UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ECOLOGIA E RECUROS NATURAIS
DEPARTAMENTO DE BOTANICA

Especificidade em associacoes alga/bactéria vinculadas aos

carboidratos excretados por trés espécies fitoplanctonicas de um

reservatorio tropical eutrofico do estado de Sao Paulo (Barra Bonita).

DANILO GIROLDO

Tese apresentada ao Programa de Pods-
Graduagdo em Ecologia e Recursos
Naturais da Universidade Federal de Sao
Carlos, como parte dos requisitos para
obtengao do titulo de Doutor em Ciéncias
(Campo de pesquisa: Fisiologia e
Bioquimica dos Microorganismos).

SAO CARLOS - SP

2003



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria/UFSCar

G526ea

Giroldo, Danilo.

Especificidade em associagdes alga/bactéria vinculadas
aos carboidratos excretados por trés espécies
fitoplanctonicas de um reservatorio tropical eutréfico do
estado de S&o Paulo / Danilo Giroldo . -- S&o Carlos :
UFSCar, 2003.

152 p.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de Sao Carlos,
2003.

1. Fitoplancton. 2. Carboidratos. 3. Bactéria. 4.

Polissacarideo excretados. . Titulo.

CDD: 589.4 (207




Orientador: Armando Augusto Henriques Vieira



Tente outra vez

(Raul Seixas, Paulo Coelho e M. Motta)
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E nado diga que a cang¢do esta perdida,
Tenha fé em Deus, tenha fé na vida,
Tente outra vez,

Beba,

Pois a agua viva ainda esta na fonte,
Vocé tem dois pés para cruzar a ponte,
Nada acabou,

Tente,

Levante a sua mdo sedenta e recomece a andar,
ndo pense que a cabeca agtienta se vocé parar,
Hd uma voz que canta, ha uma voz danga, ha uma voz que
gira,

Bailando no ar,

Queira,

Basta ser sincero e desejar profundo,
Voceé sera capaz de sacudir o mundo,
Tente outra vez,

Tente,

E nado diga que a vitéria esta perdida,

Se é de batalhas que se vive a vida,

Tente outra vez.

Uma das grandes mensagens deixadas pelo nosso Raul

Seixas.
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Figura 46: Parametrizagdo da degradacdo, ap6s analise por HPLC-PAD, da fragdo “A”
(total e cada um dos monossacarideos) do polissacarideo excretado por S. orbiculare.
Separacao obtida pelo gel A-15. 123

Figura 47: Parametriza¢ao da degradacgdo, apos analise por HPLC-PAD, da fracao “B”
(total e cada um dos monossacarideos) do polissacarideo excretado por S. orbiculare.
Separacao obtida pelo gel A-15. 124

Figura 48: Parametriza¢do da degradacao, ap6s analise por HPLC-PAD, da fragdo “A”
(total e cada um dos monossacarideos) do polissacarideo excretado por Thalassiosira
sp. Separagdo obtida pelo gel CL6B. 128

Figura 49: Parametriza¢ao da degradacgdo, apos analise por HPLC-PAD, da fracdo “B”
(total e cada um dos monossacarideos) do polissacarideo excretado por Thalassiosira
sp. Separagdo obtida pelo gel CL6B. 129

Figura 50: Parametrizagdo da degradacdo, apos analise por HPLC-PAD, da fragdo “A”

(total e cada um dos monossacarideos) do polissacarideo excretado por Thalassiosira
sp. Separagdo obtida pelo gel A-15. 132
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Figura 51: Parametrizacao da degradagdo, apos analise por HPLC-PAD, da fracao “B”
(total e cada um dos monossacarideos) do polissacarideo excretado por Thalassiosira
sp. Separagao obtida pelo gel A-15. 133

Figura 52: Imagem negativa do gel de agarose 1% mostrando a amplificacdo do 16S
DNAr extraido da comunidade bacteriana pertencente ao Dominio Bactéria. As setas
mostram o tamanho do fragmento de DNA amplificado pelos “primers” utilizados (400
pares de bases). 1: bacterioplancton da represa de Barra Bonita (indculo); 2; 3 e 4:
bactérias desenvolvidas respectivamente na cultura de C. ftetrapyrenoidosa, S.
orbiculare e Thalassiosira sp; 5: bactérias desenvolvidas na cultura de C.
tetrapyrenoidosa e repicadas nos respectivos polissacarideos; 6: bactérias desenvolvidas
na cultura de S. orbiculare e repicadas nos respectivos polissacarideos; 7: bactérias
desenvolvidas na cultura de Thalassiosira sp e repicadas nos respectivos
polissacarideos; 8: bactérias desenvolvidas na cultura de C. fetrapyrenoidosa e
repicadas nos respectivos excretados de baixa massa molecular; 9: bactérias
desenvolvidas na cultura de S orbiculare e repicadas nos respectivos excretados de
baixa massa molecular, 10: bactérias desenvolvidas na cultura de Thalassiosira sp e
repicadas nos respectivos excretados de baixa massa molecular; 11: amostra 8 diluida
1:10 vezes; 12: amostra 9 diluida 1:10 vezes; 13: amostra 10 diluida 1:10 vezes; 14:
Agua destilada; 15: Controle positivo Burkeria sp; 16, 17 e 18: Controles negativos
Sarcina sp. 137

Figura 53: Imagem negativa do gel de agarose 1% mostrando a amplificagdo do 16S
DNAr extraido da comunidade bacteriana pertencente ao Dominio Bactéria. 1:
Bactérias desenvolvidas na cultura de C. tetrapyrenoidosa e repicadas nos respectivos
polissacarideos - dilui¢do 1:10; 2: Bactérias desenvolvidas na cultura de S. orbiculare e
repicadas nos respectivos polissacarideos - diluicdo 1:10; 3: Bactérias desenvolvidas na
cultura de Thalassiosira sp e repicadas nos respectivos polissacarideos - diluicao 1:10;
4: Bactérias desenvolvidas na cultura de C. tetrapyrenoidosa ¢ repicadas nos
respectivos polissacarideos - DNA purificado 5: Bactérias desenvolvidas na cultura de S
.orbiculare e repicadas nos respectivos polissacarideos - DNA purificado; 6: Bactérias
desenvolvidas na cultura de Thalassiosira sp e repicadas nos respectivos polissacarideos
- DNA purificado; 7: Controle positivo - Burkeria sp. 138

Figura 54: Imagem negativa mostrando o padrio de bandas obtido por meio do DGGE
para os produtos amplificados pelo PCR. 1: ind6culo de Barra Bonita; 2; 3 e 4: bactérias
desenvolvidas respectivamente nas culturas de C. tetrapyrenoidosa, S. orbiculare e
Thalassiosira sp; S: bactérias desenvolvidas na cultura de C. tetrapyrenoidosa e
repicadas nos respectivos excretados de baixa massa molecular; 6: bactérias
desenvolvidas na cultura de S orbiculare e repicadas nos respectivos excretados de
baixa massa molecular, 7: bactérias desenvolvidas na cultura de Thalassiosira sp e
repicadas nos respectivos excretados de baixa massa molecular; 8: bactérias
desenvolvidas na cultura de C. fetrapyrenoidosa ¢ repicadas nos respectivos
polissacarideos; 9: bactérias desenvolvidas na cultura de S. orbiculare e repicadas nos
respectivos polissacarideos;10: bactérias desenvolvidas na cultura de Thalassiosira sp e
repicadas nos respectivos polissacarideos. Setas 1: Bactérias especificas a algum dos
substratos. Setas 2: Bactérias capazes de degradar diferentes tipos de substrato. Setas 3:
Bactérias que se desenvolveram melhor com a presencga das algas. Setas 4: Bactérias
que se desenvolveram melhor sem a presencga das algas. 139
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C) RESUMO

A excrecdo de carboidratos pelo fitoplancton ¢ um processo ja bastante
estudado, cujo interesse principal se deve a importancia ecologica destes compostos. As
bactérias planctonicas destacam-se entre os organismos heterotroéficos beneficiados por
este processo, e sua capacidade de utilizacdo dos carboidratos extracelulares
fitoplanctonicos ja foi demonstrada por diversos trabalhos. Esta tese teve como objetivo
principal a identificagdo de associagdes especificas entre algas e bactérias do plancton
de um reservatorio eutrofizado do Rio Tieté (Barra Bonita, SP), vinculadas aos
carboidratos excretados pelas algas, bem como estudar os padrdes de utilizagdo destes
compostos pelas bactérias. Para isso foram utilizadas trés espécies fitoplanctonicas
isoladas deste reservatorio: Cryptomonas tetrapyrenoidosa (Cryptophyceae),
Staurastrum orbiculare (Zygnematophyceae) e Thalassiosira sp (Bacillariophyceae).
Culturas axénicas das trés algas foram realizadas para a determinagdo de suas
caracteristicas de crescimento, bem como a caracterizacdo dos carboidratos
extracelulares por elas produzidos. Cultivos conjuntos alga/bactéria, nos quais inoculou-
se a comunidade microbiana do reservatério de Barra Bonita nas culturas axénicas das
algas, foram realizados para observar o padrio de utilizacdo dos carboidratos
extracelulares produzidos pelas algas, assim como o padrdo de -crescimento
fitoplanctonico em condigdes axénicas e contaminadas. A partir dos cultivos conjuntos,
obteve-se os inoculos microbianos especificos de cada alga e os mesmos foram
utilizados nos experimentos de degradagdo dos polissacarideos e dos excretados de
baixa massa molecular de cada espécie. Os padrdes de diversidade bacteriana da represa
de Barra Bonita foram comparados aos padrdoes encontrados tanto nos cultivos
conjuntos, como nos meios contendo os excretados de alta e baixa massa molecular,
utilizando a técnica do DGGE (“Denaturing Gradient Gel Eletrophoresis”). Os
resultados mostraram que a taxa de excre¢cdo de carboidratos pelas algas nas culturas
axénicas aumentou exponencialmente na fase estaciondria de crescimento. J& nos
cultivos conjuntos, os carboidratos extracelulares produzidos pelas algas foram
importantes substratos para as populacdes bacterianas, pois mesmo em concentragdes
inferiores a 1 mg/L, estes compostos sustentaram densas populacdes bacterianas. A
utilizagdo dos polissacarideos foi bastante distinta entre as algas em estudo, e os
resultados evidenciaram também que a degradacdo dos polissacarideos ndo ocorreu de
forma homogénea, pois determinados monossacarideos foram degradados mais
rapidamente, enquanto outros tiveram um padrdo de degrada¢do mais lento. Ficou
também comprovado pelos resultados que a diversidade bacteriana associada as trés
algas foi distinta, com populagdes bacterianas de ocorréncia especifica a determinadas
algas e outras de ocorréncia bastante abrangente, desenvolvendo-se nos diversos
substratos oferecidos pelas diferentes algas em estudo.

Palavras chaves: Fitoplancton, associagdo, carboidrato, bactéria, polissacarideo e
especificidade.
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D) ABSTRACT

The release of carbohydrates by phytoplankton has been extensively studied
because of its ecological significance. Bacterioplankton is a group of organisms that is
able to use extracellular phytoplanktonic carbohydrates, as many authors have
demonstrated. The aim of this thesis was to identify specific associations algae/bacteria
in the planktonic environmental of a eutrophicated reservoir (Tiete river, Barra Bonita,
SP), based on the carbohydrates released by the phytoplankton. The utilization pattern
of such compounds was also studied. For this purpose, three phytoplanktonic species
from Barra Bonita reservoir were used: Cryptomonas tetrapyrenoidosa
(Cryptophyceae), Staurastrum orbiculare (Zygnematophyceae) e Thalassiosira sp.
(Bacillariophyceae). The growth characteristics of these species in axenic conditions
were determined and the extracellular carbohydrates produced by each one were
characterized. Algae/bacteria cultivation experiments were performed inoculating the
microbial community from Barra Bonita in axenic cultures of each algae. The
phytoplanktonic growth pattern and the carbohydrate release were compared in axenic
and contaminated cultures. From these algae/bacteria cultures, the specific bacteria
community from each algae were isolated and they were re-inoculated in two kinds of
culture media: composed by polysaccharides and low molecular weight released
material. The bacterial diversity from the Barra Bonita reservoir was compared to the
one observed in the algae/bacteria cultures and also in the two kinds of culture media,
employing the DGGE method (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis). The
extracelullar carbohydrate production was exponentially increased at the stationary
growth phase in the axenic cultures. The results showed clearly that the extracellular
carbohydrates released by the phytoplanktonic species were used as an important carbon
source to the bacterial populations, even when they occurred in very low concentrations
(less than 1 mg/L). The polysaccharide utilization was remarkably distinct among the
species under study. The results also showed that the polysaccharide degradations were
not homogenous, but specific regions of them were degraded firstly. The results proved
that the bacterial diversity patterns found in the Barra Bonita reservoir and in the
different substrates were different. Specific bacterial populations were found as well as
populations adapted to different classis of substrates.

Key words: Phytoplankton, association, carbohydrate, bacteria, polysaccharide and
specificity.
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1) INTRODUCAO.

Os organismos fitoplanctonicos podem liberar para o meio circundante, sob a
forma de matéria organica dissolvida (MOD), importantes quantidades de carbono
organico derivado da fotossintese (Lewin 1956; Guillard & Wangersky 1958, Jensen
1983; Myklestad 1995). Compde essa MOD uma grande variedade de compostos, mas
0s mais importantes, sob o aspecto quantitativo, incluem acidos organicos, aminoacidos,
peptideos e, principalmente, carboidratos (Hellebust 1974). A utilizacdo de alguns
destes compostos como substrato por populacdes bacterianas ja ¢ bem documentada
(Coveney 1982; Larsson & Hagstrom 1979; Fallowfield & Daft 1988), como no caso
dos 4acidos organicos (Merret & Lord 1973 e Wright & Shah 1975), aminoécidos
(Fallowfield & Daft 1988; Jorgensen 1990; Riemann et al. 1990) e monossacarideos
(Gocke et al. 1981; Jorgensen 1990; Jorgensen & Jensen 1994), enquanto a utilizagao
de polissacarideos extracelulares produzidos por microalgas como substrato para
bactérias do plancton ¢ ainda muito pouco estudada (Freire-Nordi & Vieira 1996).

A diversidade na composi¢do da MOD liberada pelas algas implica,
teoricamente, na selecdo de bactérias que poderiam associar-se especificamente aos
produtos de determinadas espécies algais. De fato, indicios de especificidade
alga/bactéria vinculada @ MOD excretada foram ja obtidos no fitopldncton marinho,
principalmente em diatoméceas (Bell & Mitchell 1972; Bell & Sakshaug 1980) e
cianoficeas de agua doce (Fallowfield & Daft 1988); mas ndo foram feitos estudos
posteriores para verificar quao ampla ¢ essa especificidade em relacdo a outros taxa de
microalgas, principalmente de 4gua doce. Além disso, nestes casos ndo ficou
definitivamente comprovado se a especificidade seria apenas passiva, ou seja, se a
populacdo bacteriana simplesmente seria selecionada pela composicdo da MOD

liberada pelas espécies algais e, em conseqiiéncia, estas ndo obteriam uma agdo
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reciproca nutricional, ou de qualquer outra natureza, advinda das bactérias. Contudo, se
tal acdo ocorrer, os mecanismos pelos quais o fitoplancton seria beneficiado nessa
associacao nao estdo ainda bem esclarecidos, se ¢ que realmente pode ocorrer algum
beneficio generalizado para todos os taxa de microalgas. Também nao estad esclarecido
se uma associacao alga/bactéria seria restrita a uma determinada fase do ciclo bioldgico
da alga ou se diferentes populagdes de bactérias se sucederiam nessa associagdo nas
diferentes fases do ciclo, como fase exponencial, estaciondria e de senescéncia do
desenvolvimento de populagao algal.

Um exemplo de uma associagdo mais estreita, na qual ambos os organismos
tiram proveito, ¢ o caso de bactérias que se fixam a heterocistos de espécies de
Anabaena e utilizam substancias ricas em compostos nitrogenados excretadas pela alga.
O metabolismo das bactérias, em reciprocidade, provoca reducdo localizada de
oxigénio, o que incrementa a fun¢do da nitrogenase nos heterocistos, capacitando a
cianoficea a fixar nitrogénio atmosférico, mesmo em ambientes com altas concentragdes
de oxigénio (Paerl 1978).

A excregdao de MOD pelo fitoplancton promove a abertura de novos nichos para
microorganismos heterotrofos, criando uma zona influenciada pela liberagdo desses
compostos denominada “ficosfera” (Bell & Mitchell 1972). Essa regido poderia facilitar
a associacao de microorganismos que utilizariam a MOD excretada e incrementaria as
relacdes interespecificas na comunidade planctonica, de modo semelhante as relagdes
entre plantas leguminosas e bactérias fixadoras da “rizosfera” terrestre. Mas o mais
interessante, sob o ponto de vista da biodiversidade funcional, é a possibilidade da
ocorréncia de uma relagdo interespecifica alga/bactéria, vinculada a composi¢cdo do
excretado da alga. Ou seja, o metabolismo dessas bactérias seria direcionado para os

excretados de uma determinada espécie de alga do plancton, ou grupo de espécies e, por
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outro lado, a alga obteria algum proveito dessa associagdo. Isso abre interessantes
discussoes teoricas: Wood & Van Valen (1990) propuseram teoricamente que, na
coluna fotica marinha, quando as células fitoplanctonicas estdo sob limitagao nutricional
e temporariamente expostas a altas intensidades de luz, sua excrecdo aumentaria,
principalmente em carboidratos, o que suportaria a manutencdo de uma populacao
bacteriana. Os autores consideram que este comportamento seria um importante fator na
coevolugdo de algas autotroficas, bactérias e fitoflagelados bacterivoros por “patch
selection” no ambiente marinho. Ou seja, um mecanismo baseado, teoricamente, na
excrecao de carboidratos.

Os carboidratos sdo os compostos que, de um modo geral, predominam nos
excretados algais, considerados ubiquos nesses organismos (Boney 1981). De fato, os
polissacarideos extracelulares, ou exopolissacarideos, sdo compostos liberados por
quase todas as microalgas, planctonicas ou ndo (Paulsen & Vieira 1994). Eles formam
as bainhas e céapsulas, as quais podem ser bem delineadas, rigidas e bem estaveis, ou
amorfas que vao continuamente se dissolvendo durante o desenvolvimento da célula.
Freqiientemente, observa-se a presenca de bactérias nessas capsulas e bainhas, ou
associadas a “pedagos” de polissacarideos liberados por essas estruturas para o
ambiente. Essas bactérias poderiam utilizar, como substrato, os excretados algais de
baixa e alta massa molecular, incluindo os carboidratos, simples ou complexos. Os
carboidratos componentes dessas estruturas teriam importante papel ndo s6 como fonte
de carbono para as bactérias, mas também como suporte mecanico, no caso de
polimeros extracelulares envolvendo as células algais, para uma estreita relacdo
alga/bactéria, formando assim um outro tipo de “ficosfera”. Esses polimeros, apesar de

serem razoavelmente refratarios ao ataque bioldgico, podem ser degradados e utilizados
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como substrato por populagdes bacterianas, como foi mostrado por Freire-Nordi &
Vieira (1996, 1998).

A hipotese central deste trabalho ¢ que em uma associacdo especifica
alga/bactéria vinculada aos carboidratos excretados pela alga, incluindo os
exopolissacarideos como suporte mecanico e/ou fonte de carbono, as relagdes
mutualistas do tipo heterocisto/bactéria anteriormente citada, devem ser mais
freqlientes, ndo excluindo aquele tipo de especificidade nas quais as bactérias seriam
apenas comensais selecionadas pela MOD excretada por uma determinada espécie, sem
haver a necessidade de uma interacdo. Um dos mecanismos plausiveis € a possibilidade
dos excretados, cuja concentragdo relativa aumenta em condigdes desfavoraveis ao
crescimento celular das algas, proporcionarem o crescimento € manutengdo de uma
populacdo bacteriana especifica. Essa populagdo bacteriana seria o agente de
decomposicdo da matéria organica particulada proveniente da morte (ou até mesmo
antes dela) de uma determinada espécie do fitoplancton e com isso, por remineralizacao,
distribuiriam para um numero menor de células fitoplanctdnicas os nutrientes minerais
imobilizados nas células em degeneracdo. Um fato que facilitaria esse tipo de
associagdo ¢ que a excrecdo aumenta com os fatores que inibem a estruturacao celular e,
consequentemente, a divisdo celular. Assim, em uma populagdo algal exposta a
condi¢des nas quais os nutrientes sdo limitantes, ou com a populacdo na fase de
senescéncia, mas com o aparelho fotossintético ainda ativo (Vieira & Myklestad 1986;
Vieira et al. 1994), a excregao/célula aumenta por nao ocorrer divisdo celular. Isso pode
incrementar a atividade das bactérias que remineralizariam mais rapidamente os
nutrientes presos nas células mais velhas. A hipdtese de que nesse tipo de associagdo a
alga poderia receber nutrientes inorganicos, advindos da remineralizagdo de matéria

organica pelas populagdes de bactérias associadas, necessita ser abordada com extremo
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cuidado se, em um ambiente eutrofizado e, portanto, com auséncia de limitacdo de
nutriente como o reservatorio em questao, ocorrerem tais tipos de associagdes. Por outro
lado, com relagdo aos nutrientes inorganicos, mesmo em um ambiente eutrofizado sem
aparente limitacdo de nutrientes, determinadas espécies podem, em uma competi¢ao
interespecifica numa comunidade estavel, sofrer limitacado de algum tipo de nutriente
(Reynolds 1984). Além disso, uma determinada associacdo pode ter mecanismos
diferenciados em condigdes distintas. Nao ¢ pretensdo deste estudo explicar
definitivamente as fungdes extracelulares dos carboidratos produzidos pelo fitoplancton,
uma vez que as hipdteses acima discutidas ndo excluem outros possiveis mecanismos
pelos quais as algas poderiam obter contrapartida em tal associagdo, como o exemplo
bactérias/heterocistos anteriormente citado. As fungdes extracelulares dos carboidratos
algais devem ser tdo diversificadas quanto suas préprias composi¢des € a evolugdo
dessas fungdes provavelmente seguiu padroes especificos para as diferentes espécies em

ambientes com caracteristicas também especificas (Giroldo & Vieira 2002).

2) OBJETIVOS.

O objetivo central desta tese de doutoramento foi testar a hipotese de que no
plancton os carboidratos extracelulares produzidos pelo fitoplancton podem ser o
vinculo de associagdes especificas alga/bactéria. Para isso, foram efetuados diversos
experimentos com trés espécies fitoplanctonicas isoladas do mesmo habitat e
pertencentes a grupos taxondmicos distintos: Cryptomonas tetrapyrenoidosa
(Cryptophyceae), Staurastrum orbiculare (Zygnematophyceae) e Thalassiosira sp.
(Bacillariophyceae).

A abordagem deste estudo iniciou-se pela caracterizacdo dos carboidratos

extracelulares produzidos por cada uma das espécies em questdo, bem como de seus
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parametros de crescimento em culturas axénicas. Em seguida foram realizados
experimentos de cultivo conjunto, apds contaminacao de culturas algais axénicas com
populagdes bacterianas coletadas no mesmo habitat das algas. Objetivou-se com isso
selecionar as populagdes bacterianas que se desenvolveram associadas a cada alga, além
de observar alteragdes no padrao de crescimento das algas em fungdo do crescimento
simultaneo de populagdes microbianas. O passo seguinte foi testar a especificidade em
termos de classes de substratos, cultivando as populagdes selecionadas para cada alga
em meios contendo, separadamente, os respectivos excretados de baixa massa molecular
e exopolissacarideos de cada espécie em questdo. Neste sentido, este estudo teve os
seguintes objetivos secundarios:

- Caracterizar os carboidratos extracelulares e os parametros de crescimento de
cada uma das algas em questdo crescendo em condi¢des axénicas;

- Elaborar cultivos conjuntos alga/bactéria visando selecionar comunidades
bacterianas especificas a cada uma das algas em estudo, bem como comparar os padroes
de crescimento das algas em conjunto com as bactérias e em condi¢des axénicas;

- Comparar as concentragdes de carboidratos extracelulares produzidos pelas
algas em conjunto com as bactérias ¢ em condi¢cdes axénicas para comprovar a
utilizagdo destes compostos pela comunidade microbiana;

- Testar a especificidade das associagdes alga/bactéria em termos de classes de
substratos, repicando as comunidades bacterianas especificas de cada alga nos

respectivos excretados de alta e baixa massa molecular da propria alga.
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3) METODOLOGIA.
3.1) AREA DE ESTUDO.

A coleta das algas e das bactérias foi realizada no reservatorio de Barra Bonita,
localizado no oeste do estado de Sdo Paulo a 22° 29’ S e 48° 34 W em uma altitude de
430 m (Figura 1). A area superficial ¢ de 32484 ha e a profundidade maxima ¢ de
aproximadamente 30 m, correspondendo a um volume maximo de 3.6 x 10° m’.
(Tundisi & Matsumura-Tundisi 1990). E considerado um reservatorio eutrofico
(Rietzler 1995), e as dguas dessa represa estdo num processo de eutrofizagdo cultural
decorrente das altas concentragdes de nutrientes advindos de areas urbanas (efluentes
domésticos e industriais) e atividades agroindustriais na bacia hidrografica (Calijuri
1999).

3.2) ORGANISMOS.

As espécies fitoplanctonicas utilizadas neste trabalho foram Cryptomonas
tetrapyrenoidosa Skuja, (Cryptophyceae), Staurastrum orbiculare Ehrenberg Ralfs var.
orbiculare P. orbiculare (Zygnematophyceae) e Thalassiosira sp. (Bacillariohyceae),
que podem ser visualizadas na Figura 2. As espécies estdo sendo mantidas em cultivos
axénicos na Colecdo de Culturas de Microalgas de Agua Doce do Departamento de
Botanica da Universidade Federal de Sao Carlos.

Os inodculos de bactérias foram constituidos a partir da d4gua do Resevatdrio de
Barra Bonita provenientes de quatro profundidades, integradas, da coluna fotica (100,
50, 25 e 1% da luz incidente a superficie), coletadas com um sistema para amostragem
em condig¢des assépticas, mostrado na Figura 3. A dgua foi filtrada em filtros de fibra de
vidro AP-20 (pré-filtros Millipore) calcinados e autoclavados, para retirar algas,

zooplanctontes e protozodrios, ja que os poros deste filtro ndo retém bactérias.
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Figura 1: Localizacdo da area de estudo de onde foram coletadas as espécies
fitoplanctonicas e a comunidade bacteriana. Fonte (Calijuri 1999).
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(¥)

(G) (H)

Figura 2: Algas fitoplanctonicas, oriundas do Reservatorio de Barra Bonita, envolvidas
neste trabalho. (A) Cryptomonas tetrapyrenoidosa, aumento de 1000 X, (B) C.
tetrapyrenoidosa, aumento de 1000 X, foto em preto e branco com filtro verde, (C) e
(D) C. tetrapyrenoidosa, micrografias em microscopia eletronica de transmissdo, as
barras correspondem respectivamente a 3 e 1 um (foto: Dra. Maridngela Menezes), (E)
Staurastrum orbiculare, aumento de 1000 X, (F) Thalassiosira sp, aumento de 1000 X,
(G) e (H) Thalassiosira sp, micrografias em microscopia eletronica de varredura, as
barras correspondem respectivamente a 5 ¢ 1 um (foto: Dra. Lezilda Torgan) (CI)
Cloroplasto, (Ml) Camada mucilaginosa, (Nm) Nucleomorfo, (Pe) Periplasto, (PI)
Plasmalema, (Py) Pirenodide.
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Figura 3: Sistema de amostragem utilizado para a coleta da 4gua do Reservatorio de
Barra Bonita para compor o indculo da comunidade microbiana. O sistema ¢ lavado
com HCI 10% e autoclavado. A entrada de dgua permanece tampada e ¢ manuseada
apenas dentro da represa para evitar contaminagdo por bactérias aéreas. A adgua entra na
garrafa quando se abre a saida de ar em cada uma das profundidades-alvo. Um filtro
feito com algoddo na mangueira de ar evita a queda de particulas aéreas no interior da
garrafa.

3.3) CULTIVO DAS ESPECIES FITOPLANCTONICAS.

Os cultivos experimentais dos organismos foram efetuados em meio WC
(Guillard & Lorenzen 1972). As culturas axénicas de S. orbiculare ¢ C.
tetrapyrenoidosa foram obtidas por meio de sucessivas lavagens ao microscopio,
usando meio WC enriquecido com peptona e glicose (250 mg/L cada). Thalassiosira sp

foi purificada com adi¢io de Solugdo de Dakin® 1% com repicagens a cada 30 segundos

até 5 minutos, também usando meio WC P + G (Vieira 1983).
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3.4) EXPERIMENTO I: CARACTERIZACAO DOS CARBOIDRATOS
EXTRACELULARES E DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE
CRESCIMENTO DAS ESPECIES FITOPLANCTONICAS.

Para a determinacdo das caracteristicas de crescimento de cada espécie, bem
como para a caracterizacdo dos carboidratos extracelulares por ela produzidos, foram
montadas culturas axénicas utilizando garrafdes Pirex® de 9 litros de capacidade, com 7
litros de meio de cultura WC. As culturas foram inoculadas com um indéculo axénico de
300 mL com cerca de 9 x 10* células por mL na fase exponencial de crescimento.
Dessas culturas foram retiradas amostras didrias de 20 mL nos primeiros 7 dias e a cada
48 h no periodo restante até o estabelecimento da fase estacionaria de crescimento, dos
quais 5 mL foram fixados com lugol forte e utilizados para a contagem dos organismos
ao microscopio. Para as contagens das células utilizou-se um hemocitdmetro de Fuchs-
Rosenthal para C. fetrapyrenoidosa e Thalassiosira sp e a camara de Palmer-Maloney
para S. orbiculare. O restante foi filtrado em membrana de acetato de celulose
(Millipore®), com poros de 0,45 pm, para a determinacdo das concentracdes de
carboidrato total dissolvido que foram obtidas pelo método do fenol-sulfurico (Dubois
et al. 1956). Os carboidratos foram, também, analisados semanalmente por
cromatografia liquida de alta performance acoplada a um detector por pulsos
amperométricos (HPLC-PAD), para monitoramento qualitativo ap6s fracionamento por
cromatografia por permeag¢do em coluna de gel P10 Bio-Rad®, cuja técnica sera
detalhada mais adiante juntamente com a metodologia para caracterizagdo dos
exopolissacarideos. Os filtros com as células retidas foram utilizados para as
determinagdes das concentragdes de clorofila-a pelo método de Talling & Driver
(1963), com as extragdes efetuadas a -5 °C com acetona 90 % alcalinizada com MgCO;.

A Figura 4 resume os experimentos para a caracterizacdo dos carboidratos
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extracelulares e dos parametros de crescimento das espécies fitoplanctonicas em estudo,

bem como as analises realizadas nos mesmos.

INOCULO
DENSO
7L
WC
A 4 A\ 4
Amostragens (20 mL) Amostragens (100 mL)
24/24h na 12 semana semanais até a fase
48/48h na 22 semana estacionaria
Densidade celular r
Cromatografia em
l coluna de gel P-10
Clorofila-a A
l Fim do experimento —
. Caracterizacao dos . j'
Carboidrato total olissacarideos Analise em
dissolvido P HPLC-PAD
extracelulares

Figura 4: Esquematizacdo do experimento I. Caracterizacdo dos parametros de
crescimento e dos carboidratos extracelulares produzidos em condigdes axénicas por
Cryptomonas tetrapyrenoidosa, Staurastrum orbiculare e Thalassiosira sp.
3.4.1) Caracterizacio dos carboidratos extracelulares por HPLC-PAD.

As amostras retiradas semanalmente (100 mL) foram concentradas 4 vezes em
rotaevaporador a 40°C e em seguida, injetadas em uma coluna de 120 mL preenchida
com gel P10 Bio-Rad® com limite minimo de exclusdo de 1500 D e méaximo ajustado
com "blue dextran" (2 x 10° D), acoplada a um conjunto fracionador regulado com
fluxo de 1mL/7min. O eluente utilizado foi dgua destilada e butanol 2%. Foi testada a
presenga de carboidratos em cada uma das fragdes pelo método de Dubois et al. (1956),

e foram armazenadas aquelas cujo teste detectou presenca de carboidratos. Os
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carboidratos detectados no inicio € no meio dos cromatogramas (poliméricos) foram
hidrolizados com 350 ul de HC1 8M para cada 10 ml de amostra, a 100 °C por 12 horas
(Gremn & Kaplan 1997). Tanto os carboidratos poliméricos (ap6s hidrélise), como os
acucares livres foram dessalinizados em colunas de troca i6nica AG50W e AG2X8 Bio-
Rad®. As amostras devidamente dessalinizadas foram analisadas em um cromatégrafo
liquido acoplado a um detector de carboidratos por pulsos amperométricos (HPLC-
PAD) Dionex®, modelo DX-500, equipado com uma bomba GP-40 e um detector ED-
40. Em resumo, a metodologia de identificagdo e quantificagio por HPLC-PAD,
descrita por Wicks et al. (1991) e Mopper et al. (1992) com modificagdes de Joprgensen
& Jensen (1994) e de Gremm & Kaplan (1997), € a seguinte: monossacarideos livres,
dissacarideos e alguns oligossacarideos sdo separados como anions em uma solugdo
alcalina (NaOH) por HPLC e posteriormente detectados em uma célula amperométrica
equipada com um eletrodo de referéncia Ag/AgCl e um eletrodo detector de ouro, no
qual os carboidratos-anions sdao oxidados. O eletrodo de ouro ¢ exposto a um pulso
amperométrico positivo/negativo para a remog¢ao dos produtos oxidados de maneira que
o eletrodo detector fica livre em curtissimo intervalo de tempo para a detec¢do de outros
anions que estdo chegando, depois de serem separados na coluna. Com o emprego de
padroes apropriados pode-se identificar os monossacarideos, dissacarideos ¢ até
pequenos oligossacarideos e polissacarideos. Na impossibilidade de contar com padrdes
para carboidratos poliméricos, estes podem ser hidrolisados e seus monossacarideos
constituintes identificados e quantificados. O eluente para a separacdo dos
monossacarideos foi NaOH 18 mM e para a recuperagdo da coluna foi NaOH 200 mM
em um fluxo de 1 mL/min. A coluna utilizada foi a PA-10, cujas caracteristicas sdo
especificas para uma melhor separacdo de monossacarideos, embora a detec¢ao de

dissacarideos sem hidrdlise seja também possivel. As amostras foram analisadas em
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triplicata e quantificadas por meio de curvas de calibragdes com 8 concentragdes
proximas ao "range" observado nas mesmas.
3.4.2) Caracterizacao dos exopolissacarideos.

Ao final dos experimentos as células foram filtradas através de cartuchos de
fibra oca com poros de 0,65 pm em um filtrador tangencial (A/G Technology®). O meio
filtrado foi concentrado em rotaevaporador a 40 °C até o volume aproximado de 350
mL. Esse volume foi dializado em membranas que rettm moléculas com massas
moleculares superiores a 10-12 kD, deixando-se 24 horas na dgua corrente de torneira, e
48 horas na agua destilada, que foi trocada a cada 12 horas. Para evitar a contaminacao
durante este processo,foram adicionadas algumas gotas de tolueno. A amostra dializada
foi entdo congelada em nitrogénio liquido, liofilizada e posteriormente armazenada
hermeticamente a -5 °C.

A caracterizacdo dos exopolissacarideos se deu em trés fases: identificacdo de
subfracdes por cromatografia de troca i6nica, determinacdo da composi¢do monomérica
das subfracdes por cromatografia gasosa e determinagdo das ligagdes glicosidicas por
espectrometria de massa.
3.4.2.1) Cromatografia de troca i6nica em coluna de gel DEAE Sepharose.

Para a identificacdo das ligacdes glicosidicas € necessario o entendimento prévio
das diferentes fracdes que compde cada polissacarideo em questdo, bem como eliminar
possiveis contaminantes como amido e glicogénio provenientes de células mortas e que
ndo estdo diretamente relacionados com os polissacarideos extracelulares em estudo.
Para isso montou-se uma coluna com 100 mL de volume, preenchida com o gel DEAE
Sepharose “Fast flow” (Pharmacia®), acoplada a um conjunto fracionador ajustado a um
fluxo de 1 mL/3 min. As amostras foram diluidas em agua destilada (1 g/L) e injetou-se

um volume de 40 mL. No caso de cromatografia de troca idnica ndo é necessario
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respeitar o limite maximo de 5 % do volume total da coluna, uma vez que a separacdo
nao ¢ em funcdo da massa molecular, mas sim em funcado da afinidade da amostra com
o gel. Neste tipo de cromatografia o limite maximo de amostra a ser injetada seria em
termos de massa, tomando-se cuidado para que nao seja injetada uma massa de amostra
suficiente para saturar a coluna. As amostras foram eluidas pelo método “batch
separation” (Pharmacia 1991), pelo qual ndo ¢ necessaria a aplicagdo de gradiente
salino. Inicialmente a fracdo neutra foi eluida com agua destilada e as fracdes acidas
foram eluidas em duas diferentes concentracdes salinas: NaCl a 0,5 ¢ 1,0 M.
Posteriormente a coluna foi regenerada com NaCl a 2,0 M e lavada com agua destilada
antes de injetar uma nova amostra.

3.4.2.2) Determinagdo da composi¢cao monomérica das subfracdes.

Para a determinagdo da composicdo monomérica das diferentes fragdes, as
mesmas foram submetidas a metandlise (Reinhold 1972 e Barsett et al. 1992), a qual
submete a analise por cromatografia gasosa os derivativos tri-metil-silil dos metil-
glicosideos. A metodologia para esta caracterizagdo esta bem detalhada em Paulsen et
al. (1992) e aqui sera apresentada em resumo: os polissacarideos foram metanolizados
com 4 M HCI/Metanol anidro a 80 °C por 24 h para quebra das ligagdes glicosidicas e
concomitante geracdo de metil glicosideos, que em seguida sao tratados com TMS (tri-
metil-silil) para a formagao de O-trimetilsilil derivados (Sweeley et al. 1963, Reinhold
1972). Os O-trimetilsilil derivados foram identificados e quantificados por
cromatografia de gas (HP 5890) equipado com uma coluna J & W de 25 m X 0,25 cm
de didmetro e detetor FID. O manitol foi usado como padrao interno.
3.4.2.3) Determinacao das ligagdes glicosidicas.

Nas fragdes dos polissacarideos nas quais observou-se uma porcentagem de

acidos urdnicos superior a 5 %, realizou-se a reducdo carboxilica destes componentes

36



acidos (Sims & Bacic 1995). A reducao do carbono 6 se faz necessaria para distinguir
estes compostos das demais hexoses neutras, ¢ a mesma ¢ realizada basicamente pela
adicao de borodeuterideo de sddio em solucao bastante concentrada (100 mg/L) antes da
metilagdo. A metilagdo ¢ um dos mais importantes métodos na andlise estrutural dos
polissacarideos (Lindberg 1972). O método utilizado foi descrito por Kim e Carpita
(1992) e envolve a metilagdo de todos os grupos hidroxil presentes nos polissacarideos,
subseqiiente hidrdlise, redu¢ao do carbono 1 e acetilagio dos alditdis parcialmente
metilados (Barsett et al. 1992 e Samuelsen et al.1995). Os agucares parcialmente
metilados foram entdo analisados em um cromatégrafo a gas acoplado a um
espectrometro de massa (GC-MS). O espectro de massa foi obtido por meio de impacto
de elétrons usando um “Hewlett-Packard seletive detector 5970” com um Hewlett-
Packard 5890 GC.

3.5) EXPERIMENTO II: CULTIVOS CONJUNTOS ALGA/BACTERIA.

Foram preparadas culturas axénicas (2 L, 2 x 10° cel/mL) das trés microalgas
estudadas, utilizando meio WC modificado pela reducao a metade das concentragdes de
nitrogénio (NaNOj3) e fosforo (K,HPO4) e 200 mL de indculo axénico na fase
exponencial de crescimento. Apds a entrada das culturas na fase exponencial de
crescimento (5 dias), cada uma delas foi dividida em duas fragdes de 1 L. Uma foi
contaminada com 50 mL de amostra integral (filtrada em pré-filtro AP-20) de agua de
Barra Bonita, nas condi¢des anteriormente descritas, e a outra foi mantida em condigdes
axénicas, para servir como controle. A cada intervalo de 48 h, uma aliquota de 10 mL
foi retirada tanto das culturas axénicas como das contaminadas para a contagem das
células fitoplanctonicas, realizada como anteriormente descrito na cdmara de Palmer-
Malloney para S. orbiculare e na lamina Fuchs-Rosenthal para C. fetrapyrenoidosa e

Thalassiosira sp, ap6s processo de fixagao com lugol forte.
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Para a contagem das bactérias, as amostras foram previamente filtradas em
filtros AP-20, nas condi¢des anteriormente descritas, e os filtrados contendo as bactérias
foram fixados com formol 5 % (concentragdo final). A contagem das bactérias foi feita
pelo método da epifluorescéncia, corando-se as bactérias com 4'6'-diamidino-2-
fenilindol (DAPI), conforme descrito por Porter & Feig (1980).

Para a analise de clorofila-a foram filtrados cerca de 15 mL de amostras
integrais das culturas em membranas de acetato de celulose com poros de 0,45 pum. Os
filtros foram armazenados a -5 °C e no escuro para posterior analise segundo o método
descrito por Talling & Driver (1963). O filtrado foi utilizado para as analises de
carboidratos totais dissolvidos nos meios de cultura. O filtrado foi concentrado (3 vezes)
em rotaevaporador a 40 °C e analisado em HPLC-PAD em duas fragdes: carboidratos
livres (amostra ndo-hidrolizada) e carboidratos totais (amostra hidrolizada), seguindo a
metodologia anteriormente descrita.

Quando as culturas alcangaram o final do crescimento exponencial, as bactérias
contaminantes de cada cultura foram congeladas em condigdes assépticas para a analise
dos padrdes de diversidade bacteriana encontrados em cada uma das culturas de algas,
utilizando técnicas moleculares como PCR - "Polymerase Chain Reaction" e DGGE -
"Denaturing Gradient Gel Eletrophoresis" (Qvreas et al. 1997, Murray et al. 1998,
Theron e Cloete 2000, Simek et al. 2001), descritas a seguir. A Figura 5 resume os

experimentos de cultivos conjunto e as analises realizadas.
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Figura 5: Esquematizagdo do experimento II. Cultivos conjuntos alga/bactéria de
Cryptomonas tetrapyrenoidosa, Staurastrum orbiculare e Thalassiosira sp.

3.5.1) Analise dos padroes de diversidade bacteriana pertencente ao Dominio

Bacteria:

Os procedimentos

utilizados para andlise da diversidade bacteriana do

reservatorio de Barra Bonita, em comparacdo com a diversidade observada nas culturas

algais foram os seguintes:

1) Extraiu-se o DNA das comunidades bacterianas que se desenvolveram em cada

uma das culturas de algas;
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2) Procedeu-se o PCR (Polimerase Chain Reaction), para amplificagdo de
fragmentos de 16S DNAr, usando "primers" especificos para o 16S DNAr do
Dominio Bacteria;

3) O produto do PCR foi analisado pela técnica do DGGE, ou seja, uma
eletroforese em gel com gradiente desnaturante;

4) A complexidade dos padrdes de bandas obtidas no DGGE foi observada em um
transiluminador UV e as bandas foram tomadas como uma medida da
diversidade das comunidades.

3.5.1.1) Protocolo de extragdo de DNA.

A extracdo do DNA foi realizada seguindo a metodologia descrita na apostila
técnica da Fundagcdo André Tozello. Centrifugou-se um volume de 1,5 mL por 30
minutos a 10000 x g e os “pellets” contendo as bactérias foram ressuspendidos em 100
uL de solucao de lise (50 ng/uL de proteinase K em tampao TE Tris+ EDTA pH 8.0). As
amostras foram deixadas em banho-maria por 15 minutos a 55 °C e depois mais 15
minutos a 80 °C. Centrifugou-se novamente por 7 minutos a 12000 x g e transferiu-se o
sobrenadante para outro tubo. Procedeu-se a reacdo de PCR com 10 uL e congelou-se o
restante para reacdes futuras. O DNA ndo ¢ estavel por muito tempo sob a forma de
lisado, pois ndo houve purificacdo e pode haver agdo degradadora de nucleases.
3.5.1.2) Reagdo de Amplificagdo.

As amostras de DNA foram amplificadas usando "primers" para o 16S DNAr do
Dominio Bacteria de acordo com o seguinte procedimento. Uma mistura de reagao foi
preparada com os componentes e suas concentragdes finais descritas na Tabela 1.

Inicialmente foi preparada uma mistura de dgua e tampao. Em seguida foram
acrescentados o ANTP e depois os "primers". Por ultimo, acrescentou-se a enzima Tag

polimerase ¢ o DNA a ser amplificado. Para manipulagdo das solugdes estoque de
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"primers" foi necessdrio o uso de ponteiras com protecdo para aerossois, € as

preparagdes foram feitas sob fluxo laminar.

Tabela 1: Concentracdo final dos reagentes para execucdo do PCR do Dominio

Bacteria.
Reagentes Estoque Concentracao final por Volume para reagio
reacio de S0uL
*Solugao tampdo da 10 X 1 X 5puL
Taq
Primers 968f 20 uM 0,2 uM 0,5 uL
Primer 1401r 20 uM 0,2 uM 0,5 uL
**DNTP’s 25 Mm 200 uM 0,4 uL
Tag-polimerase 5 U/ulL 2U 0,4 L
DNA -- 50-100 ng --
H,O -- -- Qsp. 50 pL

*Solucao tampao da Taq 10X (100 mM Tris-HCI (pH 8,6), 500 mM KCI, 15 mM

MgCl,, 1 % triton X-100).**Solucao de nucleosideos trifosfatos (A, T, C, G).

3.5.1.3) "Primers" do Dominio Bacteria usados no PCR.
F984 GC (posigoes 968-984) e R1378 (posicdes 1378-1401)
984 F com GC clamp: 5’gc. AAC GCG AAGAAC CTTAC

1378 R: 5° CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG

A seqiiéncia rica em G+C acoplada a extremidade 5’ do "primer" serviu para

impedir a completa desnaturagdo do fragmento de DNA durante a separagdo em gel de

DGGE (Muyzer et al., 1997).
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3.5.1.4) Programa usado no PCR para os "primers" (Dominio Bacteria).

1 ciclo a 94° C por 5 minutos; 10 ciclos a 94° C por 1 minuto (temperatura de
anelamento) e 66 °C por 30 segundos(-0,5 °C/ciclo) e 72 °C por 2 min; depois 25 ciclos
de 1 minuto a 94 °C e 30 segundos a 60 °C, e 2 minutos por 72 °C; 1 ciclo de 72 °C por
2 minutos e resfriamento a 4 °C.

As amplifica¢des foram feitas com o uso de um termociclador “Gene Amp PCR
System 2400” (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, Conn.). Foi confirmada a qualidade dos
produtos do PCR em gel de agarose 1 %, antes de proceder ao DGGE.
3.5.1.5) Método do DGGE.

O resultado da amplificacdo do 16S DNAr da amostra de Barra Bonita utilizada
como inoculo e dos cultivos conjuntos foi analisado utilizando a técnica do DGGE. Para
isso, confeccionou-se um sanduiche de gel de poliacrilamida com gradiente
desnaturante paralelo de desnaturagdo de 45 a 65 %, no qual o gradiente ¢ paralelo a
dire¢do do campo elétrico aplicado. Apos a polimerizagdo do gel, foi realizada a
montagem da cuba do tampao superior no tanque de eletroforese contendo tampao TE a
60 °C. As amostras provenientes do PCR foram aplicadas nas canaletas com auxilio de
ponteiras de seqlienciamento e aplicou-se eletroforese de 50 V por 14 horas. Em seguida
o gel foi removido e sua coloracdo foi realizada com o corante SYBR Green.
3.5.1.6) Anélise dos Géis do DGGE.

A complexidade dos padrdes de bandas obtidos no DGGE foi tomada como uma
medida da diversidade das comunidades. Por meio da andlise dos diferentes padrdes de
migracdo das bandas, comparando as bandas da amostra de Barra Bonita com as
amostras das culturas algais contaminadas, foi analisada a variagdo da diversidade do

Dominio Bacteria em func¢do dos diferentes substratos oferecidos.
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3.6) EXPERIMENTO III: TESTES DE ESPECIFICIDADE.

As bactérias que se desenvolveram em cada uma das culturas algais foram
obtidas por pré-filtragdo em filtros AP20, como anteriormente descrito, e repicadas em
meios de cultura liquidos confeccionados com os respectivos excretados
(polissacarideos e excretados de baixa massa molecular) assim preparados:

3.6.1) Meio de cultura elaborado com excretados de baixa massa molecular.

Agua do reservatorio filtrada e esterilizada (0,5 litro) + nutrientes inorganicos
correspondentes a metade das concentragdes do meio WC + 0,5 litro excretados algais
de baixa massa molecular < 10 KD (especificos), esterilizados em membrana 0,22 pm.
3.6.2) Meio de cultura elaborado com exopolissacarideos.

Agua do reservatorio filtrada e esterilizada (0,5 litro) + meio WC/2 (0,5 litros) +
polissacarideos especificos (100 mg/L).

3.6.3) Obtencao dos excretados de baixa massa molecular.

Neste trabalho sdo considerados excretados de baixa massa molecular os
conjuntos totais de compostos organicos excretados, menos os polissacarideos. Os
excretados foram coletados no meio da fase de crescimento exponencial, para evitar a
contaminagdo por compostos intracelulares provenientes de células mortas. As células
foram retiradas dos meios de cultura por filtracdo tangencial em cartucho de fibra oca
com poros de 0,65 um (nominal), sem pressdao. Em seguida os meios de culturas foram
ultrafiltrados em cartucho de fibra oca com poros de 10 kD (nominal) para a retirada de
polissacarideos. Posteriormente, os meios de cultura, sem os polissacarideos, foram
esterilizados por filtracio em membranas de policarbonato com poros de 0,2 um em

ambiente asséptico.
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3.6.4) Obtencao dos exopolissacarideos.

Foram montadas diversas culturas axénicas, visando obter a maior quantidade
possivel de polissacarideos para os experimentos de contaminagdo com bactérias e a
propria caracterizagao dos mesmos. Esgotado o tempo de cultivo necessario para o
inicio da fase estacionaria de crescimento, determinado pela curva de crescimento, as
células foram retiradas por filtracdo tangencial através de cartuchos de fibra oca com
poros de 0,65 um. O meio filtrado (7 L) foi concentrado em rotaevaporador a 40 °C até
o volume aproximado de 350 mL. Esse volume foi dializado em membranas que retém
moléculas com massas moleculares superiores a 10-12 kD, deixando-se 24 horas na
agua corrente de torneira, e 48 horas na dgua destilada, que foi trocada a cada 12 horas.
A amostra dializada foi entdo congelada em nitrogénio liquido, liofilizada e
posteriormente armazenada hermeticamente a -5 °C.

3.6.5) Experimentacio.

Foram utilizados frascos erlenmeyers de 1000 mL contendo os meios de cultura
anteriormente descritos, em duplicata, ¢ os mesmos foram inoculados com 50 mL das
bactérias que se desenvolveram em cada respectiva cultura. As culturas foram mantidas
no escuro em uma temperatura de 25 °C e foi analisada a degradacdo dos
polissacarideos, por meio de cromatografia por filtragdo em coluna de gel. Durante 35
dias, foram retiradas semanalmente amostras de 100 mL, que posteriormente foram
concentradas 5 vezes em rotaevaporador a 40 °C e injetadas em uma coluna de 120 mL,
com um coletor de fragdes acoplado regulado a um fluxo de 1 mL/5 min e o eluente
empregado foi agua destilada + butanol 2 %. Foram utilizados dois tipos de gel:
Pharmacia® Sepharose CL6B (10* a 10° D) e Bio Rad® A-15 (4 x 10*a 15 x 10° D) e as
fragdes com carboidratos detectados pelo método fenol-sulfurico (Dubois et al., 1956)

foram armazenados para a caracterizacdo e quantificacdio dos mesmos por meio da
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analise em HPLC-PAD, apo6s hidrdlise ja anteriormente descrita (item 3.4.1). A
degradacao dos polissacarideos foi parametrizada matematicamente para uma melhor
visualizacao dos padrdes de degradagdao de cada um dos polissacarideos e de cada
subunidade dos mesmos, como sera mostrado a seguir.

Ao final do experimento, foram congeladas assepticamente aliquotas de 1,5 mL
de cada cultura, para a avaliagdo da diversidade bacteriana por meio das técnicas
moleculares ja anteriormente descritas. Assim, foi possivel comparar a comunidade
bacteriana adaptada ao excretado de baixa massa molecular, com a comunidade
adaptada aos polissacarideos, e se sdo diferentes da primeira contaminag¢do, com a
presenga das algas. A Figura 6 mostra os experimentos de especificidade e as analises

realizadas.
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Bactérias selecionadas nos
cultivos conjuntos alga/bactéria
de C. tetrapyrenoidosa, S.
orbiculare e Thalassiosira sp

|
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Figura 6: Esquematizacdo do experimento III. Testes de especificidade em funcdo do
tipo de substrato oferecido as populacdes bacterianas especificas, selecionadas no
experimento anterior.
3.6.6) Parametrizacdo matematica da degradacio dos polissacarideos.
3.6.6.1) Reacdo monomolecular irreversivel de primeira ordem.

Esse modelo matematico foi adotado para descrever as cinéticas de perda de
massa durante a degradagdo dos polissacarideos, conforme a seguinte reagao:

Polissacarideos - CO;, + COP
Este modelo prevé que as taxas de reagdo sdo proporcionais as quantidades de

reagentes ¢ define uma constante de reagdo (k) cuja unidade é tempo™. A equagdo

correspondente ¢ apresentada a seguir:
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onde: A; = concentragdo do reagente (quantidade de reagente remanescente); Ay =
concentracgdo inicial do reagente; k = constante de reagdo; e = base do logaritmo natural;
t = tempo.

Com a parametrizacdo dessa equagao, foi possivel determinar os coeficientes de
degradacao dos polissacarideos e do COD e utilizd-los como parametro de comparagao
entre as diferentes comunidades bacterianas e suas relagdes com os diferentes
substratos. As variagdes temporais das concentracdes de polissacarideos e de COD
foram utilizadas para as determinagdes dos coeficientes, durante a parametrizacdo do
modelo (Eq. 1); para tanto se utilizou um método de regressdo nao linear (algoritmo
iterativo de Levenberg-Marquardt), de acordo com Press et al. (1993). Como o objetivo
deste estudo nao foi detalhar o processo de degradacdo dos polissacarideos, foi
escolhido um modelo relativamente simples, cuja tinica fungdo foi comparar os padroes

de degradagao de cada componente de cada um dos polissacarideos em questao.

4) RESULTADOS.
4.1) EXPERIMENTO I.
4.1.1) Crescimento das espécies fitoplanctonicas.

A Figura 7 mostra as curvas de crescimento obtidas para as trés espécies
fitoplanctonicas em questdo. Em C. tetrapyrenoidosa (Figura 7a) observou-se uma fase
log com aproximadamente 17 dias e um tempo de duplicagdo de 6,8 dias (Fogg 1975),
um crescimento mais rapido do que o obtido para S. orbiculare (Figura 7b), que
apresentou uma fase /og mais longa (aproximadamente 45 dias) ¢ um tempo de
duplicacdo de 11,1 dias. Thalassiosira sp (Figura 7c) apresentou o crescimento mais
acelerado entre as espécies estudadas, com um tempo de duplicagdo de 1,7 dias. A fase

estacionaria de crescimento foi atingida por C. fetrapyrenoidosa apos aproximadamente
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20 dias de cultivo e se manteve sem decréscimo drastico na densidade celular até
aproximadamente 50 dias. Ja para S. orbiculare, a fase estaciondria foi atingida entre 46
e 50 dias e a cultura permaneceu sem decréscimo drastico na densidade celular até
aproximadamente 70 dias. A fase estaciondria da cultura de Thalassiosira sp foi
alcancada com apenas 15 dias de cultivo, periodo em que ocorreu uma redugdo na taxa
de crescimento de 1,7 para 24 dias para cada divisdo, caracterizando uma fase de
transicdo; e com 25 dias a fase senescente comegou a ser evidenciada. Este resultado ¢
importante uma vez que permite prever quando uma cultura de 7 litros, montada nas
mesmas condi¢cdes que a deste experimento, inicia e suporta a fase estacionaria de
crescimento sem aumento da morte celular que contaminaria com outros carboidratos
intracelulares o meio extracelular.

A concentracdo de clorofila-a acompanhou o padrio geral de crescimento

observado pela densidade celular em todas as espécies estudadas (Figura 8).
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Figura 7: Densidade celular de Cryptomonas tetrapyrenoidosa (A), Staurastrum
orbiculare (B), Thalassiosira sp (C) em fungdo do tempo de cultivo. As barras
correspondem ao desvio padrao.
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Figura 8: Concentracdo de clorofila-a de Cryptomonas tetrapyrenoidosa (A),
Staurastrum orbiculare (B), Thalassiosira sp (C) em funcio do tempo de cultivo.

4.1.2) Excrecao de carboidratos.
4.1.2.1) Carboidratos extracelulares totais.

A liberagdo de carboidratos também ocorreu de forma diferente entre as espécies
estudadas (Figura 9). S. orbiculare produziu maiores quantidades de carboidratos
extracelulares (Figura 9b), atingindo cerca de 6 x 10~ pg.cel”.dia” em relagdo a 4 x 10

ng.cel!.dia” atingido por C. tetrapyrenoidosa (Figura 9a) ¢ 0,5 x 10™ pg.cel”.dia”
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atingido por Thalassiosira sp no final do experimento. A taxa de producao de
carboidratos por célula aumentou exponencialmente apos a entrada da cultura de todas
as espécies na fase estaciondria (Figura 9), evidenciando que a deple¢ao nutricional
ocasionada por esta fase de crescimento estimulou a excre¢do de carboidratos por todas

as espécies estudadas.
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Figura 9: Taxa diaria de producdo de carboidratos extracelulares por célula em fungdo
do tempo de cultivo de Cryptomonas tetrapyrenoidosa (A), Staurastrum orbiculare (B),
Thalassiosira sp (C) em fun¢do do tempo de cultivo.
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4.1.2.2) Cromatografia em coluna de gel P-10.

A cromatografia por filtragio em coluna de gel Bio-Rad® P-10 evidenciou uma
maior liberacdo de carboidratos de alta massa molecular (polissacarideos) em relagao
aos carboidratos de menores massas moleculares para todas as espécies estudadas. A
Figura 10 mostra os cromatogramas obtidos em coluna de gel P-10 das amostras
retiradas em diferentes fases do crescimento de cada espécie em questdo. Em C.
tetrapyrenoidosa observou-se pelo menos trés grupos de carboidratos de diferentes
massas moleculares (Figura 10a): AMM - alta massa molecular (Ve/Vt =0 - 0,3), IMM
- massa molecular intermediaria (Ve/Vt = 0,3 a 0,7) ¢ BMM - baixa massa molecular
(Ve/Vt = 0,7 a 1). Estes grupos, cujo aumento em funcdo da idade da cultura so foi
nitido no caso dos carboidratos poliméricos (AMM e IMM), foram isolados e
posteriormente, identificados e quantificados por HPLC-PAD, como sera detalhado no
item seguinte. Em relagdo a S. orbiculare (Figura 10b), somente dois grupos de
carboidratos de diferentes massas moleculares foram identificados: AMM (Ve/Vt=0a
0,45) e BMM (Ve/Vt = 0,45 a 1) e ambos mostraram aumento significativo em fun¢ao
da idade da cultura. Da mesma forma estes grupos foram isolados e posteriormente,
identificados e quantificados por HPLC-PAD. O resultado otido para Thalassiosira sp.
(Figura 10c) e evidencia pelo menos trés grupos de carboidratos de diferentes massas
moleculares, como em C. tetrapyrenoidosa: AMM (Ve/Vt=0-0,3), IMM (Ve/Vt=0,3
a 0,8) e BMM (Ve/Vt = 0,8 a 1). Estes grupos, cujo aumento em funcdo da idade da
cultura foi significativo, foram isolados e posteriormente, identificados e quantificados
em HPLC-PAD, como serd detalhado no item seguinte. Vale a pena ressaltar que a
detec¢do dos carboidratos nas fragdes cromatografadas foi realizada pelo método fenol-
sulfurico modificado apenas para detec¢do e ndo para quantificagdo como no caso dos

carboidratos totais. Sendo assim, nao seria confiavel transformar os dados de
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absorbancia em pg/mL e nem fazer quantificacdes precisas de variagdes entre as areas

dos picos. Este estudo mais refinado foi obtido com as anélises por HPLC-PAD.
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Figura 10: Cromatografia por filtragio em coluna de gel Bio Rad® P-10 dos
carboidratos liberados por Cryptomonas tetrapyrenoidosa (A), Staurastrum orbiculare
(B) e Thalassiosira sp (C). (1) Fase exponencial inicial, (2) Fase exponencial final e (3)
Fase estacionaria de crescimento. As setas representam os dextrans utilizados como
calibragio da coluna: 2 x 10° D e 10* D.
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4.1.2.3) Caracterizagao por HPLC-PAD dos carboidratos excretados.

Em C. tetrapyrenoidosa foram identificados os seguintes monossacarideos, apos
a hidrolise da fragdo de alta massa molecular (AMM): fucose, ramnose, galactose
glicose, manose ou xilose (Figura 1la). Manose e xilose nao foram separadas
adequadamente porque as analises foram realizadas sem o sistema de adicdo de base
apds a coluna, que ndo estava disponivel na época, e os agucares aminados e acidos
também nao foram detectados, pois estes componentes possuem cargas e foram retidos
nas colunas de troca ionica. A andlise destes componentes serd mostrada mais adiante
na caracterizagdo dos polissacarideos. A fracdo de massa molecular intermedidria -
IMM- (Figura 11b) apresentou basicamente a mesma composi¢do monomérica da
fracdo de alta massa molecular, e também apresentou um aumento significativo em
funcdo da idade da cultura, assim como a fragdo AMM (Tabela 2). A composiciao das
fragdbes AMM e IMM excretada apds 44 dias de cultivo evidenciou uma composi¢ao
semelhante, porém com proporc¢des diferentes entre os mondmeros, o que poderia ser
resultado de um processo de quebra natural do polissacarideo, ou polissacarideos
menores produzidos independentemente. A fracdo de baixa massa molecular somente
foi detectada durante a primeira semana de cultivo (Figura 11c e Tabela 2). Nas idades
celulares mais avangadas ndo se observou presenca de qualquer tipo de agucar livre,
exceto daqueles detectados durante a primeira fase de crescimento, evidenciando a
especializacdo desta espécie na excrecdo quase que exclusiva de carboidratos

poliméricos.
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Figura 11: Analise por HPLC-PAD dos carboidratos liberados por C. tetrapyrenoidosa
nas diferentes fases de crescimento: (A) Fra¢dao de alta massa molecular, (B) Fracao de
massa molecular intermedidria e (C) Fracdo de baixa massa molecular. (1) Fase
exponencial inicial, (2) Fase exponencial final e (3) Fase estacionaria de crescimento.
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Tabela 2: Quantificacdo dos monossacarideos (mg/L) identificados ap6s a hidrolise dos
carboidratos de alta massa molecular (A), de massa molecular intermediaria (B) e dos
monossacarideos livres (C) excretados por C. tetrapyrenoidosa em diferentes fases de
crescimento.

(A)
Tempo FUC RAM GAL GLI MAN TOTAL
(dias) /XIL
0 0,011 0 0,007 0,005 0,004 0,027
6 0,021 0 0,008 0,007 0,005 0,041
13 0,012 0 0,006 0,002 0,002 0,022
20 0,069 0,013 0,021 0,010 0,017 0,130
27 0,070 0,013 0,027 0,031 0,018 0,159
37 0,168 0,039 0,046 0,010 0,035 0,298
44 0,248 0,073 0,067 0,012 0,052 0,452
(B)
Tempo FUC RAM GAL GLI MAN TOTAL
(dias) /XIL
0 0,003 0 0,003 0,011 0,009 0,026
6 0,003 0,015 0,011 0,021 0,011 0,061
13 0,005 0 0,016 0,024 0,024 0,069
20 0,005 0,005 0,027 0,031 0,024 0,092
27 0,018 0,010 0,061 0,045 0,045 0,179
37 0,014 0,012 0,070 0,040 0,054 0,190
44 0,011 0,023 0,077 0,033 0,058 0,202
©)
Tempo FUC RAM GAL GLI MAN TOTAL
(dias) /XIL
0 0 0 0 0,006 0 0,006
6 0 0 0 0,007 0 0,007
13 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0
27 0 0 0 0 0 0
37 0 0 0 0 0 0
44 0 0 0 0 0 0

Ja em S. orbiculare, embora tenham sido identificados o0s mesmos
monossacarideos apds a hidrolise da fracdo de alta massa molecular (Figura 12a), com
excegdo de arabinose, a propor¢do entre os monomeros ¢ bastante diferente (Tabela 3).
Enquanto C. tetrapyrenoidosa comp0Os a fragdo AMM com maiores propor¢des de
fucose, ramnose, galactose e man/xil, S. orbiculare utilizou muito mais fucose que todos
os demais monossacarideos (Figura 12a, Tabela 3) para compor esta fragdo. A fragdo de
baixa massa molecular esteve mais bem representada nas culturas de S. orbiculare do

que nas de C. tetrapyrenoidosa. Como mostra a Tabela 3 e a Figura 12b, S. orbiculare
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excretou maiores quantidades de polissacarideos (fracdo AMM) e, paralelamente,

excretou em menores quantidades os mesmos componentes dos polissacarideos na

forma de monossacarideos livres, embora em diferentes proporgdes.
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Figura 12: Analise por HPLC-PAD dos carboidratos liberados por S. orbiculare nas
diferentes fases de crescimento: (A) Fracao de alta massa molecular, (B) Fracdo de
baixa massa molecular. (1) Fase exponencial inicial, (2) Fase exponencial final e (3)

Fase estacionaria de crescimento.
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Tabela 3: Quantificacdo dos monossacarideos (mg/L) identificados ap6s a hidrolise dos
carboidratos de alta massa molecular (A) e dos monossacarideos livres (B) excretados
por S. orbiculare em diferentes fases de crescimento.

A

Tempo FUC RAM ARA GAL GLI MAN TOTAL

(dias) /XIL
0 0,492 0,026 0,021 0,077 0,158 0,067 0,84
3 0,254 0,019 0,012 0,048 0,127 0,054 0,51
10 0,414 0,039 0,021 0,085 0,118 0,052 0,73
16 0,712 0,059 0,042 0,130 0,143 0,101 1,19
22 1,137 0,089 0,075 0.193 0,200 0,134 1,83
28 0,625 0,020 0,017 0,060 0,232 0,078 1,03
36 1,85 0,195 0,117 0,241 0,257 0,164 2,82
42 1,86 0,255 0,178 0,427 0,285 0,215 3,22
49 2,62 0,180 0,177 0,363 0,244 0,211 3,79
58 9,63 0,770 0,649 1,275 0,540 0,752 13,6

(B)

Tempo FUC RAM ARA GAL GLI MAN TOTAL

(dias) XIL
0 0,007 0 0 0 0,004 0 0,011
3 0,007 0 0 0 0,011 0 0,018
10 0,002 0 0 0 0,015 0 0,017
16 0 0,009 0 0,003 0,040 0 0,067
22 0,003 0,023 0 0,007 0,031 0 0,052
28 0,003 0,028 0 0,008 0,044 0 0,083
36 0,004 0,040 0 0,015 0,093 0 0,152
42 0,006 0,039 0 0,015 0,090 0,006 0,156
49 0,006 0,048 0,006 0,024 0,098 0,009 0,191
58 0,005 0,078 0,007 0,035 0,108 0,022 0,255

Thalassiosira sp também produziu maiores quantidades de polissacarideos
(fracio AMM) em relagdo aos demais carboidratos (Tabela 4), e sua composi¢ao foi
bastante diferente daqueles excretados por S. orbiculare e C. tetrapyrenoidosa. A
analise por HPLC-PAD mostrou um expressivo aumento na excre¢do de carboidratos de
todas as massas moleculares a partir da entrada da cultura na fase estacionaria (Figuras
13 e Tabela 4). Os carboidratos de massa molecular intermediaria possuiram uma
composicdo muito semelhante aos de alta massa molecular, sendo possivelmente
pedacos do polissacarideo com massa molecular menor. Os carboidratos de baixa massa
molecular também aumentaram com a entrada da cultura na fase estacionaria,

principalmente pela liberagao de fucose e glicose (Figura 13 e Tabela 4).
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Figura 13: Andlise por HPLC-PAD dos carboidratos liberados por Thalassiosira sp nas
diferentes fases de crescimento: (A) Fracdo de alta massa molecular, (B) Fracdo de
massa molecular intermedidria e (C) Fracdo de baixa massa molecular. (1) Fase
exponencial inicial, (2) Fase exponencial final e (3) Fase estacionaria de crescimento.
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Tabela 4: Quantificacdo dos monossacarideos (mg/L) identificados ap6s a hidrolise dos
carboidratos de alta massa molecular (A), de massa molecular intermediaria (B) e dos
monossacarideos livres (C) excretados por Thalassiosira sp em diferentes fases de

crescimento.
(A)
Tempo FUC RAM GAL GLI MAN/XIL TOTAL
INICIAL 0,10x 10~ 0 0,10x 10~ 0,09x 10~ 0,37 x 107 0,66 x 10™
7 DIAS 0,16 x 102 0,14 x 10 0,08 x 102 0,32 x 102 0,70 x 102 1,40 x 102
14 DIAS 0,85 x 102 0,54 x 10 0,18 x 107 0,66 x 102 2,70 x 10 4,93 x 10
20 DIAS 2,66 x 10 1,45 x 107 0,33 x 107 1,30 x 107 5,16 x 10 10,9 x 107
25 DIAS 3,16 x 10 1,55 x 107 0,60 x 10 2,70 x 107 5,40 x 10 13,4 x 107
(B)
Tempo FUC RAM GAL GLI MAN/XIL TOTAL
INICIAL 0,06 x 10 0 0,04 x 107 0,22 x 10 0,15 x 107 0,47 x 107
7 DIAS 0,05 x 10 0 0,09 x 10 0,22 x 10 0,11 x 107 0,47 x 10
14 DIAS 0,12 x 107 0 0,03 x 10 0,21 x 107 0,11 x 107 0,47 x 10
20 DIAS 0,38 x 107 0,16 x 10 0,08 x 10 0,27 x 107 0,11 x 107 1,00 x 107
25 DIAS 0,26 x 107 0,18 x 107 0,07 x 10 0,51 x 107 0,19 x 107 1,21 x 107
©
Tempo FUC RAM GAL GLI MAN/XIL TOTAL
INICIAL 0 0 0 0,47 x 107 0 0,47 x 107
7 DIAS 0 0 0 0,22 x 107 0 0,22 x 10
14 DIAS 0,06 x 107 0 0 0,36 x 107 0 0,42 x 107
20 DIAS 0,15x 107 0 0 0,47 x 107 0 0,62 x 107
25 DIAS 0,20 x 102 0 0 0,44 x 102 0 0,64 x 102

4.1.2.4) Caracterizagao dos polissacarideos.

4.1.2.4.1) Cromatografia de troca ionica em coluna de gel DEAE Sepharose.

A Figura 14 mostra as fracdes obtidas com a separacao dos polissacarideos

excretados por C. tetrapyrenoidosa, S. orbiculare e Thalassiosira sp no gel para troca

ionica DEAE-Sepharose “Fast Flow”. Pode-se observar que os polissacarideos

excretados por C. tetrapyrenoidosa € Thalassiosira sp foram separados em duas fragdes

com diferentes graus de acidez, uma eluida com NaCl 0,5 M e outra com NaCl 1 M,

ambas com significativa representatividade e composi¢do bastante diferente, como sera

apresentado mais adiante. Ja o polissacarideo excretado por S. orbiculare teve a maior
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parte eluida com NaCl 0,5 M, e uma pequena parte eluida com NaCl 1 M, e a
composi¢ao sofreu pouca variagdo. As fragdes neutras das trés algas em estudo, eluidas
com agua destilada ndo apresentaram quantidades significativas de carboidratos. As
fracdes foram armazenadas, dializadas e liofilizadas antes de proceder a andlise da
composi¢ao e das ligacdes glicosidicas presentes nas mesmas.

4.1.2.4.2) Analise da composi¢do das fragoes dos polissacarideos.

A Tabela 5 mostra a composicdo de cada uma das fracdes separadas pela
cromatografia de troca idnica, apds metandlise e andlise por cromatografia gasosa.
Pode-se notar que a composi¢do das fragdes foi significativamente diferente, o que
justificou a analise das ligacdes glicosidicas em separado para cada uma delas. E
interessante ressaltar a alteracdo das propor¢des de xilose e ramnose no caso das fragdes
eluidas com 0,5 ¢ 1 M do polissacarideo excretado por Thalassiosira sp e de acido
glicordnico no caso do polissacarideo excretado por C. fetrapyrenoidosa. Neste Gltimo ,
observou-se uma fragdo bastante peculiar com quase 50 % de 4cido glicordnico. Todas
as amostras passaram por reducdo carboxilica antes de serem metiladas, exceto

Thalassiosira sp eluida com NaCL a 0,5 M.
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Figura 14: Cromatografia em coluna de gel DEAE-Sepharose “Fast Flow” Pharmacia®

dos polissacarideos excretados por C. tetrapyrenoidosa, S. orbiculare e Thalassiosira

sp, eluidos com NaCl a 0,5 ¢ 1,0 M. O fluxo foi de 1 mL por 3 minutos em uma coluna

de 100 mL.
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Tabela 5: Composi¢do das fracdes separadas pela cromatografia de troca idnica apos
metanodlise e andlise em cromatografia gasosa. C — C. tetrapyrenoidosa, S — S.
orbiculare ¢ T — Thalassiosira sp. 0,5SM — Fracao eluida com NaCl a 0,5 M e 1,0M —
Fracdo eluida com NaCl a 1,0 M.

Co0,5M C1,0M S 0,5M S1,0M T 0,5M T1,0M

Ara 0% 0% 2,1% 2,4% 0% 0%
Ram 9,0% 0,8% 4,1% 1,8% 18,3% 3,3%
Fuc 24,3% 8,6% 39,8% 43,1% 7,7% 2,1%
Xil 4,7% 0,4% 7,6% 9,2% 6,2% 19,5%
Man 15,4% 0,8% 1,3% 0,7% 51,8% 57,4%
Gal 13,7% 36,0% 10,9% 8,7% 4,4% 4,2%
Gli 3,5% 0,5% 4,4% 1,8% 3.8% 0,8%
Ac. gli 4,1% 47,0% 18,6% 22,6% 1,7% 5,5%
Ac. gal 0% 4,5% 10,3% 9,7% 0 4,9%

N-ac-gal 8,6% 0,27% 0% 0% 2,0% 0%
N-ac-gli 16,8% 1,1% 0,59% 0% 3.8% 2,0%

4.1.2.4.3) Analise das ligagoes glicosidicas.

A Tabela 6 mostra as ligagdes glicosidicas identificadas por meio da metilacdo e
da andlise em GC-MS, bem como os fragmentos encontrados e utilizados para
identificar a posicdo da ligacdo glicosidica nos componentes de cada fracdo do
polissacarideo excretado por C. tetrapyrenoidosa. No caso da fracdo eluida com NaCl a
0,5 M, percebe-se uma grande complexidade em termos de componentes principais,
uma vez que as ligacdes glicosidicas mais abundantes sao Fucose terminal (12 %),
Manose terminal (11,7 %), Ramnose terminal (8,1 %) e Galactose terminal (6,1 %). Isso
indica que as por¢des terminais contam com propor¢des semelhantes destes quatro
monossacarideos. De maneira geral essa fragdo ¢ composta por uma por¢ao ramificada,
composta majoritariamente por fucose e acido glicoronico, que representam,
respectivamente 8,8 % e 4,1 % de todas as ligagdes deste polissacarideo e possuem

ligagdes glicosidicas em trés carbonos. Possivelmente os agucares aminados detectados
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na cromatografia gasosa integrem essa por¢ao ramificada, uma vez que os mesmos nao
foram detectados apds a metilagao e, quando se apresentam ramificados, podem precisar
de uma hidrolise mais forte para que sejam encontrados. Desta por¢ao ramificada
partem cadeias lineares com dois carbonos ligados e as porgdes terminais, que
representam a maior parte desta fracdo, o que reforga a hipdtese dos agucares aminados
integrarem a por¢do ramificada, uma vez que normalmente as porgdes terminais
possuem a mesma ordem de grandeza das por¢des ramificadas. Uma outra hipotese para
o excesso de por¢des terminais em relacdo as ramificadas € a existéncia de uma base
protéica no polissacarideo, da qual poderiam partir mais alguns agucares terminais, ja
que esta fracdo conta com 10 % de proteinas. Ja a fracdo eluida com NaCl 1,0 M
apresentou uma composicao mais homogénea, uma vez que duas ligacdes glicosidicas
compdem mais de 60 % desta fragdo (Acido glicordnico 1,3- 36,8 % e Galactose 1,3- 28
%). Essa fragdo se apresenta, de maneira geral, como uma grande cadeia linear

composta por acido glicordnico, de onde partem cadeias também lineares de galactose.
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Tabela 6: Ligacdes glicosidicas identificadas por meio de reducdao carboxilica,
metilagdo e analise dos fragmentos (Unidades de Massa) em GC-MS das fragdes eluidas
com NaCl a 0,5 (C 0,5M) e 1,0 M (C 1,0M) do polissacarideo excretado por C.
tetrapyrenoidosa. Sao apresentadas as proporg¢oes de ligagdes glicosidicas em relagao as
ligacdes do proprio monossacarideo (% M) e em relagdo a todas as ligacdes glicosidicas
da respectiva fragao (% T).

Acucar  Ligacoes Fragmentos (UM) CoSM Cl,oM
glicosidicas % M % T % M % T
Ram T 118,131,162,175 90,5 8,1 48,7 0,4
1,4 118,162,203 9,5 0,9 0 0
1,2,3 131,262 0 0 51,3 0,4
Total 100 9,0 100 0,8
Fuc T 118,131,162,175 48,9 12,0 43,5 3,7
1,3 118,131,234 14,5 3,5 13,5 1,2
1,4 118,162,203 0 0 43,0 3,7
1,2,3 131,262 29,9 7,2 0 0
1,3,4 118,275 6,7 1,6 0 0
Total 100 243 100 8,6
Xil T 117,118,161,162 70,1 34 43,9 0,18
1,2 117,190 14,2 0,6 0 0
1,4 118,189 14,2 0,6 56,1 0,22
1,3,4 1,5 0,1
Total 100 4,7 100 0,4
Man T 45,118,161,162,205 76,3 11,7 0 0
1,3 45,118,161,234,275 12,5 2,0 0 0
1,4 45,118,162,233 8,6 1,3 100 0,8
1,2,3 45,161,262 2,6 0,4 0 0
Total 100 15,4 100 0,8
Gal T 45,118,161,162,205 442 6,1 22,2 8,0
1,2 45,161,190 2,1 0,3 0 0
1,3 45,118,161,234,275 31,3 4,3 77,8 28,0
1,4 45,118,162,233 16,2 2,2 0 0
1,6 118,162,189,233 6,2 0,8 0 0
Total 100 13,7 100 36,0
Gli 1,2,4,6 190,261 100 3,5 0 0
Total 100 3,5 0 0
Ac. glic. T 47,118,162,163,207 0 0 13,6 6,4
1,3 47,118,163,234,277 0 0 78,4 36,8
1,2,3 47,163,262 0 0 1,4 0,7
1,2,4 47,162,263 100 4,1 0 0
1,3,4 47,118,307 0 0 6,6 3,1
Total 100 4,1 100 47,0
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A Tabela 7 mostra as ligagdes glicosidicas identificadas por meio da metilagdo e
da analise em GC-MS, bem como os fragmentos encontrados e utilizados para
identificar a posicao da ligagdo glicosidica nos componentes da fragao eluida com NaCl
a 0,5 M do polissacarideo excretado por S. orbiculare. De maneira geral este
polissacarideo foi composto majoritariamente por fucose em cadeias lineares com
ligacdes nos carbonos 1 e 3, contando também com uma por¢do ramificada
significativa, composta basicamente por acido glicordnico e também fucose. As porg¢des
terminais foram também compostas, em sua maioria por fucose, evidenciando a
complexidade das ligacdes deste monomero neste polissacarideo. Xilose e galactose
compuseram também significativamente as por¢des terminais dessa fragdo. Foram
também detectados significativamente em cadeias lineares, acido galacturdnico,

galactose e acido glicordnico, demonstrando a complexidade deste polissacarideo.

66



Tabela 7: Ligacdes glicosidicas identificadas por meio de reducdao carboxilica,
metilacdo e andlise dos fragmentos (Unidades de Massa) em GC-MS da fracdo eluidas
com NaCl a 0,5 (S 0,5M) do polissacarideo excretado por S. orbiculare. Sao
apresentadas as proporcdes de ligacdes glicosidicas em relagdo as ligagdes do proprio
monossacarideo (%M) e em relagdo a todas as ligagcdes glicosidicas da respectiva
fragdo.

Ligacoes Fragmentos (UM) SOSM S0SM

glicosidicas %M %T

Araf T 45,118,161 17,6 0,3
1,2 45,161,190 82,4 1,8

Total 100 2,1

Ram T 118,131,162,175 72,5 2,9
1,3 118,131,234 27,5 1,2

Total 100 4,1
Fuc T 118,131,162,175 34,5 13,7
1,3 118,131,234 48,4 19,3

1,2,4 190,203 3,5 1,4

1,3,4 118,275 13,6 5.4

Total 100 39,8

Xyl T 117,118,161,162 66,0 5,0
1,3 117,118 2,6 0,2

1,4 118,189 31,4 24

Total 100 7,6

Gal T 45,118,161,162,205 41,2 4,5
1,4 45,118,162,233 14,4 1,5

1,6 118,162,189,233 36,9 4,0

1,3,6 118,189,234 7,5 0,9
Total 100 10,9

Gli T 45,118,161,162,205 17,4 0,8
1,4 45,118,162,233 66,0 2,9

1,4,6 118,261 16,6 0,7

Total 100 4.4

Ac. glic. T 47,118,162,163,207 3,6 0,6
1,4 47,118,162,235 40,4 7,6
1,2,4 47,162,263 56,0 10,4
Total 100 18,6

Ac galac. T 47,118,162,163,207 26,8 2,8
1,3 47,118,163,234,277 35,6 3,6

1,4 47,118,162,235 37,6 3.9

Total 100 10,3
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A Tabela 8 mostra as ligagdes glicosidicas identificadas por meio da metilagdo e
da analise em GC-MS, bem como os fragmentos encontrados e utilizados para
identificar a posi¢do da ligacao glicosidica nos componentes de cada fragdo do
polissacarideo excretado por Thalassiosira sp. No caso da fracao eluida com NaCl a 0,5
M, nota-se que o polissacarideo foi composto majoritariamente por manose terminal
(15,9 %) e ramnose ligada nos carbonos 1 e 3. Pode-se perceber a extrema
complexidade de manose nesta fracdo, uma vez que foram identificados sete diferentes
tipos de ligagdes glicosidicas para este monossacarideo. Em termos gerais pode-se dizer
que houve uma por¢do ramificada composta principalmente por manose, de onde
partem cadeias lineares compostas por ramnose, fucose, manose, galactose, xilose e
glicose, além de significativas por¢des terminais de manose. Ja a fracdo eluida com
NaCl 1,0M apresentou um padrdo bem mais simples que a eluida com NaCl a 0,5M.
Este polissacarideo foi essencialmente linear, uma vez que ndo foi identificada nenhuma
ligacdo em trés carbonos. A ligacdo preponderante foi manose ligada nos carbonos 1 ¢ 4
(35,4 %) seguida por xilose também ligada nos carbonos 1 e 4 (13,3 %). Manose ligada
nos carbonos 1 e 2 também apresentou significativa propor¢ao (10,3 %). As principais

porg¢des terminais sdo representadas por manose e pelos acidos urdnicos.
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Tabela 8: Ligacdes glicosidicas identificadas por meio de reducdao carboxilica,
metilagdo e analise dos fragmentos (Unidades de Massa) em GC-MS das fracdes eluidas
com NaCl a 0,5 (T 0,5M) e 1,0 M (T 1,0M) do polissacarideo excretado por
Thalassiosira sp. Sao apresentadas as propor¢des de ligacdes glicosidicas em relagdo as
ligacdes do proprio monossacarideo (%M) e em relacdo a todas as ligagdes glicosidicas
da respectiva fragao (%T).

Ligacoes Fragmentos (UM) TOSM TO0OSM TI1,0M TI1,0M

glicosidicas %M %T %M %T
Ram T 118,131,162,175 10,7 1,9 0 0
1,2 131,190 12,6 2,4 0 0
1,3 118,131,234 69,1 12,6 100 3,3
1,2,4 190,203 4,4 0,8 0 0
1,3,4 3,2 0,6
Total 100 18,3 100 3.3
Fuc T 118,131,162,175 27,3 2,1 0 0
1,3 118,131,234 72,7 5,6 100 2,1
Total 100 7,7 100 2,1
Xyl T 117,118,161,162 48,0 3,0 32,0 6,2
1,2 117,190 37,7 2,3 0 0
1,4 118,189 0 0 68,0 13,3
1,2,4 189,190 14,3 0,9 0 0
Total 100 6,2 100 19,5
Man T 45,118,161,162,205 30,6 15,9 20,5 11,7
1,2 45,161,190,205 11,6 6,0 18,0 10,3
1,3 45,118,161,234,275 6,1 3,2 0 0
1,4 45,118,162,233 14,9 7,7 61,5 35,4
1,3,4 45,118,305 6,6 3,5 0 0
1,4,6 118,261 20,8 10,8 0 0
1,3,4,6 118,333 9,4 4,9 0 0
Total 100 52,0 100 57,4
Gal T 45,118,161,162,205 73,1 33 33 1,4
1,2 45,161,190,205 24,9 1,1 0 0
1,4 45,118,162,233 0 0 67 2,8
Total 100 4,4 100 4,2
Gli T 45,118,161,162,205 56,5 2,1 0 0
1,2 45,161,190,205 43,5 1,7 0 0
Total 100 3.8 0 0
Ac. gli T 47,118,162,163,207 0 0 100 5,5
Total 0 0 100 5,5
Ac. gal T 47,118,162,163,207 0 0 100 4.5
Total 0 0 100 4,5
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4.2) EXPERIMENTO II.
4.2.1) Cultivos conjuntos alga/bactéria.
4.2.1.1) Crescimento das espécies fitoplanctonicas.

Como pode ser observado pela analise das Figuras 15 ¢ 16 e das Tabelas 9 e 10,
o crescimento das populagdes de C. tetrapyrenoidosa e S. orbiculare, respectivamente,
nao foi afetado pela contaminagdo com bactérias. Comparando pelo teste "t" de student,
a densidade celular da cultura axénica de C. tetrapyrenoidosa ndo apresentou diferenca
significativa em relagdo a réplica contaminada em nenhuma das amostragens, tendo os
valores de "p" variado entre 0,0888 e 0,04123 (Tabela 9). Em S. orbiculare foram
detectadas diferengas significativas, apontando para uma densidade celular mais
expressiva da cultura contaminada apenas nos 8° e 14° dias de cultivo. Na maioria das
amostragens ndo foi detectada diferenga significativa, levando a crer que, de maneira
geral, a presenca de bactérias ndo estimulou o crescimento de S. orbiculare (Tabela 10).
Contudo, Thalassiosira sp apresentou um comportamento diferenciado em relagdo as
outras duas espécies. Conforme pode ser observado na Figura 17, e também na Tabela
11, a cultura contaminada alcangou uma densidade celular significativamente superior a
alcang¢ada pela cultura axénica. Além disso, a fase exponencial de crescimento foi
prolongada em trés dias na cultura contaminada. As diferencas foram caracterizadas a
partir do 11° dia de cultivo (Tabela 11), com os valores de "p" variando entre 0,0014 ¢

valores inferiores a 0,0001.
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Figura 15: Curva de crescimento de duas culturas de C. tetrapyrenoidosa: uma em
condicdes axénicas e a outra contaminada com bactérias do Reservatério de Barra
Bonita. As barras correspondem ao desvio padrdo (n=6). A seta indica 0 momento da

contaminagao.

Staurastrum orbiculare
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Figura 16: Curva de crescimento de duas culturas de S. orbiculare: uma em condigdes
axénicas e a outra contaminada com bactérias do Reservatorio de Barra Bonita. As
barras correspondem ao desvio padrdo (n=6). A seta indica o momento da

contaminagao.
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Tabela 9: Densidade celular média (cel/mL), desvios padrdes e o valor de "p" (teste "t"
de student) em relagdo ao tempo de cultivo (dias) de duas populagdes de C.
tetrpyrenoidosa: axénica e contaminada.

Tempo

(dia)

Densidade celular média

Axénica

Contaminada

"t" student

P

1

o Whn W

14
16

4791,50 = 675,02
9072,83 £ 893,07
17916,33 +4287,8
30052,00 +2712,9
31614,33 + 32322
26093,33 £ 1148,1
23802,00 £ 1536,3

1374,66 £ 884,10
8072,00 + 1159,50
16041,50 + 1076,3
27760,16 + 1208,9

28229 +2868,50
26849,83 £ 3336,4
24635,16 £ 1826,7

0,3803
0,9996
0,3234
0,0880
0,0840
0,9156
0,4125

Tabela 10: Densidade celular média (cel/mL), desvios padrdes e o valor de "p" (teste
"t" de student) em relagdo ao tempo de cultivo (dias) de duas populagdes de S.
orbiculare: axénica e contaminada.

Tempo Densidade celular média "t"student
(dia) Axénico Contaminado P
1 2681,83 +£262,33 3015,50 £1092,90 0,4838
3 4339,50 + 880,82 4097,66 + 327,58 0,5426
5 6171,33 £ 364,84 5840,33 £1103,60 0,5013
8 9708,33 £+ 544,97 10494,83 + 192,78 0,0076
11 11583 + 921,68 11819,16 + 935,09 0,6689
14 10516,83 + 506,62 12208,33 + 1135,3 0,0076
16 11107,8 £1762,50 12788,6 £ 11992,0 0,0823
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Figura 17: Curva de crescimento de duas culturas de Thalassiosira sp: uma em
condicdes axénicas e a outra contaminada com bactérias do Reservatério de Barra
Bonita. As barras correspondem ao desvio padrdo n=6. A seta indica 0 momento da

contaminagao.

Tabela 11: Densidade celular média (cel/mL), desvios padrdes e o valor de "p" (teste
"t" de student) em relacio ao tempo de cultivo (dias) de duas populacdes de
Thalassiosira sp: axénica e contaminada.

Tempo

(dia)

Densidade celular média

Axénica

Contaminada

Contaminada

Y

1

o Whn W

14
16

15208,00 + 2293,7
18281,00 + 1565,4
29062,33 £5332,8
49374,83 £3692,3
47708,00 £ 3753,5
49422,83 £ 1906,7
48749,83 £ 6011,1

14211,33 + 2458,5
17551,33 + 1034,8
26354,00 + 6332,8
48593,50 £ 6995,6
72656,16 + 6885,6
82395,6 £ 18395,0
68281,00 = 3995,8

0,4844
0,3636
0,4416
0,8137

<0,0001
0,0014

<0,0001
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O tempo de duplicagdo ndo foi afetado significativamente pela presenga de
bactérias em nenhuma das espécies estudadas. As células axénicas de C.
tetrapyrenoidosa tiveram um tempo de duplicagdo igual a 2,68 dias, enquanto as
contaminadas levaram 2,64 dias para se dividirem. S. orbiculare levou 4,03 dias para se
dividir, em condi¢des axénicas e 4,06 dias quando contaminado com bactérias de Barra
Bonita. Thalassiosira sp levou 3,5 dias para se dividir em condi¢des axénicas e 3,9 dias
contaminada com bactérias. O tempo de duplicagdo foi determinado pela equagdo
descrita por Fogg (1975). As concentracdes de clorofila-a sao mostradas nas Figuras 18,
19 e 20 e seguiram o mesmo padrio das densidades celulares das trés espécies

estudadas.
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Figura 18: Variacdo das concentracdes de clorofila-a nas culturas axénica e
contaminada de C. tetrapyrenoidosa, em funcao do tempo de cultivo.
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Figura 19: Variagdo das concentragdes de clorofila-a nas culturas axénica e
contaminada de S. orbiculare, em funcao do tempo de cultivo.
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Figura 20: Variagdo das concentragdes de clorofila-a nas culturas axénica e
contaminada de Thalassiosira sp, em fungao do tempo de cultivo.
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4.2.1.2) Excregao de carboidratos.

A comparacdo entre a concentragdo de carboidratos totais dissolvidos nas
culturas axénicas e contaminadas mostrou que as bactérias planctonicas do Reservatorio
de Barra Bonita sdo capazes de degradar os carboidratos totais, incluindo os
poliméricos, excretados pelas trés espécies estudadas, como pode ser observado nas
Tabelas 12 a 17, e nas Figuras 21, 22 e 23. A inoculacdo da populacdo bacteriana do
Reservatorio nas culturas algais ocorreu no 5° dia de cultivo. As amostras para a
determinacdo da concentracdo de carboidratos totais excretados foram feitas com as
culturas nas idades de 5, 11, 14 e 16 dias (ou inicial, 6, 9 e 11 dias apos a

contaminagao).

Tabela 12: Variacao, apos o 5° dia de cultivo, da concentracao (mg/L) dos carboidratos
totais excretados por uma cultura axénica de C. tetrapyrenoidosa. O erro corresponde ao
desvio padrao.

Monossacarideos Tempo apés o 5° dia de cultivo

Inicial 6° dia 9° dia 11° dia
Fucose 0,238 £0,004 0,284 + 0,004 0,690 = 0,009 0,791 £ 0,160
Ramnose 0,011 £0,010 0,018£0,015 0,039 £ 0,007 0,075 £ 0,002
Galactose 0,214 £ 0,050 0,222 + 0,020 0,617 £ 0,040 0,670 £ 0,160
Glicose 0,099 £ 0,040 0,143 £ 0,010 0,175 £ 0,030 0,196 £ 0,050
Manose/xilose 0,069 + 0,030 0,077 = 0,007 0,114 £ 0,040 0,161 £ 0,040
Total 0,632 +0,110 0,745 £ 0,080 1,600 + 0,121 1,880 £ 0,410
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Tabela 13: Variagdo, ap6s o 5° dia de cultivo, da concentracdao (mg/L) dos carboidratos
totais excretados por uma cultura contaminada de C. tetrapyrenoidosa. O erro
corresponde ao desvio padrao.

Monossacarideos Tempo apés o 5° dia de cultivo

Inicial 6°. dia 9°, dia 11°. dia
Fucose 0,288 £0,010 0,391 £ 0,040 0,517 £ 0,040 0,547 £ 0,010
Ramnose 0,013+0,010  0,052+0,010 0,047 £ 0,007 0,039 £ 0,010
Galactose 0,250 £ 0,050 0,304 £ 0,040 0,374 £ 0,090 0,342 £ 0,070
Glicose 0,094 £ 0,060 0,076 £ 0,010 0,129 + 0,030 0,078 £ 0,020
Manose/xilose 0,077 £ 0,030 0,081 £ 0,020 0,072 £ 0,010 0,082 + 0,020
Total 0,663 £0,016 0,905+ 0,100 1,138 £ 0,170 1,090 £ 0,100

Tabela 14: Variagdo, ap6s o 5° dia de cultivo, da concentracdo (mg/L) dos carboidratos
totais excretados por uma cultura axénica de S. orbiculare. O erro corresponde ao
desvio padrao.

Monossacarideos Tempo apés o 5° dia de cultivo

Inicial 6°. dia 9°. dia 11°. dia
Fucose 0,140 £ 0,026 0,234 £ 0,0005 0,297 £0,012 0,317+ 0,015
Ramnose 0,024 £ 0,006 0,017 £ 0,006 0,024 £+ 0,006 0,027 £ 0,006
Arabnose 0,007 £ 0,006 0,008 = 0,007 0,012 £ 0,008 0,014 £ 0,005
Galactose 0,050 £ 0,001 0,052 + 0,004 0,076 £ 0,005 0,118 £ 0,020
Glicose 0,101 £0,002 0,095 + 0,003 0,132 +£0,010 0,165 £ 0,030
Manose/xilose 0,046 + 0,003 0,041 + 0,004 0,087 £ 0,044 0,100 £ 0,040
Total 0,370 £ 0,012 0,448 £ 0,004 0,630 = 0,043 0,742 £ 0,090
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Tabela 15: Variagdo, ap6s o 5° dia de cultivo, da concentracdao (mg/L) dos carboidratos
totais excretados por uma cultura contaminada de S. orbiculare. O erro corresponde ao

desvio padrao.

Monossacarideos Tempo apés o 5° dia de cultivo

Inicial 6°. dia 9°, dia 11°. dia
Fucose 0,156 £0,009 0,246 £ 0,010 0,176 £ 0,025 0,088 + 0,001
Ramnose 0,006 £ 0,010 0,022 £ 0,006 0,029 £ 0,010 0,030 = 0,007
Arabnose 0,004 £ 0,007 0,023 £ 0,004 0,027 £ 0,021 0,004 + 0,007
Galactose 0,049 £ 0,008 0,046 = 0,007 0,057 £ 0,007 0,027 £ 0,001
Glicose 0,116 £0,004 0,033 0,003 0,048 + 0,004 0,036 + 0,001
Manose/xilose 0,036+ 0,003 0,063 + 0,003 0,055 £ 0,009 0,050 £ 0,013
Total 0,368 £ 0,021 0,434 £0,032 0,393 £ 0,040 0,237 £ 0,029

Tabela 16: Variagdo, ap6s o 5° dia de cultivo, da concentracdo (mg/L) dos carboidratos
totais excretados por uma cultura axénica de Thalassiosira sp. O erro corresponde ao

desvio padrao.

Monossacarideos Tempo apés o 5° dia de cultivo

Inicial 6°. dia 9°. dia 11°. dia
Fucose 0,026 £ 0,003 0,044 £ 0,005 0,029 £+ 0,004 0,081 £ 0,008
Ramnose 0,017+0,012 0,037 £ 0,009 0,021 £ 0,002 0,053 £ 0,005
Galactose 0,032 +0,019 0,023 £0,012 0,026 £ 0,013 0,061 £ 0,017
Glicose 0,181 £0,038 0,203 £0,012 0,129 £ 0,027 0,215 £ 0,008
Manose/xilose 0,152 +0,027 0,239 +0,010 0,169 £ 0,022 0,313 £ 0,007
Total 0,409 £ 0,093 0,548 £ 0,037 0,375 £ 0,060 0,725 £ 0,026
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Tabela 17: Variagdo, ap6s o 5° dia de cultivo, da concentracdao (mg/L) dos carboidratos
totais excretados por uma cultura contaminada de Thalassiosira sp. O erro corresponde

ao desvio padrao.

Monossacarideos Tempo apés o 5° dia de cultivo
Inicial 6°. dia 9°, dia 11°. dia
Fucose 0,054 £0,022 0,110 £ 0,003 0,141 £ 0,009 0,163 £ 0,006
Ramnose 0,034 £ 0,005 0,088 = 0,009 0,106 £ 0,002 0,132 £ 0,052
Galactose 0,088 £0,026 0,039 £ 0,002 0,035 £ 0,002 0,037 £ 0,002
Glicose 0,221 £0,020 0,073 £ 0,009 0,038 £ 0,002 0,043 £ 0,007
Manose/xilose 0,155+ 0,023 0,284 £ 0,036 0,142 +£ 0,019 0,154 £ 0,031
Total 0,486 £ 0,017 0,594 + 0,042 0,464 + 0,022 0,529 + 0,084
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Figura 21: Variacdo, apds a contaminacdo, das concentragdes dos carboidratos totais
em relacdo ao tempo de cultivo de uma cultura axénica e outra contaminada de C.
tetrapyrenoidosa. As barras correspondem ao desvio padrdo. O tempo 0 indica o
momento da contaminagdo, quando a cultura estava com 5 dias.
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Figura 22: Variacdo, apos a contaminacao, das concentragdes dos carboidratos totais
em relacdo ao tempo de cultivo de uma cultura axénica e outra contaminada de S.
orbiculare. As barras correspondem ao desvio padrao. O tempo 0 indica 0 momento da
contaminag¢do, quando a cultura estava com 5 dias.
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Figura 23: Variagdo, ap6s a contaminagdo, das concentragdes dos carboidratos totais
em relagdo ao tempo de cultivo de uma cultura axénica e outra contaminada de
Thalassiosira sp. As barras correspondem ao desvio padrdo. O tempo 0 indica o
momento da contaminagdo, quando a cultura estava com 5 dias.
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A excrecao de carboidratos totais foi confirmada estatisticamente para as trés
espécies estudadas segundo a andlise de varidncia paramétrica (ANOVA): C.
tetrapyrenoidosa axénica p=0,004 Tuckey 0=6<9<11 dias, C. tetrapyrenoidosa
contaminada p=0,004 Tuckey 0<6=9=11 dias; S. orbiculare axénico p=0,0038 Tuckey
0=3<6<9 dias, S. orbiculare contaminado p=0,0036 Tuckey 0=6=9<11 dias;
Thalassiosira sp axénica p=0,0087 Tuckey 0=6=9<11 dias, Thalassiosira sp
contaminada p=0,0125 Tuckey 0<6=9=11 dias. A comparagdo estatistica entre as
concentragoes de carboidratos totais detectadas nas culturas axénicas ¢ contaminadas foi
realizada por meio do teste "t" de student em cada uma das amostragens, conforme

mostrado nas Tabelas 18, 19 e 20.

Tabela 18: Comparagao estatistica entre as concentragdes (mg/L) de carboidratos totais
das culturas axénica e contaminada de C. tetrapyrenoidosa. O erro corresponde ao
desvio padrao.

Monossacarideos Tempo apés a contaminacio

Inicial 6°. dia 9°, dia 11°. dia

Total axénico 0,63+0,11  0,74%0,08 1,60+0,12 1,88 £0,41
Total cont. 0,66+0,16  0,90+0,10 1,13+0,17 1,09 £0,10
P 0,8025 0,1162 0,0203 0,0340

Tabela 19: Comparagao estatistica entre as concentracdes (mg/L) de carboidratos totais
das culturas axénica e contaminada de S. orbiculare. O erro corresponde ao desvio
padrao.

Monossacarideos Tempo apés a contaminacao
Inicial 6°. dia 9°. dia 11°. dia
Total axénico  0,370+0,01 0,448+0,004 0,630+0,04  0,742+0,09
Total cont. 0,368+0,02 0,434+0,03 0,393+0,04  0,237+0,02
P 0,8961 0,5013 0,0031 0,0007
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Tabela 20: Comparagao estatistica entre as concentragdes (mg/L) de carboidratos totais
das culturas axénica e contaminada de Thalassiosira sp. O erro corresponde ao desvio
padrao.

Monossacarideos Tempo apos a contaminacio

Inicial 6°. dia 9°, dia 11°. dia

Total axénico  0,41+0,09 0,548+0,037 0,375£0,06 0,725+0,026
Total cont. 0,55+0,05 0,694+0,042 0,464+0,02 0,529:+0,084
P 0,0803 0,2339 0,0745 0,0184

C. tetrapyrenoidosa (Figura 21 e Tabela 18) comecou a apresentar uma
concentragio menor de carboidratos totais na cultura contaminada a partir do 9° dia
apods a contaminagdo (11 dias de idade) (p=0,0203) e foi menor até o 11° dia (p=0,034),
evidenciando a degradag¢do de carboidratos totais extracelulares pelas bactérias do
reservatorio em questdo. O mesmo ocorreu com S. orbiculare (Figura 22 e Tabela 19),
que também comecou a apresentar uma concentragdo menor de carboidratos totais na
cultura contaminada a partir do 9° dia apods a contaminac¢do (p=0,0031) e foi menor até
0 11° dia (p=0,0007).

Thalassiosira sp novamente apresentou um comportamento diferenciado em
relacdo as outras duas espécies estudadas. Numa primeira observagdo, menos cuidadosa
(Tabela 20 e Figura 23), nota-se que as diferengas entre as culturas axénica e
contaminada comec¢am apenas a partir do 11° dia posterior a contaminagdo (p=0,0104).
Seria um comportamento semelhante as outras duas espécies, se ndo fosse uma andlise
detalhada das Tabelas 16 e 17. Observando-se qualitativamente a excrecdo de
carboidratos totais (CTs), nota-se que a concentracdo relativa de fucose, ramnose e
galactose torna-se gradativamente maior na cultura contaminada em relacdo a axénica.
Antagonicamente, as concentracdes de glicose e manose/xilose (man/xil) comecam a

decair no 9° dia apds a contamina¢do. Mais adiante serd apresentado um estudo mais
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detalhado da degrada¢ao dos polissacarideos excretados por Thalassiosira sp que
ajudard a esclarecer esta questdo. Para ilustrar as diferengas mencionadas, dividiu-se
grosseiramente os CTs em dois grupos: T; considerando a soma das concentragdes de
fucose, ramnose e galactose, ¢ T, considerando a soma das concentragdes de glicose e

man/xil (Figuras 24 ¢ 25).
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Figura 24: Variagdo da concentragdo, apos a contaminacdo, dos carboidratos totais do
grupo T, (fucose + ramnose + galactose) de Thalassiosira sp axénica e contaminada em
relacdo ao tempo. As barras correspondem ao desvio padrdo. O tempo O indica o
momento da contaminagdo, quando a cultura estava com 5 dias.
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Figura 25: Variagdo, ap6s a contaminagao, da concentracdo dos carboidratos totais do
grupo T, (glicose + man/xil) de Thalassiosira sp axénica e contaminada em relagdo ao
tempo. As barras correspondem ao desvio padrdo. O tempo 0 indica o momento da
contaminag¢do, quando a cultura estava com 5 dias.

Os carboidratos livres (CLs) foram detectados nas amostras ndo hidrolizadas e
foram comparados da mesma forma que os CTs; porém, em concentragdes bem
inferiores (entre 0,01 e 0,06 mg/L). C. tetrapyrenoidosa (Figura 26 e Tabelas 21 e 22)
apresentou libera¢do significativa na cultura axénica (ANOVA p=0,059 Tuckey
0=6=9<11 dias), e a degradacdo da concentracdo inicial pelas bactérias foi bastante
significativa na cultura contaminada (ANOVA p<0,0001 Tuckey 0>6=9>11 dias). As
diferencas entre as culturas axénica e contaminada tornaram-se significativas a partir do
6° dia apos a contaminagio (teste "t" student p=0,0191) e mantiveram-se pelo 9° dia

(p=0,0122), até o 11° dia (p=0,0071), sempre apontando a concentragio de CLs da

cultura axénica como superior a da cultura contaminada (Tabela 23).
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Figura 26: Variacdo, apds a contaminagdo, da concentragdo dos carboidratos livres na
cultura de C. tetrapyrenoidosa em condi¢des axénica e contaminada com bactérias do
Reservatorio de Barra Bonita. As barras correspondem ao desvio padrdo. O tempo 0
indica o momento da contaminagao, quando a cultura estava com 5 dias.

Tabela 21: Variacdo, ap6s o quinto dia de cultivo, da concentragdo dos carboidratos
livres excretados por uma cultura axénica de C. tetrapyrenoidosa. O erro corresponde

ao desvio padrao.

Monossacarideos Tempo apés o 5° dia de cultivo

Inicial 6° dia 9° dia 11° dia
Fucose 0 0 0 0,002 + 0,002
Ramnose 0 0 0 0,010 + 0,006
Galactose 0 0 0,005+ 0,002 0,006 +0,0005
Glicose 0,014 £ 0,003  0,017+0,002 0,030 +0,006 0,012 £0,0005
Manose/xilose 0 0 0 0,009 + 0,002
Total 0,014 £0,003 0,017 +0,002 0,035 £ 0,009 0,044 £ 0,012
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Tabela 22: Variagdo, apds o 5° dia de cultivo, da concentracao dos carboidratos livres
excretados por uma cultura contaminada de C. fetrapyrenoidosa. O erro corresponde ao
desvio padrao.

Monossacarideos Tempo apés o 5° dia de cultivo
Inicial 6° dia 9° dia 11° dia
Fucose 0,002 + 0,0005 0 0 0
Ramnose 0,016 + 0,002 0 0 0
Galactose 0 0 0,008 £ 0,007 0,007 £ 0,0005
Glicose 0,002 £0,004  0,010+0,002 0,003 £ 0,006 0
Total 0,019 +£0,004  0,010+0,002 0,012£0,001 0,007 £ 0,0005

Tabela 23: Comparagao estatistica entre as concentragdes (mg/L) de carboidratos livres
das culturas axénica e contaminada de C. tetrapyrenoidosa. O erro corresponde ao
desvio padrao.

Monossacarideos Tempo apos o 5° dia de cultivo

Inicial 6°. dia 9°, dia 11°. dia

total axénico 0,014+0,003 0,017+0,002 0,035+0,009 0,044+0,012
Total cont. 0,019+£0,004  0,010+0,002 0,012+0,001 0,007£0,0005
P 0,0603 0,0191 0,0122 0,0071

Em S. orbiculare (Figura 27 e Tabelas 24 e 25) também foi possivel detectar
liberagdo significativa de CLs (p=0,0003 Tuckey 0=6=9<11 dias), e a degradagdo da
concentragdo inicial pelas bactérias também foi bastante significativa na cultura
contaminada (ANOVA p<0,0001 Tuckey 0>6=9=11 dias). As diferengas entre as
culturas axénica e contaminada tornaram-se significativas a partir do 6° ¢ 9° dia apos a
contaminagdo quando ndo mais foram detectados CLs na cultura contaminada e
mantiveram-se até o 11° dia (p<0,0001), sempre apontando a concentragio de CLs da

cultura axénica como superior a da cultura contaminada (Tabela 26).
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Figura 27: Variacio, apos o 5° dia de cultivo, da concentra¢io dos carboidratos livres
na cultura de S. orbiculare em condi¢des axénica e contaminada com bactérias do
Reservatorio de Barra Bonita. As barras correspondem ao desvio padrdo. O tempo 0
indica 0 momento da contaminag¢do, quando a cultura estava com 5 dias.

Tabela 24: Variagdo, apos o 5° dia de cultivo, da concentragio dos carboidratos livres
excretados por uma cultura axénica de S. orbiculare. O erro corresponde ao desvio
padrio.

Monossacarideos Tempo apés o 5° dia de cultivo
Inicial 6° dia 9° dia 11° dia
Ramnose 0 0 0 0,005 +,0003
Glicose 0,017 £0,001 0,014 £ 0,001 0,019 £ 0,004 0,025 +£ 0,001
Total 0,017£0,001 0,014 £0,001 0,019 £ 0,004 0,030 + 0,001

Tabela 25: Variagdo, apds o 5° dia de cultivo, da concentracao dos carboidratos livres
excretados por uma cultura contaminada de S. orbiculare. O erro corresponde ao desvio
padrio.

Monossacarideos Tempo apés o 5° dia de cultivo
Inicial 6° dia 9° dia 11° dia
Glicose 0,023 + 0,003 0 0 0,011 +£0,001
Total 0,023 + 0,003 0 0 0,011 £ 0,001
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Tabela 26: Comparagdo estatistica entre as concentragdes de carboidratos livres das
culturas axénica e contaminada de S. orbiculare. O erro corresponde ao desvio padrao.

Monossacarideos Tempo apés o 5° dia de cultivo
Inicial 6°. dia 9°. dia 11°. dia
Total axénico 0,017 £ 0,001 0,014 +0,001  0,019+0,004 0,030+ 0,001
Total cont. 0,023 + 0,003 0 0 0,011 0,001
P 0,0550 0 0 0,0001

Thalassiosira sp (Figura 28 e Tabelas 27 e 28) também mostrou liberacao
significativa de CLs em condi¢des axénicas (ANOVA p<0,0001 Tuckey 0<6=9<11
dias), enquanto a cultura contaminada mostrou uma liberagao significativa de CLs até o
6° dia ap6s a contaminacio, ¢ mantendo a concentragio até o 9° dia (ANOVA p=0,0175
Tuckey 0<6=9>11 dias). A concentracdo de CLs na cultura contaminada somente foi
significativamente inferior no 11° dia apds a contaminagéo (teste "t" student p=0,0002),

mostrando um consumo de CLs por parte das bactérias planctonicas do Reservatorio de

Barra Bonita (Tabela 29).
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Figura 28: Variagdo, apos a contaminacao, da concentragao dos carboidratos livres na
cultura de Thalassiosira sp em condigdes axénica e contaminada com bactérias do
Reservatério de Barra Bonita. As barras correspondem ao desvio padrdo. O tempo 0
indica o momento da contaminacdo, quando a cultura estava com 5 dias.
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Tabela 27: Variacdo, apds o 59 dia de cultivo, da concentra¢do dos carboidratos livres
excretados por uma cultura axénica de Thalassiosira sp. O erro corresponde ao desvio
padrao.

Monossacarideos Tempo apés o 5° dia de cultivo
Inicial 6° dia 9° dia 11° dia
Fucose 0,001 £0 0,002 £0,0005 0 0,003 £ 0,001
Glicose 0,006 £ 0,001  0,015+0,001 0,014 +£0,0005 0,016 £ 0,001
Total 0,007 £0,001 0,018 £0,002 0,014 £ 0,0005 0,020 £ 0,001

Tabela 28: Variagdo, apos o 5° dia de cultivo, da concentragio dos carboidratos livres
excretados por uma cultura contaminada de Thalassiosira sp. O erro corresponde ao
desvio padrao.

Monossacarideos Tempo apés o 5° dia de cultivo
Inicial 6° dia 9° dia 11° dia
Fucose 0,001 £ 0,0005 0,002 + 0,0005 0 0,001 £0
Glicose 0,005 £0,001  0,012£0,003 0,014 £0,0005 0,005 £ 0,0005
Total 0,007 £0,001  0,015+0,004 0,014 £0,0005 0,006 £ 0,0005

Tabela 29: Comparagdo estatistica entre as concentragdes de carboidratos livres das
culturas axénica e contaminada de Thalassiosira sp. O erro corresponde ao desvio
padrao.

Monossacarideos Tempo apés o 5° dia de cultivo

Inicial 6°. dia 9°, dia 11°. dia

total axénico 0,007 £0,001 0,018 £0,002 0,014 £0,0005 0,020 £ 0,001
Total cont. 0,007 £0,001  0,015+0,004 0,014 £0,0005 0,006 £ 0,0005
P 0,999 0,2696 0,999 0,0002
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4.2.1.3) Crescimento das populacdes de bactérias.
Como pode ser observado nas Tabelas 30, 31 e 32, houve crescimento de
populagdes bacterianas nas culturas das trés algas estudadas, Cryptomonas

tetrapyrenoidosa, Staurastrum orbiculare € Thalassiosira sp.

Tabela 30: Variagdo da densidade bacteriana na cultura de Cryptomonas
tetrapyrenoidosa, em relagdo ao tempo de cultivo.

Tempo de cultivo (dias) Densidade bacteriana média (bact /mL)
Inicio 6,29 x 10°
3 4,90 x 10°
6 2,90 x 10°
9 2,13x10°
11 4,88 x 10°

Tabela 31: Variacao da densidade bacteriana na cultura de Staurastrum orbiculare, em
relacdo ao tempo de cultivo.

Tempo de cultivo (dias) Densidade bacteriana média (bact / mL)
Inicio 3.41x 10°
3 1,34 x 10°
6 1,77 x 10°
9 1,77 x 10°
11 1,78 x 10°

Tabela 32: Variacdo da densidade bacteriana na cultura de Thalassiosira sp, em relagao
ao tempo de cultivo.

Tempo de cultivo (dias) Densidade bacteriana média (bact / mL)
Inicio 6x10°

3 1,3x 10°

6 1,69 x 10°

9 1,92 x 10°

11 2,48 x 10°
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A maior densidade bacteriana ao final do experimento ocorreu no excretado de
Cryptomonas  tetrapyrenoidosa (Tabela 30), atingindo um méaximo de 4,8 x 10°
bactérias por mililitro (bact/mL). A menor densidade populacional ao final do
experimento ocorreu no excretado de Staurastrum orbiculare (Tabela 31), que atingiu
1,78 x 10° bact/mL e em Thalassiosira sp houve um crescimento intermedirio,
atingindo 2,48 x 10° bact/mL (Tabela 32).

As Figuras 29 a 32 mostram o desenvolvimento, durante 11 dias, da densidade
bacteriana inoculada em culturas algais axénicas na fase exponencial de crescimento das
trés algas estudadas, e suas relacdes com a utilizagdo de carboidratos livres e
poliméricos excretados pelas algas. Como seria de se esperar, as figuras mostram
comportamentos ligeiramente diferentes das populagdes bacterianas crescendo em
substratos diferentes.

Na Figura 29, pode-se observar um rapido crescimento de bactérias na cultura de
Cryptomonas tetrapyrenoidosa, passando de 6,28 x 10° bact/mL no inicio do cultivo
para 4,89 x 10° bact/mL no 3° dia apods a contaminagio. Entretanto, este crescimento
cessou e 0 nimero de bactérias reduziu-se para 2,9 x 10° bact/mL e seguiu diminuindo
até o 9° dia (2,1 x 10° bact/mL), quando novamente iniciou-se um aumento da
densidade populacional, até atingir 4,9 x 10° bact/mL no 11° dia.

A variagdo na densidade bacteriana observada na Figura 29 pode refletir
sucessdo de diferentes populacdes de bactérias em funcdo da variagdo do substrato
excretado. O aumento da densidade bacteriana nos trés primeiros dias de cultivo pode
ter sido devido a utilizagdo de monossacarideos e/ou dissacarideos livres excretados nos
primeiros 6 dias de cultivo da alga por uma populagdo especifica na utilizagdo desses

substratos. Com a exaustao desses substratos o crescimento bacteriano dessa populagdo
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especifica decresceu até o 11" dia de exposicdo, quando a baixa concentracdo (0,012
mg/L) ndo mais foi suficiente para a manutencao do crescimento. Isso, no entanto, nao
exclui a presenga de uma outra populagdo, ainda com baixa densidade, que estivesse
utilizando outro substrato, os carboidratos poliméricos, heteropolissacarideos, por
exemplo. A partir do 9" dia de exposi¢do, com a exaustdo dos carboidratos livres e o
aumento gradativo dos poliméricos, a populagdo bacteriana inicial passou a utilizar estes
substratos ou, entdo, foi substituida por uma outra mais especializada neste tipo de
composto, o que explicaria a queda da concentracdo dos carboidratos poliméricos a
partir do 9" dia de exposicdo. A existéncia de duas, ou mais, populagdes distintas de
bactérias somente sera comprovada pela andlise da diversidade das bactérias

contaminantes em fun¢do dos substratos, que sera apresentada mais adiante.
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Figura 29: Variacdo da densidade bacteriana em relacdo ao consumo (concentragdo de
carboidratos da cultura axénica subtraida pela cultura contaminada) de carboidratos
totais e livres excretados por Cryptomonas tetrapyrenoidosa, em funcao do tempo de
cultivo. Escala da direita refere-se a concentracao de carboidratos livres e a da esquerda
aos carboidratos totais.
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Ja na cultura de Staurastrum orbiculare, as bactérias partiram de 3,4 x 10°
bact/mL no inicio do cultivo, chegando até 1,78 x 10° bact/mL no 11° dia (Figura 30).
Neste caso, a populacdo bacteriana cresceu inicialmente utilizando os carboidratos
livres presentes na cultura. Com a exaustao dos mesmos, o consumo dos carboidratos
livres estabilizou-se a partir do nono dia ap6s a contaminagdo e a populacdo manteve-se
as custas da degradacdo dos carboidratos poliméricos, cujo consumo aumenta
exponencialmente apds o sexto dia de contamina¢do. Um indicio disso seria o
decréscimo da concentracdo desse compostos a partir do momento do estabelecimento

da densidade bacteriana maxima no 9 dia de exposi¢ao ao ataque das bactérias.
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Figura 30: Variacdo da densidade bacteriana em relacdo ao consumo (concentragdo de
carboidratos da cultura axénica subtraida pela cultura contaminada) de carboidratos
totais e livres excretados por Staurastrum orbiculare, em fungao do tempo de cultivo.
Escala da direita refere-se a concentragdo de carboidratos livres e a da esquerda aos
carboidratos totais.
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A Figura 31 mostra o desenvolvimento da populagao bacteriana durante 11 dias
na cultura de Thalassiosira sp e a variagao dos carboidratos durante esse periodo. As
bactérias que cresceram no meio contendo estes compostos chegaram a uma densidade
total de 2,48 x 10° bact/mL, a partir de 6,6 x 10° bact/mL. Neste caso o crescimento
bacteriano deu-se tanto as custas da degradacdo do carboidrato polimérico, como dos
carboidratos livres, mas somente apdés o nono dia apds a contaminagdo. Quando a
densidade bacteriana tornou-se bastante alta, aumentou também a degradacdo dos
carboidratos livres e poliméricos, diminuindo sua concentracdo no meio. No caso de
Thalassiosira sp acompanhou-se também o consumo dos monossacarideos fucose,
ramnose ¢ galactose (carboidratos 1) e glicose e manose/xilose (carboidratos 2) em
funcdo do crescimento bacteriano (Figura 32). Foi possivel observar que o consumo dos
carboidratos totais do grupo dois iniciou-se ja no sexto dia apds a contaminagdo, € que
este grupo de carboidratos foi o principal responsavel pelo crescimento bacteriano,
enquanto os carboidratos do grupo um nao foi consumido em nenhum momento do

experimento.
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Figura 31: Variacdo da densidade bacteriana em relacdo ao consumo (concentragdo de
carboidratos da cultura axénica subtraida pela cultura contaminada) de carboidratos
totais e livres de Thalassiosira sp, em funcao do tempo de cultivo. Escala da direita
refere-se a concentragdo de carboidratos livres e a da esquerda refere-se aos
carboidratos totais.
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Figura 32: Variacdo da densidade bacteriana (escala da esquerda) em relagdo ao
consumo dos carboidratos totais tipo 1 (fucose, ramnose e galactose) e 2 (glicose e
manose/xilose), mostrados na escala da direita, de Thalassiosira sp, em funcdo do
tempo de cultivo.

4.3) EXPERIMENTO III:

4.3.1) Testes de especificidade.

4.3.1.1) Degradacao dos polissacarideos.
4.3.1.1.1) Cromatografia em coluna de gel.

As Figuras 33, 34 e 35 mostram a degradacdo dos polissacarideos excretados
por, respectivamente, C. tetrapyrenoidosa, S. orbiculare e Thalassiosira sp, analisada
pela cromatografia por filtragio em coluna de gel Pharmacia® Sepharose CL6B. Para
todos os polissacarideos em questdo, foram observadas duas fracdes de massas
moleculares distintas. A primeira (fragdo “A” - Ve/Vt = 0 — 0,25) foi muito mais
representativa e teve aproximadamente 2 x 10° D, enquanto a segunda (fragdo “B” —
Ve/Vt = 0,45 — 0,65) foi bem menos significativa e teve uma massa molecular

intermediaria entre 2 x 10° ¢ 10* D, mais proxima ao limite inferior de exclusdo do gel.
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A fragdo “A” excretada por C. tetrapyrenoidosa foi rapidamente degradada e parte dela
passou a incluir a fracdo “B”, de modo que apds 7 dias, ambas as fragdes apresentaram
praticamente a mesma representatividade (Figura 33), como serd demonstrado pela
analise em HPLC-PAD. Os polissacarideos excretados por S. orbiculare foram
visualmente os mais rapidamente degradados. Apds 7 dias de incubacao houve uma
brusca diminuicdo, principalmente da fragdo “A”, e ocorre uma pequena transferéncia
de carboidratos da fracdo “A” para a “B” (Figura 34), como também serd demonstrado
pela analise em HPLC-PAD. J4 os polissacarideos excretados por Thalassiosira sp
foram os mais refratarios ao ataque microbiano (Figura 35). Pela andlise neste gel, as
fragdes pouco se alteraram até o 7° dia e foram mais lentamente degradados que os
outros dois polissacarideos em questdo, durante os 35 dias de experimento, como sera

mostrado pela andlise por HPLC-PAD.
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Figura 33: Degradacdo bacteriana dos polissacarideos excretados por C.
tetrapyrenoidosa, em fun¢dao do tempo de contaminacdo. (A) Inicial, (B) 7 dias, (C) 14
dias, (D) 21 dias e (E) 35 dias. Cromatografia por permeagdo em coluna de gel
Sepharose CL6B. Eluente: dgua destilada + Butanol 2%; fluxo = 1ml/5min.
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Figura 34: Degradacdo bacteriana dos polissacarideos excretados por S. orbiculare, em
fun¢do do tempo de contaminacdo. (A) Inicial, (B) 7 dias, (C) 14 dias, (D) 21 dias e (E)
35 dias. Cromatografia por permeacgao em coluna de gel Sepharose CL6B. Eluente: agua
destilada + Butanol 2%; fluxo = Iml/5min.
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Figura 35: Degradagdo bacteriana dos polissacarideos excretados por Thalassiosira sp,
em fun¢do do tempo de contaminacao. (A) Inicial, (B) 7 dias, (C) 14 dias, (D) 21 dias e
(E) 35 dias. Cromatografia por permeacao em coluna de gel Sepharose CL6B. Eluente:
agua destilada + Butanol 2%; fluxo = Iml/5min.

A largura dos picos detectados motivou a utilizagdo de outro gel, Bio-Rad® A-15
com limites entre 4 x 10° e 1,5 x 10 D, para checar a existéncia de outras fracdes de
diferentes massas moleculares. As Figuras 36, 37 e 38 mostram a degradagdo dos
polissacarideos excretados por, respectivamente, C. tetrapyrenoidosa, S. orbiculare ¢
Thalassiosira sp medida pelo gel A-15. A separagao dos polissacarideos excretados por
C. tetrapyrenoidosa neste gel revelou um maior complexidade da fragao “A”,

dividindo-a em duas fragdes muito proximas uma da outra. Ambas foram rapidamente

degradadas e parte delas foi transformada na terceira fragdo apds 7 dias de incubagao,
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como mostra a Figura 36, refor¢ando os dados obtidos com o gel CL6B. Os
polissacarideos excretados por S. orbiculare (Figura 37) continuaram sendo separados
em apenas duas fracdes, sendo que a primeira (aprox. 2 x 10° D) foi rapidamente
degradada e parte dela passou a incluir a segunda fragcdo (aprox. 10 D), confirmando
também os dados obtidos com o gel CL6B. Os polissacarideos excretados por
Thalassiosira sp (Figura 38) foram novamente separados em duas fra¢des, porém a
fragdo “B” foi mais nitida neste gel, sendo que a primeira manteve-se praticamente

intacta e a segunda sofreu consideravel degradacdo apds 7 dias.
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Figura 36: Degradacdo bacteriana dos polissacarideos excretados por C.
tetrapyrenoidosa, em fungdo do tempo de contaminacdo. (A) Inicial, (B) 7 dias, (C) 14
dias, (D) 21 dias e (E) 35 dias. Cromatografia por permeagdo em coluna de gel BioRad
A-15. Eluente: 4gua destilada + Butanol 2%; fluxo = 1ml/5min.
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Figura 37: Degradacdo bacteriana dos polissacarideos excretados por S. orbiculare, em
funcdo do tempo de contaminagdo. (A) Inicial, (B) 7 dias, (C) 14 dias, (D) 21 dias e (E)
35 dias. Cromatografia por permeagdo em coluna de gel BioRad A-15. Eluente: agua
destilada + Butanol 2%; fluxo = 1ml/5min.
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Figura 38: Degradagdo bacteriana dos polissacarideos excretados por Thalassiosira sp,
em fun¢do do tempo de contaminacdo. (A) Inicial, (B) 7 dias, (C) 14 dias, (D) 21 dias e
(E) 35 dias. Cromatografia por permeacdo em coluna de gel BioRad A-15. Eluente:
agua destilada + Butanol 2%; fluxo = Iml/5min.

4.3.1.1.2) Analise por HPLC-PAD.

4.3.1.1.2.1) Cryptomonas tetrapyrenoidosa.

A Tabela 33 mostra a quantificacdo das fragdes isoladas pela cromatografia em
coluna de gel CL6B e que foram utilizados para a parametrizacdo da degradacdo do
polissacarideo excretado por C. tetrapyrenoidosa, ¢ de cada monossacarideo que o
compde (Figuras 39 e 40). A Tabela 34 mostra o coeficiente de degradacdo (k) para
cada um dos monossacarideos componentes das duas fragdes de polissacarideos
detectadas neste gel, e o respectivo coeficiente de determinagio (r’). A Tabela 35

mostra a quantificacao obtida por meio da analise em HPLC-PAD das fragdes separadas

pelo gel A-15. As Figuras 41, 42 e 43 mostram a parametrizacdo da degradacdo das
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fracdes separadas neste gel. O coeficiente de degradagdo (k), bem como o respectivo
coeficiente de determinagio (r*) sdo mostrados na Tabela 36.

Pode-se perceber pelo coeficiente de ajuste dos modelos que a degradagdo foi
mais bem demonstrada quando analisada pelo gel A-15, que além de separar o
polissacarideo de C. tetrapyrenoidosa em trés fragdes com degradagdes evidentes em
todas elas, também permitiu um melhor ajuste ao modelo. Analisando os coeficientes de
degradagdo de cada fracdo pode-se observar que a fragdo de menor massa molecular
(“C”) apresentou a degradagdo mais acelerada, enquanto a fracdo “B” foi a menos
acelerada. Isso pode ser explicado em parte pela transferéncia de material da fragao “A”
para a fragdo “B”, observada tanto nos cromatogramas das Figuras 33 e 36, como nas
Tabelas 33 e 36. Observando o coeficiente de degradacdo de cada um dos
monossacarideos, tanto no gel CL6B, como no gel A-15, foi possivel observar
diferengas significativas, evidenciando que a degradag@o ndo ocorre igualmente em todo
o polissacarideo, e os principais sitios de degradacdo também podem variar entre as
diferentes fragdes. Na fracdo “A” isolada pelo gel A-15, a degradagdo mais acelerada
foi a da galactose, que nas outras duas fragdes foi superada pela glicose. Essa variagao

também pode ser observada nas fra¢des separadas pelo gel CL6B.
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Tabela 33: Quantificacdo dos monossacarideos componentes da fracdo “A” e “B”,
respectivamente, dos polissacarideos excretados por C. tetrapyrenoidosa em mg/L. A

variacao corresponde ao desvio padrao da média (n=3).

A Inicial 7 dias 14 dias 21 dias 35 dias
Fucose 1,13 0,572 0,071 0,064 0,027
+ 0,08 + 0,01 +0,007 £0,003 + 0,001
Ramnose 0,23 0,223 0,041 0,047 0
+ 0,03 + 0,02 + 0,01 + 0,002
Galactose 0,696 0,116 0,077 0,088 0,016
+0,09 +0,004 +£0,006 +0,01 + 0,002
Glicose 0,208 0,112 0,08 0,079 0,027
+0,05 +0,011 +0,002 £0,008 +0,004
Man/xil 0,518 0,35 0,073 0,093 0,021
+0,07 0,006 £0,004 £0,004 £0,001
Total 2,77 1,37 0,416 0,371 0,091
+ 0,31 + 0,03 + 0,008 + 0,02 + 0,01
B Inicial 7 dias 14 dias 21 dias 35 dias
Fucose 0,195 0,13 0,026 0,011 0,012
+ 0,05 + 0,04 +0,002 £0,0005 £0,002
Ramnose 0,106 0,073 0 0 0
+ 0,03 + 0,01
Galactose 0,103 1,026 0,021 0,009 0,01
+0,007 £0,04 + 0,005 + 1,001 + 0,001
Glicose 0,178 0,154 0,03 0,024 0,051
+0,001 +0,03 + 0,001 + 0,001 + 0,003
Man/xil 0,237 0,19 0,029 0,024 0,037
+ 0,01 +0,01 +0,01 +0,002  £0,005
Total 0,820 1,57 0,107 0,069 0,157
+ 0,09 + 0,06 + 0,02 + 0,002 + 0,02
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Tabela 34: Coeficiente de degradacao (k) dos monossacarideos componentes das
fragdes “A” e “B” do polissacarideo excretado por C. tetrapyrenoidosa, apos separagao
no gel CL6B, ¢ o respectivo coeficiente de determinagéo (r%).

Fracgao “A” Fracao “B”

k (dia™) r k (dia™) r
FUCOSE 0,13 0,97 0,10 0,94
RAMNOSE 0,075 0,82 0,11 0,82
GALACTOSE 0,22 0,98 0,043 0,13
GLICOSE 0,058 0,94 0,072 0,77
MAN/XIL 0,091 0,94 0,087 0,85
TOTAL 0,1 0,98 0,060 0,45
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Figura 39: Parametriza¢ao da degradagdo, ap6s analise por HPLC-PAD, da fragdo “A”
(total e cada um dos monossacarideos) do polissacarideo excretado por C.
tetrapyrenoidosa. Separagao obtida pelo gel CL6B.
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Figura 40: Parametriza¢do da degradacao, apds analise por HPLC-PAD, da fragdo “B”
(total e cada um dos monossacarideos) do polissacarideo excretado por C.
tetrapyrenoidosa. Separagao obtida com o gel CL6B.
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Tabela 35: Quantificacdo dos monossacarideos componentes da fragdo “A”, “B” e “C”
dos polissacarideos excretados por C. tetrapyrenoidosa em mg/L. A separacdo das
fracdes foi realizada pela cromatografia em coluna de gel A-15. A variagao corresponde
ao desvio padrao da média (n=3).

A Inicial 7 dias 14 dias 21 dias 35 dias
Fucose 0,659+ 0,463+ 0,024+ 0,020+ 0,018+
0,015 0,044 0,008 0,002 0,004
Ramnose 0,194+ 0,285+ 0 0 0
0,005 0,008
Galactose 0,215+ 0,084+ 0,019+ 0,017+ 0,024+
0,014 0,001 0,009 0,001 0,006
Glicose 0,086+ 0,075+ 0,024+ 0,026+ 0,024+
0,042 0,035 0,012 0,003 0,002
Man/xil 0,228+ 0,261+ 0,027+ 0,029+ 0,026+
0,10 0,035 0,015 0,009 0,008
Total 1,024+ 1,170+ 0,095+ 0,093+ 0,093+
0,184 0,063 0,040 0,001 0,004

B Inicial 7 dias 14 dias 21 dias 35 dias
Fucose 0,144+ 0,173+ 0,011+ 0,007+ 0
0,033 0,011 0,001 0,001
Ramnose 0,084+ 0,151+ 0,027+ 0 0
0027 0,028 0,003
Galactose 0,045+ 0,024+ 0,012+ 0,008+ 0
0,010 0,001 0,003 0,002
Glicose 0,095+ 0,049+ 0,024+ 0,019+ 0
0,031 0,019 0,014 0,004
Man/xil 0,151+ 0,134+ 0,023+ 0,016+ 0
0,015 0,030 0,009 0,006
Total 0,522+ 0,532+ 0,099+ 0,050+ 0
0,007 0,089 0,023 0,012
C Inicial 7 dias 14 dias 21 dias 35 dias
Fucose 0,217+ 0,208+ 0 0,015+ 0,008+ 0
0,011 0,009 0,001
Ramnose 0,149+ 0,131+ 0 0 0
0,014 0,019
Galactose 0,115+ 0,037+ 0 0,007+ 0,006+
0,015 0,008 0,001 0,0005

Glicose 0321+ 0,060+ 0021+ 0,022+ 0,023+
0,025 0,012 0,005 0,004 0,002
Man/xil 0333+ 0,188+ 0 0,027+ 0,024+
0,065 0,009 0,005 0,006
Total 1,137+ 0,618 0,021+ 0,072+ 0,062+
0,184 0,040 0,005 0,005 0,007
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Tabela 36: Coeficiente de degradacao (k) dos monossacarideos componentes das
fragdes “A”, “B” e “C” do polissacarideo excretado por C. tetrapyrenoidosa, apos
separacdo no gel A-15, e o respectivo coeficiente de determinagio (7).

Fragao “A” Fracao “B” Fragao «“C”
k (dia™) r k (dia™) r k (dia™) r’

FUCOSE 0,11 0,90 0,081 0,69 0,09 0,77
RAMNOSE 0,079 0,57 0,062 0,52 0,10 0,81
GALACTOSE 0,140 0,98 0,091 0,99 0,18 0,98
GLICOSE 0,055 0,83 0,091 0,99 0,22 0,99
MAN/XIL 0,073 0,70 0,084 0,86 0,12 0,92
TOTAL 0,094 0,83 0,079 0,81 0,14 0,96
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Figura 41: Parametrizagdo da degradacdo, ap6s analise por HPLC-PAD, da fragdo “A”
(total e cada um dos monossacarideos) do polissacarideo excretado por C.
tetrapyrenoidosa. Separagao obtida com o gel A-15.
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Figura 42: Parametrizacao da degradagdo, apos analise por HPLC-PAD, da fracao “B”
(total e cada um dos monossacarideos) do polissacarideo excretado por C.
tetrapyrenoidosa. Separacao obtida com o gel A-15.
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Figura 43: Parametrizacao da degradagdo, apos analise por HPLC-PAD, da fracao “C”
(total e cada um dos monossacarideos) do polissacarideo excretado por C.
tetrapyrenoidosa. Separacao obtida com o gel A-15.
4.3.1.1.2.2) Staurastrum orbiculare.

A Tabela 37 mostra a quantificagdo das fracdes isoladas pela cromatografia em
coluna de gel CL6B e que foram utilizados para a parametrizagdo da degradagdo do
polissacarideo excretado por S. orbiculare, e de cada monossacarideo que o compde

(Figuras 44 e 45). A Tabela 38 mostra o coeficiente de degradacdo (k) para cada um dos

monossacarideos componentes das duas fracdes de polissacarideos detectadas neste gel,
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e o respectivo coeficiente de determinagdo (r’). A Tabela 39 mostra a quantificacio
obtida por meio da andlise em HPLC-PAD das fragdes separadas pelo gel A-15. As
Figuras 46 e 47 mostram a parametrizacdo da degradagdo das fracdes separadas neste
gel. O coeficiente de degradagdao (k), bem como o respectivo coeficiente de
determinacdo (r*) sio mostrados na Tabela 40.

Aqui, novamente observou-se uma maior eficiéncia na analise da degradacao
pelo gel A-15, pois comparando o coeficiente de determinagdo mostrados nas Tabelas
38 ¢ 40, pode-se perceber valores de r* mais altos na Tabela 40, embora a degradagio
medida pelo gel CL6B tenha também obtido valores satisfatorios de r*. Comparando os
coeficientes de degradacao obtidos para as duas fragdes, tanto no gel CL6B, como no
gel A-15, percebe-se que a menor massa molecular nem sempre esteve relacionada a
uma degradacdo mais acelerada, j4 que a degradagdo da fragdo “A”, de maior massa
molecular, foi aproximadamente duas vezes mais rapida que a fragdo “B”, de menor
massa molecular. Em relagdo a degradacdo dos diferentes monossacarideos
componentes de cada fragdo do polissacarideo, novamente observou-se uma
significativa diferenca no padrdo de degradagdo, principalmente na fragdo “A” do
polissacarideo excretado por S. orbiculare. Tanto nos dados obtidos com o gel A-15,
como nos dados obtidos com o gel CL6B, fucose, galactose e glicose foram degradadas
num padrdo mais acelerado (Tabelas 38 e 40). Ja a fragdo “B” do polissacarideo
excretado por S. orbiculare apresentou um padrao mais uniforme de degradagdo entre
os diferentes monossacarideos componentes desta fracdo, o que serd discutido mais

adiante.
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Tabela 37: Quantificagdo dos monossacarideos componentes da fracdo “A” e “B”,
respectivamente, dos polissacarideos excretados por S. orbiculare em mg/L. O erro

corresponde ao desvio padrao da média (n=3).

A Inicial 7 dias 14 dias 21 dias 35 dias
Fucose 4,37 1,062 0,069 0,094 0,074
+0,1 + 0,009 + 0,004 10,02 10,02
Ramnose 0,85 0,904 0,037 0,053 0,032
+ 0,08 + 0,03 + 0,007 + 0,01 +0,01
Arabinose 0,83 0,580 0,035 0,044 0,031
+0,01 +0,005 +0,009 + 0,002 +0,01
Galactose 2,00 0,542 0,061 0,068 0,067
+ 0,06 10,009 + 0,001 + 0,002 + 0,002
Glicose 1,06 0,097 0,073 0,078 0,09
+0,01 +0,01 +0,004 + 0,003 + 0,006
Man/xil 0,95 0,339 0,074 0,089 0,089
+ 0,005 + 0,03 +0,004 +0,011 + 0,008
Total 10,06 3,22 0,349 0,428 0,385
+0,2 + 0,09 + 0,03 + 0,02 + 0,002
B Inicial 7 dias 14 dias 21 dias 35 dias
Fucose 0,470 0,518 0,057 0,039 0,011
+ 0,002 +0,02 + 0,003 + 0,001 + 0,002
Ramnose 0,199 0,248 0,064 0,032 0
+0,02 +0,01 + 0,025 + 0,003
Arabinose 0,329 0,382 0,057 0,07 0
+0,01 + 0,005 + 0,008 +0,01
Galactose 0,148 0,132 0,023 0,02 0,017
+ 0,001 + 0,001 +0,006 +0,006 0,002
Glicose 0,092 0,059 0,042 0,078 0,03
+0,002 £0,009 +0,01 +0,006 0,002
Man/xil 0,216 0,211 0,029 0,029 0,029
+ 0,005 +0,01 +0,002 +0,029 +0,01
Total 1,45 1,55 0,275 0,271 0,087
+ 0,04 + 0,03 + 0,04 + 0,06 + 0,06
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Tabela 38: Coeficiente de degradacao (k) dos monossacarideos componentes das
fragdes “A” e “B” do polissacarideo excretado por S. orbiculare, apds separagdo no gel

CL6B, e o respectivo coeficiente de determinagio (r°).

Fragao “A” Fracao “B”

k (dia™) r k (dia™) r
FUCOSE 0,21 0,99 0,080 0,74
RAMNOSE 0,086 0,73 0,064 0,73
ARABINOSE 0,11 0,90 0,070 0,73
GALACTOSE 0,19 0,99 0,080 0,84
GLICOSE 0,32 0,99 0,023 0,49
MAN/XIL 0,15 0,98 0,076 0,78
TOTAL 0,17 0,99 0,065 0,76
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Figura 44: Parametriza¢ao da degradagdo, ap6s analise por HPLC-PAD, da fragdo “A”
(total e cada um dos monossacarideos) do polissacarideo excretado por S. orbiculare.
Separagao obtida pelo gel CL6B.
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Figura 45: Parametriza¢ao da degradacgdo, apos analise por HPLC-PAD, da fracdo “B”
(total e cada um dos monossacarideos) do polissacarideo excretado por S. orbiculare.
Separacao obtida pelo gel CL6B.
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Tabela 39: Quantificagdo dos monossacarideos componentes da fracdo “A” e “B”,
respectivamente, dos polissacarideos excretados por S. orbiculare em mg/L. A
separacao das fracdes foi realizada pela cromatografia em coluna de gel A-15. A
variagdo corresponde ao desvio padrao da média (n=3).

A Inicial 7 dias 14 dias 21 dias 35 dias
Fucose 3,237+ 0,915+ 0,068+ 0,081+ 0,004+
0,25 0,014 0,013 0,015 0,0005

Ramnose 0,57+ 0,691+ 0,037+ 0,036+ 0
0,1 0,099 0,004 0,009
Arabinose 0,516+ 0,497+ 0,018+ 0,029+ 0

0,048 0,051 0,002 0,006

Galactose 1,00+ 0,416+ 0,033+ 0,049+ 0,010+
0,18 0,41 0,001 0,045 0,0005

Glicose 0,581+ 0,186+ 0,048+ 0,087+ 0,032+
0,065 0,022 0,005 0,011 0,002

Man/xil 0,398+ 0,365+ 0,040+ 0,055+ 0,014+
0,073 0,067 0,0005 0,004 0,006

Total 6,271+ 3,072+ 0,245+ 0,336+ 0,067+
0,52 0,17 0,012 0,038 0,007

B Inicial 7 dias 14 dias 21 dias 35 dias
Fucose 0,731+ 0,781+ 0,012+ 0,02+ 0,015+
0,147 0,056 0,001 0,001 0,002

Ramnose 0,395+ 0,402+ 0,018+ 0,020+ 0
0,092 0,025 0,004 0,005

Arabinose 0,549+ 0,497+ 0,020+ 0,020+ 0
0,038 0,019 0,003 0,003

Galactose 0,247+ 0,191+ 0,017+ 0,015+ 0

0,046 0,013 0,0005 0,002
Glicose 0,180+ 0,109t 0,051+ 0,042+ 0,020+
0,045 0,006 0,003 0,007 0,003
Man/xil 0,315+ 0,228+ 0,027+ 0,020+ 0
0,042 0,006 0,003 0,009
Total 2,415+ 2,209+ 0,148+ 0,138+ 0,035+
0,22 0,043 0,01 0,011 0,005
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Tabela 40: Coeficiente de degradacao (k) dos monossacarideos componentes das
fragdes “A” e “B” do polissacarideo excretado por S. orbiculare, apds separacao no gel

A-15, e o respectivo coeficiente de determinagdo (r%).

Fracgao “A” Fracao “B”

k (dia™) r k (dia™) r
FUCOSE 0,190 0,99 0,089 0,76
RAMNOSE 0,080 0,68 0,089 0,76
ARABINOSE 0,092 0,78 0,096 0,79
GALACTOSE 0,150 0,98 0,100 0,88
GLICOSE 0,150 0,98 0,075 0,99
MAN/XIL 0,084 0,82 0,100 0,91
TOTAL 0,130 0,97 0,092 0,82
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Figura 46: Parametriza¢ao da degradagdo, apds analise por HPLC-PAD, da fragdo “A”
(total e cada um dos monossacarideos) do polissacarideo excretado por S. orbiculare.
Separacao obtida pelo gel A-15.
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Figura 47: Parametriza¢ao da degradagdo, apds analise por HPLC-PAD, da fragdo “B”
(total e cada um dos monossacarideos) do polissacarideo excretado por S. orbiculare.
Separacao obtida pelo gel A-15.
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4.3.1.1.2.3) Thalassiosira sp.

A Tabela 41 mostra a quantificacdo das fracdes isoladas pela cromatografia em
coluna de gel CL6B e que foram utilizados para a parametrizagdo da degradacao do
polissacarideo excretado por Thalassiosira sp, € de cada monossacarideo que o compde
(Figuras 48 ¢ 49). A Tabela 42 mostra o coeficiente de degradacao (k) para cada um dos
monossacarideos componentes das duas fracdes de polissacarideos detectadas neste gel,
e o respectivo coeficiente de determinagdo (r’). A Tabela 43 mostra a quantificacio
obtida por meio da andlise em HPLC-PAD das fragdes separadas pelo gel A-15. As
Figuras 50 e 51 mostram a parametrizacdo da degradacdo das fragdes separadas neste
gel. O coeficiente de degradagdo (k), bem como o respectivo coeficiente de
determinacdo (r*) sio mostrados na Tabela 44.

No caso da Thalassiosira sp, ndo ficou tao evidente a diferenga entre a separagao
obtida com os dois géis. Comparando os coeficientes de degradagdo de cada fragdo
(Tabelas 42 e 44), pode-se perceber que a fragdo de menor massa molecular (“B”)
apresentou um padrdo mais acelerado em comparagdo com a fragdo de maior massa
molecular (“A”). Em Thalassiosira sp foram observadas marcantes diferencgas entre os
padroes de degradagdo dos diferentes monossacarideos componentes de cada fragdo.
Fucose, ramnose e galactose apresentaram, em todas as fragcdes obtidas com os dois
géis, um padrao de degradacdo menos acelerado que glicose e man/xil (manose ou
xilose). Tamanha foi a refratabilidade de fucose, ramnose e galactose neste
polissacarideo, que o modelo matematico ndo reproduziu o mesmo desempenho que o
apresentado para os outros polissacarideos, mesmo no caso do gel A-15 que, nos outros
casos, mostrou um melhor ajuste ao modelo de degradacdo. Essa diferenca na

degradabilidade dos monossacarideos componentes do polissacarideo excretado por
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Thalassiosira sp sera abordada com mais detalhe adiante na discussdo conjunta dos

dados referentes as ligacdes glicosidicas e de padrdes de degradacao.

Tabela 41: Quantificacdo dos monossacarideos componentes da fracdo “A” e “B”,
respectivamente, dos polissacarideos excretados por Thalassiosira sp em mg/L. O erro
corresponde ao desvio padrao da média (n=3).

A Inicial 7 dias 14 dias 21 dias 35 dias

Fucose 0,926 0,998 0,712 0,892 0,097
10,02 + 0,03 10,02 +0,01 + 0,005

Ramnose 0,604 0,750 0,468 0,447 0,046
+0,02 + 0,03 + 0,004 + 0,03 10,002

Galactose 0,169 0,248 0,1 0,111 0,046
+ 0,06 10,08 + 0,009 +0,005 £0,003

Glicose 0,531 0,312 0,128 0,138 0,057
+ 0,09 + 0,05 10,01 +0,009 £0,005

Man/xil 1,891 1,291 0,444 0,493 0,108
+ 0,06 +0,1 10,01 +0,01 + 0,006

Total 4,127 3,59 1,85 2,07 0,356
+0,1 + 0,23 + 0,05 + 0,06 + 0,03
B Inicial 7 dias 14 dias 21 dias 35 dias

Fucose 0,056 0,034 0,027 0,050 0,023
+0,006 +0,001 *£0,001 0,006 £0,011

Ramnose 0,036 0,047 0,026 0 0
+0,007 £0,009 £0,005
Galactose 0,138 0,014 0,011 0,011 0

+0,017 +0,0005 =£0,002 +0,0005
Glicose 0,765 0,037 0,060 0,025 0,002
+0,041 *£0,004 =£0,004 *£0,001 =£0,002

Man/xil 0,190 0,080 0,033 0,033 0
+0,035 £0,005 £0,004 £0,007
Total 1,17 0,214 0,159 0,121 0,043

+0,1 + 0,01 + 0,01 + 0,02 + 0,002
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Tabela 42: Coeficiente de degradacao (k) dos monossacarideos componentes das
fragdes “A” e “B” do polissacarideo excretado por Thalassiosira sp, apos separagdo no
gel CL6B, e o respectivo coeficiente de determinagdo (r?).

Fracgao “A” Fracao “B”

k (dia™) r k (dia™) r
FUCOSE 0,027 0,60 0,017 0,35
RAMNOSE 0,034 0,70 0,056 0,67
GALACTOSE 0,033 0,59 0,300 0,99
GLICOSE 0,078 0,97 0,400 0,99
MAN/XIL 0,076 0,96 0,110 0,98
TOTAL 0,050 0,92 0,22 0,95
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Figura 48: Parametrizagdo da degradacdo, ap6s analise por HPLC-PAD, da fragdo “A”
(total e cada um dos monossacarideos) do polissacarideo excretado por Thalassiosira
sp. Separagdo obtida pelo gel CL6B.
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Figura 49: Parametriza¢do da degradacdo, apos analise por HPLC-PAD, da fragdo “B”
(total e cada um dos monossacarideos) do polissacarideo excretado por Thalassiosira
sp. Separagado obtida pelo gel CL6B.
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Tabela 43: Quantificagcdo dos monossacarideos componentes da fracdo “A” e “B”,
respectivamente, dos polissacarideos excretados por Thalassiosira sp em mg/L. A
separacao das fracdes foi realizada pela cromatografia em coluna de gel A-15. A
variagdo corresponde ao desvio padrao da média (n=3).

A Inicial 7 dias 14 dias 21 dias 35 dias
Fucose 0,626+ 0,796+ 0,365+ 0,513+ 0,013+
0,03 0,026 0,098 0,021 0,0005

Ramnose 0,331+ 0,465+ 0,176+ 0,264+ 0
0,02 0,011 0,04 0,025
Galactose 0,057+ 0,072+ 0,025+ 0,043+ 0
0,004 0,003 0,015 0,011
Glicose 0,340+ 0,174+ 0,045+ 0,073+ 0
0,2 0,007 0,01 0,014
Man/xil 0,925+ 0,487+ 0,078+ 0,150+ 0
0,08 0,012 0,03 0,01
Total 2,06+ 1,99+ 0,692+ 1,064+ 0,013+
0,36 0,049 0,178 0,133 0,0005
B Inicial 7 dias 14 dias 21 dias 35 dias

Fucose 0,039+ 0,044+ 0,033+ 0,027+ 0,020+
0,003 0,002 0,007 0,004 0,005

Ramnose 0,052+ 0,066t 0 0,031+ 0
0,011 0,008 0,002

Galactose 0,036+ 0,012+ 0,020+ 0,015+ 0
0,017 0,001 0,002 0,007

Glicose 0,442+ 0,052+ 0,048+ 0,096x 0
0,071 0,004 0,012 0,021

Man/xil 0,200+ 0,075+ 0,042+ 0,083+ 0

0,028 0,003 0,017 0,073
Total 0,902+ 0,290+ 0,144+ 0,253+ 0,020+
0,165 0,019 0,004 0,114 0,005
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Tabela 44: Coeficiente de degradacao (k) dos monossacarideos componentes das
fragdes “A” e “B” do polissacarideo excretado por Thalassiosira sp, ap0s separacdo no
gel A-15, e o respectivo coeficiente de determinagio (7).

Fracgao “A” Fracao “B”

k (dia™) r k (dia™) r
FUCOSE 0,036 0,63 0,020 0,83
RAMNOSE 0,038 0,60 0,058 0,53
GALACTOSE 0,041 0,63 0,062 0,75
GLICOSE 0,100 0,96 0,260 0,94
MAN/XIL 0,110 0,96 0,110 0,95
TOTAL 0,054 0,83 0,150 0,95
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Figura 50: Parametrizag¢do da degradacdo, ap6s andlise por HPLC-PAD, da fracdo “A”
(total e cada um dos monossacarideos) do polissacarideo excretado por Thalassiosira
sp. Separagdo obtida pelo gel A-15.
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Figura 51: Parametriza¢ao da degradagdo, apds analise por HPLC-PAD, da fracao “B”
(total e cada um dos monossacarideos) do polissacarideo excretado por Thalassiosira
sp. Separagao obtida pelo gel A-15.
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4.4) ANALISE DOS PADROES DE DIVERSIDADE BACTERIANA,

A analise dos padrdes de diversidade microbiana sera aqui mostrada tanto para
as amostras do segundo experimento, referentes ao cultivo conjunto alga/bactéria, como
do terceiro experimento, referente aos testes de especificidade com substratos de alta e
baixa massa molécula.

4.4.1) Amplificacdo do DNA da comunidade pertencente ao Dominio Bacteria.

A Figura 52 mostra a eletroforese em gel de agarose obtida apds a amplificacao
do 16S DNAr da comunidade pertencente ao Dominio Bacteria. Nota-se que a
amplificacdo foi bem sucedida, principalmente das amostras integrais das bactérias
cultivadas em conjunto com as algas, referentes ao experimento II (linhas 1 a 4), ¢ das
amostras diluidas na propor¢ao 1:10 das bactérias desenvolvidas nos excretados de
baixa massa molecular (linhas 11, 12 e 13). As amostras integrais das bactérias
desenvolvidas nos polissacarideos ndo foram bem sucedidas (linhas 5, 6 ¢ 7) e mesmo
com a dilui¢ao 1:10 na Figura 53 (linhas 1 a 3) e com a purificagdo do DNA (linhas 4 a
6), os resultados ndo foram tao satisfatorios como os dos outros dois tipos de substratos.
Isso se deve provavelmente a baixa quantidade ou qualidade do DNA extraido ou a
presenga de contaminantes que podem prejudicar a amplificagdo. Mesmo assim foram
escolhidas as amostras diluidas na propor¢ao 1:10, que obtiveram melhores resultados.
O tamanho do fragmento de DNA amplificado esteve de acordo com o esperado, uma
vez que a comparagdo com os padrdes indicou aproximadamente 400 pares de bases,
como indicado pelas setas.

4.4.2) Analise dos padroes de diversidade bacteriana entre os diferentes substratos.

A Figura 54 mostra o padrao de diversidade bacteriana obtido em cada um dos
substratos provenientes das trés algas em questdo. Os resultados evidenciaram uma

dréstica mudanga na comunidade bacteriana inoculada (linha 1), ou seja, as populagdes
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que nao eram dominantes na represa de Barra Bonita, passaram a dominar a partir do
contato com os substratos de origem algal. Isso sugere que as populagdes bacterianas
que dominavam a represa estavam adaptadas a outros compostos organicos, e aquelas
adaptadas especificamente a matéria organica excretada pelas algas em questao somente
desenvolveram-se quando encontraram estes substratos nos experimentos. Dentre as
algas estudadas neste trabalho, C. tetrapyrenoidosa destacou-se por sustentar
aproximadamente 18 bandas, que podem corresponder a diferentes populagdes (linha 2),
enquanto em S. orbiculare encontrou-se aproximadamente 8 bandas (linha 3) e em
Thalassiosira sp 11 (linha 4). Ja nos excretados de baixa massa molecular provenientes
de C. tetrapyrenoidosa foram encontradas 6 diferentes bandas (linha 5), enquanto em S.
orbiculare ¢ Thalassiosira sp foram encontradas, respectivamente, 4 ¢ 7 bandas
distintas (linhas 6 e 7, respectivamente). A diversidade bacteriana desenvolvida nos
polissacarideos das trés algas foi mais baixa que nos demais substratos. Nos
polissacarideos excretados por C. tetrapyrenoidosa, S. orbiculare e Thalassiosira sp
foram encontradas, respectivamente 4, 3 e 3 bandas distintas (linhas 8, 9 ¢ 10). Isso se
deve principalmente ao fato da especializagdo enzimatica que a degradacdao destes
compostos requer. Além disso, o excretado de baixa massa molecular ¢ composto por
uma variedade de substincias organicas além dos carboidratos, como compostos
nitrogenados e lipideos que também podem sustentar populacdes bacterianas. Ja no caso
dos excretados de alta massa molecular, embora haja uma pequena propor¢ao de
proteinas, a extensa maioria deste material é formada por polissacarideos cuja utilizagao
¢ mais lenta que dos agucares livres, tornando a degradagdo destes compostos um
processo mais especializado.

Com relacao a especificidade das populagdes bacterianas, foi possivel observar

algumas bandas especificas a determinados substratos, marcadas com setas numero 1 na
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Figura 54. Foram observadas também populacdes que se desenvolveram nas trés algas
estudadas, bem como populacdes adaptadas tanto aos polissacarideos como aos
excretados de baixa massa molecular (setas nimero 2, Figura 54). Pode ser notado
também que algumas populagdes desenvolveram-se com mais vigor quando estavam em
conjunto com as algas (setas numero 3, Figura 54), enquanto outras se desenvolveram
melhor com os excretados sem as algas (setas numero 4, Figura 54). Possivelmente as
populacdes que se desenvolveram melhor com as algas dependem delas para suporte
mecanico, ou mesmo pela ocorréncia de alguns compostos que podem ter sido perdidos
no processo de obten¢do dos excretados. Ja as populagdes que se desenvolveram melhor
sem a presenga das células, possivelmente dependeram de uma quantidade de substrato
maior do que aquela que estava sendo excretada nos cultivos conjuntos. Quando essas
populacdes foram repicadas nos excretados da respectiva alga, foram expostas a
concentragdes de substrato maiores do que aquelas encontradas nos cultivos conjuntos,
nos quais nio houve enriquecimento. E preciso destacar a necessidade de realizar o
sequenciamento ¢ a identificagdo destas populacdes, o que esta sendo providenciado,
para reforgar tanto o carater especifico como o generalista das populagdes, assim como
a dependéncia as altas concentragdes de substratos, ou a presenca das células. De posse
das populagdes devidamente identificadas, sera possivel quantificar as variagdes de
diversidade por meio de indices estatisticos. De qualquer forma estes dados possuem
um grande valor cientifico por serem inéditos, tanto na agua salgada como na agua
doce, e por comprovarem o carater especifico e generalista de espécies adaptadas aos

excretados algais.

136



12 3 4 56 7 8 89

(2]

- FREW A 16 17 18

10 1112 13 14 15

\

Figura 52: Imagem negativa do gel de agarose 1% mostrando a amplificacdo do 16S
DNAr extraido da comunidade bacteriana pertencente ao Dominio Bactéria. As setas
mostram o tamanho do fragmento de DNA amplificado pelos “primers” utilizados (400
pares de bases). 1: bacterioplancton da represa de Barra Bonita (inoculo); 2; 3 e 4:
bactérias desenvolvidas respectivamente na cultura de C. tetrapyrenoidosa, S.
orbiculare e Thalassiosira sp; 5: bactérias desenvolvidas na cultura de C.
tetrapyrenoidosa e repicadas nos respectivos polissacarideos; 6: bactérias desenvolvidas
na cultura de S. orbiculare e repicadas nos respectivos polissacarideos; 7: bactérias
desenvolvidas na cultura de Thalassiosira sp e repicadas nos respectivos
polissacarideos; 8: bactérias desenvolvidas na cultura de C. fetrapyrenoidosa e
repicadas nos respectivos excretados de baixa massa molecular; 9: bactérias
desenvolvidas na cultura de S orbiculare e repicadas nos respectivos excretados de
baixa massa molecular, 10: bactérias desenvolvidas na cultura de Thalassiosira sp e
repicadas nos respectivos excretados de baixa massa molecular; 11: amostra 8 diluida
1:10 vezes; 12: amostra 9 diluida 1:10 vezes; 13: amostra 10 diluida 1:10 vezes; 14:
Agua destilada; 15: Controle positivo Burkeria sp; 16, 17 e 18: Controles negativos
Sarcina sp.
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Figura 53: Imagem negativa do gel de agarose 1% mostrando a amplificagdo do 16S
DNAr extraido da comunidade bacteriana pertencente ao Dominio Bactéria. 1:
Bactérias desenvolvidas na cultura de C. tetrapyrenoidosa e repicadas nos respectivos
polissacarideos - dilui¢ao 1:10; 2: Bactérias desenvolvidas na cultura de S. orbiculare €
repicadas nos respectivos polissacarideos - dilui¢do 1:10; 3: Bactérias desenvolvidas na
cultura de Thalassiosira sp e repicadas nos respectivos polissacarideos - dilui¢ao 1:10;
4: Bactérias desenvolvidas na cultura de C. tetrapyrenoidosa e repicadas nos
respectivos polissacarideos - DNA purificado S: Bactérias desenvolvidas na cultura de §
.orbiculare e repicadas nos respectivos polissacarideos - DNA purificado; 6: Bactérias
desenvolvidas na cultura de Thalassiosira sp e repicadas nos respectivos polissacarideos
- DNA purificado; 7: Controle positivo - Burkeria sp.
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Figura 54: Imagem negativa mostrando o padrao de bandas obtido por meio do DGGE
para os produtos amplificados pelo PCR. 1: indculo de Barra Bonita; 2; 3 e 4: bactérias
desenvolvidas respectivamente nas culturas de C. tetrapyrenoidosa, S. orbiculare e
Thalassiosira sp; 5: bactérias desenvolvidas na cultura de C. tetrapyrenoidosa e
repicadas nos respectivos excretados de baixa massa molecular; 6: bactérias
desenvolvidas na cultura de S orbiculare e repicadas nos respectivos excretados de
baixa massa molecular, 7: bactérias desenvolvidas na cultura de Thalassiosira sp e
repicadas nos respectivos excretados de baixa massa molecular; 8: bactérias
desenvolvidas na cultura de C. fetrapyrenoidosa e repicadas nos respectivos
polissacarideos; 9: bactérias desenvolvidas na cultura de S. orbiculare e repicadas nos
respectivos polissacarideos;10: bactérias desenvolvidas na cultura de Thalassiosira sp e
repicadas nos respectivos polissacarideos. Setas 1: Bactérias especificas a algum dos
substratos. Setas 2: Bactérias capazes de degradar diferentes tipos de substrato. Setas 3:
Bactérias que se desenvolveram melhor com a presenca das algas. Setas 4: Bactérias
que se desenvolveram melhor sem a presenca das algas.
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5) DISCUSSAO.

Na discussao deste trabalho serdo abordados, inicialmente, alguns aspectos em
separado dos resultados obtidos em cada experimento; porém, como 0s mesmos sao
complementares no entendimento das associagdes fitoplancton/bactéria vinculadas aos
carboidratos excretados pelas algas, far-se-a4 necessaria a interligacdo dos dados para
melhor discutir as hipoteses propostas nesta tese. Em relagdo ao crescimento axénico
das espécies fitoplanctonicas é importante mencionar que o crescimento mais acelerado
de Thalassiosira sp e C. tetrapyrenoidosa ja era esperado, pois a maioria das espécies
planctonicas de Cryptophyceae (Klaveness 1985) e Bacillariophyceae (Alcoverro et al.
2000) apresentam crescimento rapido, além do fato das células de S. orbiculare serem
consideravelmente maiores (Figura 1). Segundo Banse (1976) e Sheldon (1984), a taxa
de crescimento ¢ inversamente proporcional ao tamanho das células. No entanto as
taxas de crescimento absolutas aqui obtidas ndo devem ser inferidas para populagdes
naturais, considerando-se que os objetivos principais do cultivo em condigdes axénicas
foram a obtencdo e caracterizacdo dos carboidratos extracelulares, principalmente
polissacarideos, e o conhecimento do tempo levado pela cultura para atingir a fase
senescente, portanto sob condigdes nutricionais, parametros de luz e temperatura
diferentes daqueles encontrados no ambiente natural.

Embora a excrecao de carboidratos tenha sido mais intensa em S. orbiculare, em
todas as espécies em questao ocorreu um aumento significativo na taxa de excre¢ao por
célula com a entrada da cultura na fase estaciondria de crescimento. Isso pode ser
relacionado diretamente com a hipotese do "excesso de carbono fotoassimilado"
proposta por Fogg (1983), ou seja, condigdes ambientais que limitam a divisdo ¢ a
estruturacao celular, mas ndo a fotossintese (Vieira & Myklestad 1986, Vieira et al.

1994), causariam um excesso de carbono fotoassimilado que seria entdo desviado para a
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excrecao de carboidratos. Constatou-se também que a maioria dos carboidratos
excretados pelas espécies em questdo ¢ representada por polissacarideos, assim como
Vieira et al. (1998), Giroldo & Vieira (1999, 2002), evidenciando a especializa¢ao do
fitoplancton na excre¢ao deste tipo de composto, um processo ativo que envolve a
participacdo de vesiculas do complexo de Golgi (Domozych & Domozych 1993). A
heterogeneidade monomérica e estrutural dos polissacarideos excretados pelas espécies
envolvidas neste trabalho ¢ comum a quase todos os géneros de algas de agua doce
(Paulsen & Vieira 1994) e evidencia a complexidade metabdlica do processo de
produgdo e excre¢do de polissacarideos pelo fitoplancton. Espécies muito proximas
taxonomicamente podem produzir polissacarideos extracelulares completamente
diferentes, como no caso de uma espécie de solo pertencente ao género Cryptomonas
(Paulsen et al. 1992), em comparagdo a Cryptomonas obovata (Giroldo & Vieira 2002)
e C. tetrapyrenoidos apresentada nesta tese. Por este motivo, as fungdes extracelulares
dos polissacarideos secretados pelo fitoplancton héa tanto intrigam a comunidade
cientifica, uma vez que um processo com tal complexidade metabodlica, dificilmente
poderia ser explicado como uma produg¢ao de “luxo”, ou como uma perda natural, como
j& foi proposto para a excre¢do de carboidratos de baixa massa molecular (Bjdrnsen
1988).

Pela otica da ecologia evolutiva, ¢ dificil imaginar que a selecdo natural
mantenha tal complexidade metabolica sem vantagens reprodutivas para o fitoplancton,
€ o0 que aparenta ser um gasto energético desperdicado, poderia ser fixado
geneticamente as populacdes via selegdo de grupo (Pianka 1994). Axelhold & Hamilton
(1981) definem selecdao de grupo como um tipo especial de sele¢do agindo em parentes
muito proximos para produzir cooperacdo. A reproducdo assexuada, predominante no

fitoplancton, facilitaria este tipo de selecdo e mesmo que poucas células sobrevivessem
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ao "stress" imposto pela limitacdo nutricional caracteristico da fase estacionaria de
crescimento, estas poderiam conter o "pool" genético responsavel pela excre¢ao de
polissacarideos. Assim, toda a jovem populagdo que seria beneficiada pela excrecao
realizada outrora por células em limitagdo nutricional, seria portadora do conjunto
génico responsavel pela excre¢do de polissacarideos nestas condigdes em que a divisao
e a estruturacdo celular seriam limitadas (Giroldo 1998). Esse mecanismo funcionaria
como um comportamento pseudo-altruistico (Pianka 1994), como em abelhas operarias
morrendo na defesa da colméia e outros exemplos ja bem conhecidos na literatura,
definido também como sele¢do de parentesco. Ou seja, o gendtipo responsavel pelo
comportamento de morrer em defesa da colméia seria selecionado positivamente porque
passaria as proximas geragdes pelas sobreviventes ao ataque. As formas pelas quais o
fitoplancton seria beneficiado pela excrecdo de carboidratos ainda sdo obscuras e nao
necessariamente obedecam a um mecanismo de retorno energético nutricional, pois
provavelmente as fungdes extracelulares destes compostos foram extremamente
diversificadas pela evolugdo e evoluiram em habitats distintos com caracteristicas
especificas (Giroldo & Vieira 2002).

As associagdes do fitoplancton com bactérias planctonicas ja foram bastante
discutidas na literatura, inclusive em termos de especificidade, embora vinculadas ao
excretado total e ndo aos carboidratos especificamente (Bell & Mitchell 1972, Bell &
Sakshaug 1980, Falowfield & Daft 1988); porém, ndo ficou definitivamente
comprovado se as associagdes seriam comensais ou se existiria algum grau de
reciprocidade caracterizando uma relagdo mutualista. Nos resultados apresentados nesta
tese, as associacOes das espécies fitoplanctonicas com bactérias do plancton
provenientes do reservatorio de Barra Bonita, € o vinculo destas com a produgdo de

carboidratos extracelulares pelas algas, ficaram bastante evidentes. A analise
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comparativa dos carboidratos extracelulares produzidos nas culturas axénicas e
contaminadas revelou dados importantes, mostrando que mesmo em concentragdes
muito baixas (< 1 mg/L), eles podem sustentar densas populacdes bacterianas (10°
Bact/mL), como foi preconizado por Wood & Van Valen (1990). Os experimentos
mostraram com clareza que tanto os carboidratos livres, como os poliméricos, foram
degradados pela comunidade bacteriana e podem funcionar como substrato para o
estabelecimento de associacdes, cuja especificidade foi comprovada pela analise dos
padroes de diversidade bacteriana em cada uma das espécies fitoplanctonicas em
questao.

No caso de C. tetrapyrenoidosa ¢ S. orbiculare ndo foi observado nenhum tipo
de beneficio nem prejuizo do crescimento algal em fungdo do estabelecimento de
populagcdes bacterianas crescendo conjuntamente as algas, possivelmente devido ao
curto periodo experimental associado as baixas concentracdes de excretados. J4 em
Thalassiosira sp ficou bastante evidente o prolongamento da fase exponencial e o
aumento da biomassa algal na cultura contaminada com as bactérias planctonicas. Este
fato pode ter relagdo com a utilizagdo seletiva dos carboidratos excretados por esta
espécie, uma vez que a fucose e a ramnose, ambos deoxy aclcares de natureza
reconhecidamente hidrofobica, foram degradados em padrdes mais lentos causando o
seu aumento relativo durante a degradagdo microbiana. Passow et al. (1994) apresentou
uma hipdtese relacionando o papel dos polissacarideos excretados pelas diatomaceas na
formagao de agregados no ambiente marinho. Segundo os autores, os polissacarideos
liberados pelas algas seriam importantes formadores de agregados e forneceriam
superficie mecanica para a fixacdo de bactérias, além de fonte de carbono de alta
qualidade. As bactérias, por sua vez, crescendo nas imediagdes das diatomaceas

agregadas, promoveriam o crescimento algal pela remineralizacdo de nutrientes
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essenciais neste microhabitat, fato ja comprovado pela literatura (Gotschalk &
Alldredge 1989).

Sabe-se que a ramnose ¢ um agucar de caracteristica bastante hidrofobica, assim
como a fucose, devido ao carbono 6 estar ligado a um radical metil que altera a
polaridade do agucar. Se a porcentagem destes monossacarideos aumenta com a
degradagdo inicial do polissacarideo, este se torna cada vez mais hidrofobico e mais
facilmente poderia formar agregados, o que por sua vez facilitaria a fixacdo das
bactérias e poderia trazer a remineralizacdo de nutrientes para a alga. Estudos futuros
devem ser direcionados para comprovar a maior formacdo de agregados em funcdo do
aumento da hidrofobicidade dos polissacarideos produzidos por espécies
fitoplanctonicas, ndo s6 diatomdaceas.

Essa degradacdo seletiva ficou também bastante evidente, pois a posicao
terminal ou em cadeias destes monossacarideos na estrutura do polissacarideo ndo foi
fator preponderante na aceleragdo ou diminuicdo da degradagdo. Em C.
tetrapyrenoidosa, a degradagdo mais acelerada foi observada principalmente na
galactose, que possui 30 % de suas ligagdes glicosidicas em cadeias do tipo 1,3;
enquanto ramnose, que possui 90 % de suas ligagdes glicosidicas em posi¢do terminal,
teve a degradagdo mais lenta entre todos os constituintes deste polissacarideo. Em S.
orbiculare, glicose e fucose tiveram a degradacdo mais acelerada e contam com,
respectivamente, 66 e 48,4 % de suas ligagdes glicosidicas em cadeias do tipo 1,4 e 1,3;
enquanto ramnose teve a degradacdo mais lenta e conta com 72,5 % de suas ligagdes
glicosidicas em posi¢do terminal. O mesmo ocorreu em Thalassiosira sp, na qual a
degradagdo mais acelerada foi de manose e glicose, que também contam com
porcentagens significativas de ligagdes em cadeias, enquanto galactose, com uma

degradagdo bastante lenta, conta com a maioria de suas liga¢des glicosidicas em posi¢ao
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terminal. Ou seja, as bactérias atacaram sitios especificos dos polissacarideos e,
inclusive, sitios diferentes entre os diferentes polissacarideos estudados.

A andlise do padrao de diversidade das bactérias pelo DGGE confirmou bandas
especificas e estudos futuros serdo dirigidos para identificar estas populacdes. Também
ficou bastante clara a tendéncia geral de maior refratabilidade da ramnose, mesmo
quando esta contava com 90% de suas unidades em posi¢cdo terminal como em C.
tetrapyrenoidosa, ou 70%, como em S. orbiculare, o que pode estimular a discussdo
acima apresentada no que tange a possibilidade da degradagdo seletiva estimular a
formacgao de agregados em outras espécies fitoplanctonicas.

Embora a identificagdo das populagdes bacterianas nao tenha sido completa, a
especificidade das associagdes alga/bactéria no plancton, hipotese central deste trabalho,
foi demonstrada pelo padriao de diversidade bacteriana observado nas diferentes
espécies fitoplanctonicas e nos seus respectivos excretados, bem como a vinculagdo
dessas relagoes a excre¢ao de carboidratos pelo fitoplancton. No curso da comprovagao
desta hipotese, diversos foram os aspectos inéditos observados nesta tese, entre outros
mais Obvios, como a propria caracterizacdo de carboidratos excretados por espécies
nunca antes estudadas: a caracterizagdo de um padrio de degradagdo microbiana
seletiva dos polissacarideos excretados pelas espécies em questdo; a demonstragdo de
uma associacdo reciproca entre Thalassiosira sp € as bactérias planctonicas do
reservatorio de Barra Bonita com vantagens para ambas as classes de organismos e a
demonstragdo da selegdo imposta por diferentes substratos de origem algal a diversidade
de populacdes bacterianas. Apesar disso, inimeros foram os apontamentos para estudos
futuros que ndo puderam, por uma questdo de tempo, ser abordados neste trabalho.
Entre cles destacam-se: a analise da diversidade bacteriana em fungdo da incubagao, ou

seja, se as diferentes populacdes observadas ao final dos experimentos atuaram em
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conjunto ou se elas se sucederam em diferentes etapas da degradagdo; a comprovagao
da maior formacao de agregados em funcao da degradacao seletiva, bem como o efeito
dessa agregacdo na remineralizacdo de nutrientes, além do estudo das alteragdes
estruturais e das propriedades fisico-quimicas dos polissacarideos em fun¢do da atuagao
das diferentes populacdes bacterianas nestes compostos. A excrecao de carboidratos
pelo fitoplancton ¢, sem duvida, um processo de extrema complexidade que vai

continuar intrigando muitas gera¢des de pesquisadores.
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6) CONCLUSOES.

= As associacdes especificas alga/bactéria vinculadas a excrecdo de carboidratos pelo
fitoplancton foram comprovadas, destacando também a existéncia de associagdes

generalistas;

= Os carboidratos excretados pelas espécies fitoplanctonicas estudadas constituiu-se
uma importante fonte de carbono para o estabelecimento de populagdes

bacterioplanctonicas a elas associadas;

= As associacdes alga/bactéria somente mostraram reciprocidade com vantagens para

ambos os organismos para a espécie fitoplanctonica Thalassiosira sp;

= A excrecao de carboidratos pelas espécies fitoplanctonicas em estudo foi maior com

a entrada das culturas na fase estacionaria de crescimento;

= A composi¢do dos carboidratos excretados pelas espécies fitoplanctonicas em

questdo foi profundamente heterogénea, evidenciando liberagdo de carboidratos

extracelulares pelo fitoplancton como um processo espécie-especifico.
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