temperatura. Eles sdo
capazes de degradar matéria organica e formar biofilmes em ambientes aquaticos,
especialmente em comunidades de macroalgas (Ivanova et al., 2016).

Esse filo est4 envolvido na conversdo de N fixo em N2, o processo anammox nesse

filo ocorre por meio de intermediarios de hidroxilamina, hidrazina e a desnitrificagdo por
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meio de um intermedidrio de N20, apresentando heterotrofia, decomposi¢do de matéria
organica em condi¢des aerobias, anaerdbias, com capacidade de realizar fermentagdo e
reduc¢do de S no lago (Fuchsman et al., 2012).

A andlise taxondmica e de diversidade apresentaram um percentual de 60% de
leituras classificadas para familias. As mais prevalentes foram da familia Candidatus
Nanopelagicaceae (Figura 20), encontrada em lagos oligotroficos, sendo caracteristicos de
sedimentos de lagos e ecossistemas marinhos (Garner ef al., 2020). Membros dessa familia
realizam biossintese de porfirina, possuem citocromos respiratorios € nao respiratorios,
peroxidases, catalases, com auxotrofia para riboflavina e distribuicdo de cofatores flavina

no lago (Kim et al., 2021).
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Figura 20 - Classificago taxonémica em nivel de Familia fornecida pelo KBASE. (Acesso em 10/07/2023).
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Chitinophagaceae (Figura 20) pode ser composta por organismos anaerobios e
aerdbios facultativos, encontrados em ambientes de solo, lagos e mares (Lawson et al.,
2020). Essa familia ¢ caracterizada por crescimento dependente de CO2, com atividade
bioquimica na degradacdo de carboidrato, com enzimas glucosidase, galactosidase,
reguladores da familia AraC, proteina receptora de cAMP/CRP e proteina FNR reguladora
da reducdo de NOs3 (Shiratori-Takano et al., 2016).

Synechococcaceae (Figura 20) sdo cé€lulas planctonicas, com estruturas vacuolares
preenchidas por gés, fornecendo controle para flutuacdo, além de formarem floracdes com
tendéncia a crescer em baixos niveis de nutrientes (Muir and Perissinotto, 2011). Sao
conhecidos por sintetizar proteinas Dps que conferem resisténcia a danos, durante periodos
de estresse oxidativo e limitagdo de nutrientes a longo prazo no lago (Pena and Bullerjahn,
1995).

Comamonadaceae (Figura 20) no lago sdo desnitrificadores, responsaveis pela
remo¢dao do N, anaerobios, redutoras de Fe, oxidantes, fotoautdtrofas, heterotrofas e
fermentativos (Willems, 2014). Membros Comamonadaceae no lago, tém a capacidade de
degradar compostos organicos, quimiorganotroficos, facultativamente quimiolitotroficos,

oxidantes de H2, CO2, e positivos para catalase (Willems and Kersters, 2015).

6.3 Descricdo dos principais MAGs encontrados

O resultado fornecido pelo BUSCO, apresentou os dados dos genomas com
percentual em completude (C) e codpia Unica (S), fragmentado (F), completude (C) e
duplicado (D) e ausente (M) dos genomas (Figura 21).

Dentre a analise feita pelo software Metabat v. 2. 3. 0, foi possivel observar a
presenga de 80 MAGs, dentre estes, 3,75% que puderam ser classificados, apresentaram
uma completude melhor e maior de sequenciamento, sendo representados pelos MAGs 64
com 73.3% de C, MAG 72 com 60.5% de C e MAG 73 com 66.9% de C. 96,25% dos
MAGs restantes, todos apresentaram completudes inferiores a 50.0%. Posteriormente, foi
utilizado o software BUSCO para as quantificagdes de completude e integridade dos
conjuntos de genomas, onde os MAGs 64, 72 e 73 tiveram uma completude acima de
60.0%.

Os dados da estatistica de montagem analisados no BUSCO apresentaram os valores
do MAG 49 (Figura 21) com o numero de scaffolds de 453, rendimento total 2.538.896 bp,
scaffolds N50 7 KB e contigs N50 7 KB. O MAG 49 apresentou 62.9% de C, 62.9% de S,
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0.0% D
identificar nivel taxonomico para o MAG 49. Para o MAG 72 (Tabela 2) os dados
obtiveram o numero de scaffold 771, contigs 771, rendimento total 3.427.758 bp, scaffold
N50 5 KB, contigs N50 5 KB e com 60.5% de C, 58.9% de S, 1.6% de D, 27.4% F e

, 242% F e 12.9% M dos genomas (Figura 21). Entretanto, ndo foi possivel

12.1% M nos genomas.

O MAG 73 (Figura 21) teve o numero de scaffold 503, contig 503, rendimento total
3.724.783 bp, scaffold N50 11 KB, contigs N50 11 KB com 66.9% de C, 66.9% S, 0.0% D,
17.9% F e 15.2% M. O MAG 9 (Figura 21) apresentou o nimero de scaffold 543, contigs
543, rendimento total 2.881.135 bp, scaffold N50 6 KB, contigs N50 6 KB e teve 57,3% de
C, 56.5% S, 0.8% D, 27.4% F e 15.3% M nos genomas. Embora o MAG 9 tenha
apresentado completude acima de 50.0% nao apresentou taxonomia.

Dentre todos os MAGs, o que teve a melhor estatistica de valores encontrada foi o
MAG 64 com scaffold 6838, contigs 6838, rendimento total 15.209.918 bp, scaffold N50
2KB, contigs N50 2 KB, com 73.3% de C, 42,7% S, 30.6% D, 21.0% F e 5.7% M dos

genomas.

RESULTADO DA AVALIA(;I\O DO BUSCO

Completo (C) e Cdpia-tnica (S) . Completude (C) e dupplicado (D)

Fragmentado (F) . Ausente (M)

fal.archaea odb10 _bin10 C:67 [S:67. D:0]. F48, M:78, n:194 I

fa10.bacteria_odb10_bin19
tai1.bacteria_odb10_bin1
fal12.bacteria_odb10_bin20
fa13 bacteria_odb10 bin21
fal4.bacteria_odb10 bin22
fa15.bacteria_odb10_bin23
fa16.bacteria_odb10_bin24
fa2.bacteria_odb10_bin11
fa21.archaea odb10 bin29
fa22.bacteria_odb10_bin2
fa26.bacteria_odb10_bin33
fa3.bacteria_odb10_bin12
fa33.bacteria_odb10_bin3
fa35.bacteria_odb10_bin41
fad2.archaea_odb10_bin48
fa43.bacteria_odb10_bin49
fad4.bacteria_odb10_bin4
fa5.bacteria_odb10_bin14
fa55.bacteria_odb10_bin5
faB.bacteria_odb10 b|n15
fa66.bacteria_odb10_bi

fa7 bacteria_odb10 Eln15
fa70.bacteria_odb10_bin73
fa76.bacteria_odb10 _bin79
fa77.bacteria_odb10 bin7
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faB.bacteria_odb10 _bin17
fa80.bacteria_odb10_bin9
fa9.bacteria_odb10_bin18

CI28|S:280D0) FA8. M:77. n:124
Ci28[Si280 D0 Fi26, M:70, n124
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'C:40 [S:40, D:0]. F:40, M:44, n:124
CHBISHEND:2). F:23, M:83, n:1
CH2S:12, D:0], F:22, M
ICHBISHBID:0), F14, M)

IC:28[S:28, D0, F:36, M:60, n:124
C:43 [S:43, D:0. F:46, M:35, n:124
CI8[S:9, D:0]. FSNE N ——
G224/ [S2240D0)0F 27, M:73, n:124
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Rl s L
'C:20/[5:28, D0, Fi58; M:42, n:124
CEZN[S2ONDE|. F22, M:81, n:124 E——
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Figura 21 - Grafico em percentual fornecido pelo BUSCO. Em azul claro é a completude (C) e copia tnica (S) dos
genomas, em amarelo (F) é para genoma fragmentado, azul escuro completude (C) e duplicado (D), em vermelho (M) é
ausente e (n) o total.
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As sequéncias encontradas foram do gene 16S e 5S. As sequéncias do gene 16S
classificadas no RDP classifier (Cole et al., 2009) apresentaram taxonomia no nivel de filo
e género para bactérias (Tabela 2). No banco de dados do BLAST (Altschul et al., 1990 and
Altschul et al., 1997) utilizou-se a opgao Blastn sendo possivel classificar sequéncias do
gene 5S, encontrando bactérias e arquéias em nivel de espécie para andlise taxondmica
(Tabela 3). Para melhor compreensdo todos os MAGs com a completude do
sequenciamento estdo disponiveis no Apéndice B.

O filo com maior completude encontrado foi Nitrospirae. A classificacdo taxondmica
do RDP classifier apresentou taxonomia até o nivel de género para bactérias. O MAG 64
(Tabela 2) apresentou duas sequéncias diferentes para analise taxondmica, uma do gene
16S, que foi classificada no RDP classifier (Tabela 2), identificou o filo Nitrospirae, e
outra do gene 58, classificada no banco de dados do BLAST, identificou Pseudomonadota
(Tabela 3). Ambos os banco de dados forneceram niveis taxondmicos diferentes de acordo
com o gene.

O género Nitrospira do MAG 64 encontrado do gene 16S (Tabela 2), ¢ um dos mais
diversos nitrificadores achados em praticamente todos os ecossistemas, os representantes
sdo estritamente oxidantes de NO2~ deste género. Caracterizam-se por estratégia adaptada
de crescimento lento, formam colonias, biofilmes, sendo propriedades compartilhadas pelo
nicho ecologico comammox do género Nitrospira (Daims et al., 2015).

O processo completo de nitrificagdo por um Unico microrganismo pertencente a esse
género, foi recentemente descrito por dois grupos de pesquisa independentes (Daims et al.,
2015 and van Kessel et al., 2015). O processo conhecido como comammox (oxidagao
completa de NH3 a NO3") mudou o entendimento atual da atividade de remocao de N,
mediados microbiologicamente, envolvendo a nitrificagdo. Metabolismos dos membros do
género Nitrospira do MAG 64, ndo se limitam a oxidacdo de NO2 ou comammox, mas
compreende outras funcionalidades além do ciclo do N, seja em condi¢des aerdbias com
crescimento em formiato e H e condigdes andxicas de redugcdo de NO2a NO3™ (Mehrani et
al., 2020).

O MAG 72 teve a taxonomia definida do filo chloroflexota até espécie e 0 MAG 73
do filo Bacteroidota teve taxonomia classificada também até o nivel de espécie (Tabela 3).
A maioria dos MAGs classificados no RDP classifier ¢ no Blastn apresentaram baixas

completudes.
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Tabela 2 - Classificacdo taxondmica pelo banco de dados RDP Classifier e completude de sequenciamento em percentual

RDP Classifier Completude
Genes Taxonomia el
MAGs | 16S| 5S |23S Filo Classe Ordem Familia Género %
MAG
18 + - - Actinobacteria = Acidimicrobiia = Acidimicrobiales = Ilumatobacteraceae - 13.7
MAG
57 + - - Planctomycetes Planctomycetacia Planctomycetales = Planctomycetaceae Gimesia 45.9
MAG
64 + - - Nitrospirae Nitrospira Nitrospirales Nitrospiraceae Nitrospira 73.3
MAG
77 + - - Bacteroidetes - - - - 15.3

Fonte: Autor, 2023.

O filos encontrado de acordo com as maiores completudes foi Pseudomonadota
(Tabela 3), onde foi possivel identificar a espécie Acidiferrobacter thiooxydans para o
MAG 64 do gene 5S, que apresenta capacidade de oxidacao de F e S. Pode se adaptar a
uma ampla faixa de pH e temperatura, sendo detectados em uma variedade de ambientes
de lagos oligotroficos de agua doce (Ma et al., 2022).

A espécie Dehalogenimonas lykanthroporepellens, do filo chloroflexota do MAG 72
(Tabela 3) foi encontrada, esta bactéria gram-negativa ¢ um quimiotréfico estritamente
anaerobio, mesofila, ndo formadora de esporos (Siddaramappa et al., 2012). O filo
Bacteroidota foi achado para o MAG 73 (Tabela 3), onde a espécie para esse filo
identificada foi Flavihumibacter rivuli, sendo um espécie aerobica, quimioheterotrofica,
positiva para catalase e oxidase que também ¢ encontrada em lagos de agua doce (Park et

al., 2022).



Tabela 3 - Classificagdo taxonomica pelo banco de dados BLASTn e completude de sequenciamento em percentual.

55

BLASTn Completude
Genes Taxonomia Valor
MAGs | 16S 58S 23S Filo Classe Ordem Familia Género Espécie %
MAG 1 - + - Actinomycetota Actinomycetes Micrococcales Microbacteriaceae Microbacterium - 22.6
MAG 8 - + - Actinomycetota Actinomycetes Micrococcales Bogoriellaceae Georgenia Georgenia yuyongxinii 18.5
MAG
10 - + - Nitrososphaerota - - - Candidatus Nitrosotenuis = Candidatus Nitrosotenuis cloacae 345
MAG
15 - + - Acidobacteriota - - - - - 16.9
MAG Candidatus
16 - + - Actinomycetota Actinomycetes Candidatus nanopelagicales Nanopelagicaceae Candidatus nanopelagicus =~ Candidatus Nanopelagicus limnes 18.5
MAG
21 - + - Pseudomonadota Alphaproteobacteria Caulobacterales Caulobacteraceae Phenylobacterium Phenylobacterium parvum 29.8
MAG
31 - + - Cyanobacteriota Cyanophyceae Synechococcales Synechococcaceae Synechococcus - 21.0
MAG
32 - + - Bacteroidota Bacteroidia Marinilabiliales Prolixibacteraceae Maribellus Maribellus comscasis 41.9
MAG
34 - + - Cyanobacteriota Cyanophyceae Synechococcales Synechococcaceae Synechococcus - 18.5
MAG
42 - + - Cyanobacteriota Cyanophyceae Nostocales Aphanizomenonaceae Dolichospermum Dolichospermum compactum 242
MAG
45 - + - Bacteroidota Cytophagia Cytophagales Cytophagaceae Chryseotalea - 15.3




MAG
64

MAG
72

MAG
73

MAG
74

Pseudomonadota

Chloroflexota

Bacteroidota

Pseudomonadota
Fonte: Autor, 2023

Gammaproteobacteria

Dehalococcoidia

Chitinophagia

Betaproteobacteria

Acidiferrobacterales

Chitinophagales

Burkholderiales

Acidiferrobacteraceae

Chitinophagaceae

Acidiferrobacter Acidiferrobacter thiooxydans
Dehalogenimonas
Dehalogenimonas lykanthroporepellens
Flavihumibacter Flavihumibacter rivuli
Thiomonas -

56

733

60.5

66.9

22.6
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6. 4 Perfil funcional dos MAGs

O nucleo de maior metabolismo central dos 80 MAGs (Figura 22) foi achado para
familias de proteinas processamento de informacdo genética 11,9%, genes para
processamento de informagdo genética 10,8%, metabolismo de carboidrato 10,6%,
metabolismo de aminoacido 7,5%, processamento de informagdes ambientais 7,2% e

familias de proteinas sinalizagdo processos celulares 7,1% (Meziti et al., 2021).
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Figura 22 - Grafico do perfil funcional dos 80 MAGs com o valor em porcentagem. Fonte: Autor, 2023.

As maiores predilegdes encontradas do perfil funcional do MAG 64 foi para
metabolismo de familias de proteinas e processamento de informacdo genética com 9,3%,
8,6% para processamento de informacgdo genética, 8,9% de metabolismo de carboidrato,
7,4% de metabolismo de aminoacido, 10,1% de processamento de informagdes ambientais

e 8,2% de familias de proteinas sinalizacdo e processos celulares (Figura 23).
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Grafico do perfil funcional do MAG 64
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Figura 23 - Grafico do perfil funcional do MAG 64 com valor em porcentagem. Fonte: Autor, 2023.

O perfil funcional do MAG 72 indicou maiores percentuais de metabolismos para
familias de proteinas e processamento de informacgdo genética com 9,0%, 11,2% para
processamento de informacdo genética, 16,0% de metabolismo de carboidrato, 6,2% de
metabolismo de aminodcido, 8,1% de processamento de informacdes ambientais e 8,4% de

familias de proteinas sinalizag@o e processos celulares (Figura 24).
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Figura 24 - Grafico do perfil funcional do MAG 72 com valor em porcentagem. Fonte: Autor, 2023.
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O perfil funcional do MAG 73 teve maiores metabolismos para familias de proteinas
e processamento de informacgdo genética com 11,6%, 11,7% para processamento de
informacao genética, 12,2% de metabolismo de carboidrato, 9,5% de metabolismo de
aminoacido, 3,4% de processamento de informacdes ambientais e 6,8% de familias de

proteinas sinalizacdo e processos celulares (Figura 25).
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Figura 25 - Grafico do perfil funcional do MAG 73 com valor em porcentagem. Fonte: Autor, 2023.

Dentre os MAGs 64, 72 e 73, os maiores metabolismos de carboidrato 16,0% e
8,4% de familias de proteinas sinalizacdo e processos celulares foram encontrados no
MAG 72. O MAG 73 apresentou maior nicleo de metabolismo para familias de proteinas e
processamento de informacgdo genética com 11,6% e 11,7% para processamento de
informagdo genética dentre os trés MAGs. O MAG 64 teve maior metabolismo com 10,1%

de processamento de informagdes ambientais entre os trés MAGs.
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7 DISCUSSAO

As andlises dos metagenomas capturados considerados no nivel de filo (Figura 19),
demonstraram um conjunto consistente da microbiota preservada em lagos de dgua doce.
As comunidades microbianas limnoldgicas apresentaram alta cobertura para filos,
Proteobacteria, Actinobacteria e Cyanobacteria (Garner ef al., 2020).

Cheng et al. (2013) afirmam que o filo Proteobacteria (Figura 19) encontrado no lago
da UHE de Tucurui foi o grupo mais predominante. Esse filo ¢ comumente encontrado em
aguas doces e sedimentos de lagos de reservatorios, e possui a capacidade de degradar
poluentes orgénicos e produtos quimicos ambientais. Além disso, as bactérias desse filo
sdo metanotroficas, desempenhando papel importante na ciclagem do C, além de estarem
associadas a oxidagcdo de S, também podem atuar como acumuladoras de P, sendo
detectadas no sedimento do lago.

A alta prevaléncia de Proteobacteria no lago ¢ corroborada com outros estudos de
metagenoma de lago, sendo comum em lagos oligotroficos devido a sua versatilidade
fisiologica (Vaz-Moreira et al., 2017). O filo Proteobacteria, exibe um enorme repertorio
funcional, compreendem fototrofos, autotrofos e heterotroficos. Suas atividades de
ciclagem de N envolvem o ciclo oxidativo e redutor de N (Zhou et al., 2020).

Representantes Actinobacteria (Figura 19) do lago da UHE de Tucurui sio
predominantes em muitos ecossistemas limnicos, de diferentes estados troficos, rios e
outros corpos de agua doce. A maioria de seus representantes ¢ aerobia. Em lagos de
reservatorio como o de Tucurui, os representantes desse filo podem se adaptar as condic¢des
de temperatura, ¢ as taxas de crescimento dependem da temperatura da agua no lago
(Lipko and Belykh, 2021).

Ghylin et al. (2014) identificaram em Actinobacteria de lagos de d4gua doce um estilo
de vida aerobico facultativo com metabolismo de glicolise, via das pentoses fosfato, ciclo
do citrato e maquinaria de fosforilagdo oxidativa (Anexo C). Além disso, foram
encontradas actinorodopsinas e genes envolvidos na fixa¢ao anaplerotica de C.

Na pesquisa de Shen et al. (2019), foi observada uma abundancia de Cyanobacteria
(Figura 19) em ambientes mesotréficos-oligotroficos, como o lago de Tucurui. Nessas
condi¢des andxicas e escuras, as Cyanobacteria utilizam a fermentacdo em vez da

respiracdo anaerobia. Elas desempenham um papel importante como produtor primario em
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ecossistemas de dgua doce, fornecendo matéria organica por meio da fotossintese (Anexo
D), apoiando o crescimento de varias bactérias no lago.

Cyanobacteria encontradas no lago também produzem CH4, em taxas substanciais,
sobre condigdes com luminosidade, pouca luz, 6xicas e andxicas. Esse filo pode converter
C inorganico em CH4 e emitir esse gas de efeito estufa em ambientes com luz ou
escuriddo. Devido a eutrofizacdo no lago, proliferacdes de Cyanobacteria também podem
aumentar (Bizi¢ et al., 2020).

Em lagos de dgua doce e reservatorios de hidrelétricas, Bacteroidetes (Figura 19) sdo
frequentemente presentes. No lago de Tucurui, eles estdo envolvidos na degradagdo de
compostos de alto peso molecular, como celulose, quitina, tanto nas fragdes dissolvidas
quanto nas fragdes particuladas de matéria organica, desempenhando um papel importante
no ciclo do C (Dorador et al., 2009).

Para Bertucci et al. (2019), os resultados encontrados de Bacteroidetes no lago
confirmam a reten¢do do potencial hidrolitico durante a acidose, indicando bacteroidetes
estarem amplamente envolvidos na degradacdo de biomassa. Eles apresentam maior
diversidade e contetido gendmico envolvido na degradacdo hidrolitica de carboidrato e
digestao anaerdbica.

Dentre os filos com maior prevaléncia os Planctomycetes encontrados, tiveram
menor distribui¢cdo (Figura 19). Esse filo pode atuar como quimiorganotroficos aerobicos,
sendo capaz de degradar compostos organicos complexos e crescer em condi¢des aerdbias
e anaerdbias no lago (Storesund et al., 2020).

As reconstrug¢des metabolicas de Planctomycetes em lagos oligotroficos estdo ligadas
a processos de beta-oxidacdo, shunt de hexose monofosfato, glicdlise e fosforilacdo
oxidativa (Anexo C). Sua ampla capacidade de regular SsC PhoR-PhoB, com a alta
afinidade de fosfato inorginico pelas porinas OprO-OprP, indica uma estratégia
filogeneticamente conservada nos planctomycetes (Andrei et al., 2019).

Pseudomonadota (Tabela 3) do MAG 64 do gene 5S, presentes no ambiente do lago,
conseguem usar o glicogénio durante a fase estacionaria ou limitagdo de nutrientes
inorgénicos. Representantes desse filo podem realizar a degradacdo de glicogénio por
enzimas glicogénio fosforilases e glicosidases, que completam o processo de degradagdo
de carboidratos. Devido as condi¢des do lago, esses microbios estdo explorando a matéria

organica quimicamente heterogénea (Bogdan et al., 2023).
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Para Speirs et al. (2019) o perfil funcional do MAG 72 do filo Chloroflexota (Tabela
3) no lago, pode estar envolvido na remocdao de N e P. Podem ser anaerdbios, também
desempenham papel metanogénico. Os membros do filo incluem fermentadores
anaerobicos  facultativos  quimiorganoheterotroficos, usando predominantemente
carboidratos como substratos. Esse filo apresenta uma variedade de enzimas degradadoras
de polissacarideos, como quitinases, glucuronidases, protease e podem ser
fotossintetizantes.

Bacteroidota (Tabela 3) do MAG 73, sua atividade bioquimica no lago pode ser
relacionada a degradagdo de glicanos, quitina e codificam proteinas de ligagdo a agucar da
superficie celular, transportadores de aglcar, enzimas de carboidratos, polissacarideos
liases e reguladores de transcrigdo. Esse filo, também pode utilizar reguladores do tipo
SusR, sistema hibrido de dois componentes e fatores sigma ou anti-sigma de fungdo
extracitoplasmatica (Nakamura et al., 2023).

O MAG 64 (Figura 23) com maior completude (Tabela 2 e 3), teve maior conteudo
gendmico envolvido no metabolismo de processamento de informag¢des ambientais, com
10,1%. Isso pode estar relacionado a capacidade dessas bactérias do filo Nitrospirae
(Tabela 2) e Pseudomonadota (Tabela 3) responderem as mudangas no ambiente critico do
lago, permitindo que elas resistam ao stress em condi¢des oligotroficas (Spratt and Lane,
2022).

Nesses ambientes, o metabolismo de processamento de informagdes ambientais do
MAG 64 (Figura 23), indicou mecanismos reguladores para adaptagdo, como fatores
sigma. Existem diferentes fatores sigmas em bactérias, regulando a expressdao génica em
uma variedade de estresses, como calor, baixa temperatura como sigma B, sigma 32 em
choque térmico ou Riboswitches, atuando em respostas a estimulos ambientais em
condigdes oligotroficas (Hayrapetyan et al., 2015).

Para 0 MAG 72 (Figura 24) do filo Chloroflexota, os maiores metabolismos foram
de carboidrato, representando 16,0% e familias de proteinas sinalizacdo e processos
celulares, representando 9,5%. Os maiores indices de carboidratos indicam alto contetido
de peptidoglicano, LPS, glicose, galactose e glicosil hidrolases (Leyn et al., 2017). Quanto
as familias de proteinas sinalizagdo e processos celulares o alto indice do MAG 72 indicou
atividade bioquimica desnitrificante, remoc¢ao do N e reagdes Anammox caracteristico do

filo (Speirs et al., 2019).
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O filo Chloroflexota do MAG 72, expressou um amplo espectro de capacidades
fisioloégicas e metabdlicas. Isso € sugestivo de metabolismo aerdbico capaz de utilizar
ampla variedade de substratos, com enzimas celuloliticas, glicidios, transporte de
polimeros de carboidratos complexos pela membrana, sendo oxidantes termofilicos de
monodxido de C, organotréficos heterotroficos e capazes de desalogenagdo redutiva de
hidrocarbonetos (Tomazini ef al., 2018).

O MAG 73 (Figura 25) do filo Bacteroidota teve maiores metabolismos para familias
de proteinas e processamento de informacdo genética, com 11,6% e 11,7% para
processamento de informagdo genética. Esses metabolismos para esse filo, indicaram um
grande numero de glicosideos hidrolases, glicosil transferases, peptidases e proteinas de
adesdo, que degradam moléculas organicas, sugerindo alta atividade de degradacao de
biomassa no lago (Muhammad et al., 2023).

Bacteroidota podem usar aceptores de elétrons como rendimento de energia da
respiragdo, terminando com a metanogénese. Ao longo do sedimento, os metabolismos
heterotroficos desse filo sdo criticos para quebrar macromoléculas e produzir compostos
organicos menores, que alimentam a respiracdo e a metanogénese (Zinke ef al., 2019). Os
metabolismos de Bacteroidota do MAG 73 (Figura 25) variam no sedimento do lago, a
decomposi¢cdo de biomassa pode ocorrer por enzimas lacases, oxiredutases, peroxidases,
xilanases e manases, justificando o alto percentual de processamento de informagao
genética (Reichart et al., 2021).

Os 10,6% para metabolismo de carboidrato encontrados (Figura 22) nas bactérias do
lago de tucurui indicam predilecdo para sintese de carboidratos. Em ambientes mistos elas
selecionam fontes de C mais favoraveis. No caso da glicose, ¢ internalizada pelo
transportador PtsG e pelo transportador de manose ManXYZ, do sistema fosfotransferase
(PTS). O gene spf'indica regulagdo positiva para metabolismo de carboidrato (Durica-Mitic
etal., 2018).

Para Chadwick et al. (2022), os 5,7% de metabolismo energético (Figura 22) sdo
indicativo da atividade de oxidagdo anaerobica do CH4 e reducao do SO4?- entre arquéias
metanotréficas anaerdbicas e bactérias redutoras de SO4*-, ou de genes redutases mcrA,
Mtr, mtd e Mch em arquéias. A biossintese energética em alphaproteobacteria por fatores
de transcrigdo CceR e AkgR também ja foi identificada, relacionada ao metabolismo

central de C e energia, por operons atp, sucCDAB e sdh (Imam et al., 2015).
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Na pesquisa de Takihara et al. (2021), foram identificados os genes relacionados a
glicosideo hidrolase e glicosiltransferase ao glicano (Figura 22), desempenhando papel em
varios processos de aquisi¢do de energia e homeostase durante a adaptagao ao ambiente.
Em um ambiente oligotréfico como o lago de Tucurui, a baixa quantidade ¢ explicada pelo
baixo fornecimento de agucar, justificando um baixo percentual de glicano encontrado nas
bactérias do lago de 2,6% (Figura 22).

Os 7,2% de processamento de informagdes ambientais (Figura 22), sdo corroborados
pela pesquisa de Shao er al. (2021), que mostra que as informagdes preditas estdo
relacionadas ao metabolismo, processamento de informagdes genéticas, doengas humanas,
genes de resisténcia a antibidticos e sistemas organismos. Devido a qualidade da dgua no
lago, € sugestivo que algumas fungdes estao relacionadas a doencas humanas.

A sintese de vitaminas e cofatores (Figura 22) foi de 6,2%. De acordo com
Sokolovskaya et al. (2020), a cobamida (vitamina B12) da familia de cofatores ¢ a mais
amplamente reconhecida, com afinidade para metilmalonil-CoA mutase, modulando a
atividade de cofatores e riboswitches, afetando a expressdo downstream e BtuB em
bacteroides, o que esta relacionado a distingdo entre diferentes cobamidas.

Para Asfahl and Schuster (2017), os 7,1% de familias de proteinas sinalizacdo e
processos celulares (Figura 22) podem estar relacionados a genes de sintase HL, Lux/ e
LuxR, devido a deteccao de quorum sensing por moléculas autoindutores em alguns filos
achados no lago, como Cyanobacteria, Pseudomonadota ou Bacteroidota.

Segundo Zhou et al. (2022), as pontuagdes encontradas para proteinas e processos
celulares de 7,1% (Figura 22), indicam que a utilizagdo de aminoécidos, degradagdo
complexa de C, oxidacao de S, ciclo do N ou outros ciclos, sdo os principais metabolismos
heterotroficos para este ambiente. Membros do filo Nitrospirae, possuem via completa do
ciclo do TCA (4cido tricarboxilico), gliconeogénese/glicolise, genes de oxidagdo de
amonio ¢ reducao de NO2™ a N20.

Parsons and Rock et al. (2013) afirmam que o metabolismo lipidico de 2,6% (Figura
22) pode ser relacionado a FabH, que determina a estrutura dos acidos graxos, sistema
PIsX/PIsY/PlsC na sintese de fosfolipidios e diacilglicerol quinases DkgA ou PtdGro, na
biossintese componentes macromoleculares da membrana. Esses componentes sdo

variaveis do envelope de Gram-positivas ¢ Gram-negativas no lago de Tucurui.
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O sequenciador lon Proton pode alcangar alta precisdo nas chamadas de genétipos de
regides gendmicas alvo. Apesar de seus pontos fortes, erros sistemdaticos sdo introduzidos
nos dados de sequenciamento, devido ao uso da reacdo da polimerase, especialmente em
regides ricas em homopolimeros e com alto teor AT (Adenina/Timina) (Seo ef al., 2017).

Zhang et al. (2017), em pesquisa experimental descreveram o rendimento do /on
Proton, testando quatro kits WGS comerciais comuns. Eles analisaram diferengas médias
por pb, uniformidade, reprodutibilidade e fidelidade. Observou-se que o lon Proton foi
capaz de produzir dados de alta qualidade e reprodutibilidade, na detecgdo de variagdo do
nimero de copias, para estudos de célula Unica.

No estudo de Yuan et al. (2016) identificaram que algumas leituras longas do lon
Proton podem ser produzidas. Mesmo que a taxa de mapeamento seja sensivel, ainda ¢
critico ajustar a melhor combina¢do em razao de alguns pardmetros serem dependentes do
comprimento de leitura, como o numero de incompatibilidades que tende a aumentar para
leituras mais longas ou em subreads. Esse fator, dificulta aumentar a sensibilidade sem
sacrificar a especificidade.

As plataformas [/lumina, possuem diferencas nas métricas geradas durante cada
execucdo do sequenciamento, incluindo densidade de cluster, %6QV =30 em comparagdo
com o lon Proton, que ¢ inferior, com %QV =30, ¢ namero de filtro de aprovacdo de
leitura. Essas métricas sdo importantes para descrever a perda de sincronia durante o
sequenciamento (Kastanis et al., 2019).

Sua principal vantagem sdo dados de alto rendimento em um periodo muito curto de
tempo, com quantidade muito baixa de amostra corrida. As mais recentes HiSeq 2500,
HiSeq 2000 e MiSeq, geram at¢ 600 GB a baixo custo, permitindo que dados de 1 TB
sejam gerados em um dia. Agora ¢ possivel o sequenciamento paired-end de 300 pb em
MiSeq, o que antes era single-end de 25 pb Solexa, fornecendo 99,9% de precisdo (Gupta
and Verma, 2019).

As plataformas PacBio eliminam a necessidade de montagem de sequéncia, devido
sua capacidade de sequenciar leituras de até¢ 50 kbp de comprimento em comparacao ao
Ion Proton que ¢ inferior. No entanto, a tecnologia possui limitagdes como altas taxas de
erro, de aproximadamente 15%, predominantemente indels, em comparagdo com a

tecnologia Illumina, que tem uma taxa de erro de 1%. Além disso, o rendimento ¢
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relativamente baixo, sendo dificil obter informagdes sobre niveis de expressdo génica (Zuo

et al., 2018).
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8 CONCLUSAO

O perfil fisioloégico bioquimico em nivel de comunidade encontrado no lago da UHE
de Tucurui estd vinculado a outros estudos de metagenoma de lago, o que demonstra que
os filos achados sdo extremamente conservados em outros lagos oligotroficos. A
maquinaria de fosforilagdo oxidativa, representou um alto metabolismo energético, com
genes para fixagdo de C, assimilagdo de N, S, além de subsidiar nutrientes para outras
bactérias no lago. O perfil microbiano encontrado, esta relacionado aos ciclos
biogeoquimicos e estado trofico.

Foi possivel definir pela tecnologia do sequenciador lon Proton um rendimento total
15.209.918 bp do MAG 64, sendo um indice proveitoso em termos de estatistica de
sequenciamento, que teve o maior rendimento entre os MAGs com maior completude. A
analise feita do metagenoma, identificou um género de Nitrospira no MAG 64, que pode
estar associado ao processo de oxidacdo completa de NH3 a NO3™. Isso corrobora com
estudos de outros autores, o que poderia estar relacionado com a atividade de remogao de
N, mediados microbiologicamente, envolvendo a nitrificacdo por comammox no lago de
Tucurui.

As quantificacdes de completudes do sequenciamento que foram complementadas
pelo BUSCO, apresentaram baixa completude de sequenciamento. Isso se deve a limitag@o
tecnologica do sequenciador lon ProtonTM, o que prejudicou a montagem e foi uma
limitagdo tecnoldgica encontrada. Os resultados foram relevantes por terem sido os
primeiros MAGs montados da UHE de Tucurui, algumas leituras tiveram uma completude
relevante, sendo um estudo pioneiro para esse tipo de amostra de Hidrelétrica. Com esse
trabalho, estamos adaptando a metodologia e serve como base para melhorar trabalhos

futuros e vieses de analise.
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APENDICE A - Caracteristicas das estagdes do lago da UHE de Tucurui e suas

profundidades méaximas

Quadro 1 - Caracteristicas das estagdes do lago da UHE de Tucurui e suas profundidades maximas.

C1 Caraipé 1 ITha 28 m

C2 Caraipé 2 Ilha 22 m

M1 Montante 1 Proximo a barragem 70 m

M3 Montante 3 Lago - Canal Central 52m

MR Montante Novo Lago - Margem esquerda 20 m
Repartimento do reservatorio

MBB Montante Breu Branco Ao lado da represa 32m

ML Montante Lontra Lago - Canal central 22 m

MBL Montante Belauto Lago - Margem direita do 26 m

reservatorio

MP Montante Pucurui Lago - Margem esquerda 20 m
do reservatorio

MJV Montante Jacunda Velho Lago 22 m

MIP Montante Ipixuna Distante da barragem 42 m

Fonte: Adaptado de Silva, 2018.




APENDICE B - Completude de sequenciamento em percentual dos 80 MAGs

Tabela 4 - Dados de sequenciamento com percentual em completude dos 80 MAGs da UHE de Tucurui.

MAGs Completude

(%)
MAG 1 22.6
MAG 2 22.6
MAG 3 19.4
MAG 4 22.6
MAG 5 26.3
MAG 6 12.9
MAG 7 25.0
MAG 8 18.5
MAG 9 57.3
MAG 10 34.5
MAG 11 14.5
MAG 12 7.3
MAG 13 3.8
MAG 14 5.6
MAG 15 16.9
MAG 16 18.5
MAG 17 12.1
MAG 18 13.7
MAG 19 22.6
MAG 20 129
MAG 21 29.8
MAG 22 37.0
MAG 23 14.5
MAG 24 9.7
MAG 25 22.6




MAG 26 4.0
MAG 27 16.1
MAG 28 355
MAG 29 1.5
MAG 30 24
MAG 31 21.0
MAG 32 41.9
MAG 33 34.7
MAG 34 18.5
MAG 35 11.3
MAG 36 10.5
MAG 37 9.7
MAG 38 32
MAG 39 4.8
MAG 40 30.6
MAG 41 34.7
MAG 42 24.2
MAG 43 10.5
MAG 44 41.9
MAG 45 15.3
MAG 46 0.0
MAG 47 8.9
MAG 48 2.1
MAG 49 62.9
MAG 50 1.6
MAG 51 19.3
MAG 52 17.7
MAG 53 12.1
MAG 54 24
MAG 55 1.6
MAG 56 1.6
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MAG 57 45.9
MAG 58 4.8
MAG 59 25.0
MAG 60 323
MAG 61 26.6
MAG 62 42.7
MAG 63 63.7
MAG 64 733
MAG 65 16.1
MAG 66 8.9
MAG 67 274
MAG 68 4.0
MAG 69 17.7
MAG 70 14.5
MAG 71 33.1
MAG 72 60.5
MAG 73 66.9
MAG 74 22.6
MAG 75 17.7
MAG 76 0.8
MAG 77 153
MAG 78 42.7
MAG 79 47.7
MAG 80 25.0
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ANEXO A - Localizagao da UHE de Tucurui e suas estagdes

VIF-

Legenda

Estacdes de montagem

Cidades
Caripé 1
Caripé 2
Montante 1
Montante 3
Montante Repartimento
Montante Breu Branco
Montante Belaulto
Montante Pacuri
Montante Ipixuna

Figura 13 - Localizagdo da UHE de Tucurui e suas estagdes. Fonte (Adaptado de Neto et al., 2014).
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ANEXO B - Mapa do lago de Tucurui com o ponto de coleta das amostras

’B._\rrugum de Tucurui
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Figura 14 - Mapa do lago da Barragem de Tucurui com o ponto de coleta das amostras destacado em circulo verde claro.
MR (novo repartimento). Fonte (adaptado do Google Maps, 2023).
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ANEXO C - Maquinaria de fosforilagdo oxidativa

FOSFORILACAO OXIDATIVA
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Figura 26 - Maquinaria de fosforilagdo oxidativa. O complexo NADH: ubiquinona oxidorredutase (complexo I), succinato desidrogenase (complexo II), ubiquinol-citocromo ¢ oxiredutase
(complexo III ou complexo citocromo bc 1), citocromo ¢ oxidase (complexo V) e ATP sintase (complexo V). O complexo I € a primeira enzima da cadeia respiratoria, ele oxida NADH, que
¢ gerado do ciclo de Krebs na matriz mitocondrial, e usa dois elétrons para reduzir a ubiquinona a ubiquinol, o ubiquinol ¢é reoxidado pelo complexo citocromo bcl e transfere elétrons para
reduzir o oxigénio a agua no complexo IV. A energia liberada ¢ usada para transferir protons que geram forca protonica através da membrana mitocondrial nos complexos I, III e IV. O

complexo IV usa essa forga para produzir ATP. O complexo I € o principal ponto na cadeia respiratdria desempenhando papel central no metabolismo energético (Sharma et al., 2009). Fonte:
(Adaptado do KEGG Oxidative Phosphorylation - Reference Pathway).
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ANEXO D - Maquinaria de fotossintese em cianobactérias no lago de Tucurui

Fixacdo de carbonoe _ _
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Figura 27 - Maquinaria de fotossintese em cianobactérias no lago da UHE de Tucurui. Fixacdo de C em organismos fotossintéticos, o fotossistema I é um complexo protéico
multisubunidade localizado nas membranas tilacoides de plantas e algas verdes onde se inicia uma das primeiras etapas da conversdo de energia solar pelo transporte de elétrons movidos
pela luz. As proteinas do complexo fotossistema II sdo formadas por heterodimero, as proteinas centrais estdo conectadas a um nucleo interno de clorofila antena de ligagdo. O citocromo b6/f
esta no centro das reagdes, onde serve como elo entre o fotossistema I ¢ I1, através da oxidagdo e redugdo de elétrons. O transporte fotossintético de elétrons é mediado por PetE, PetF, PetH
e PetJ. As ATPases funcionam gerando trifosfato de adenosina (ATP) que as células precisam converter usando fontes externas de energia como a luz. (Jensen et al., 2007.; Graga et al.,
2021.; Malone et al., 2021 and Huu et al., 2022). Fonte: (Adaptado do KEGG Photosynthesis - Cyanobacterium stanieri).



