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REsSuUMO

A cianobactéria Planktothrix agardhii ¢ um organismo importante para a
dindmica do reservatorio de Barra Bonita devido as floracdes recorrentes ao longo do
ano. Existem, entretanto, ainda poucos dados publicados sobre a dinamica da
degradagdo dos polissacarideos e compostos nitrogenados excretados por esse
organismo e a forma com que esse processo, € os compostos disponibilizados, podem
afetar a diversidade e abundincia da comunidade bacteriana. Este estudo teve como
objetivo, portanto, verificar a viabilidade do excretado e da biomassa celular dessa
cianobactéria como fonte unica de carbono e nitrogénio para as bactérias. Para isso
foram montados dois experimentos: o primeiro utilizando a matéria organica dissolvida
(MOD) liberada por Planktothrix agardhii como substrato para estabelecimento de uma
comunidade bacteriana proveniente de um indculo de Barra Bonita, ¢ o segundo,
montado da mesma maneira, utilizando biomassa celular dessa cianobactéria como
substrato. Andlises de carbono e nitrogénio dissolvido e particulado forneceram
subsidio para o ajuste de um modelo cinético do decaimento, enquanto contagem e
analises de morfotipos bacterianos, juntamente com eletroforese em gel com gradiente
desnaturante (DGGE), foram utilizadas para estabelecer um possivel processo de
sucessdo bacteriana na utilizacdo desses substratos. Os ajustes no modelo cinético
mostraram duas fases de degradacdo para ambos o nitrogénio e carbono organicos,
sendo a primeira fase rapida, durante os trés primeiros dias de degradacao, seguida por
uma fase mais lenta de degradagdo. Os coeficientes de degradagdo da primeira fase (kr)
alcangaram valores até 60x maiores que os determinados para a segunda fase da
mineralizagdo (ks). Os valores encontrados de compostos residuais estdo de acordo com
dados publicados sobre o reservatorio, € podem ter implicagdo ecologica pela
possibilidade de sua exportagdo para areas a jusante. As concentragdes de bactérias, em
nimero e biovolume total das amostras, forneceram uma curva com pico maximo no
segundo e terceiro dia de cultura experimental, seguido por um declinio, mais acentuado
nas curvas de biovolume, devido a continua reducdo no valor médio por célula
bacteriana verificado nas culturas. As analises de morfotipos nao revelaram diferencas
significativas de acordo com o tempo nas culturas com MOD, porém, nas culturas com
biomassa bacteriana, pdde ser observada uma redugdo na concentracdo de bacilos em
funcdo do tempo, com conseqiiente aumento na concentragdo de cocobacilos e cocos.
Uma analise preliminar do gel de DGGE permitiu identificar alteracdes nos padrdes de
bandas apresentados entre os dias 1, 3 e 5, de ambos os experimentos, o que pode ser
indicativo de um processo de sucessdo em andamento nessas culturas. A utiliza¢do
dessas fontes de carbono e nitrogénio pelas bactérias mostrou-se, portanto, viavel, para
manutencdo da comunidade bacteriana e foi sugerido, por andlise preliminar, um

possivel processo de sucessao.



ABSTRACT

The cyanobacterium Planktothrix agardhii is an important organism for the
dynamics of Barra Bonita reservoir due to recurrent blooms throughout the year.
However, there are still few published data on the dynamics of polysaccharides
degradation and nitrogenous compounds excreted by the cells, as well as the way this
process, and the compounds available, may affect the diversity and abundance of the
bacterial community. This study aimed, therefore, to determine the feasibility of the
released organic matter and cell biomass of cyanobacteria as the sole source of carbon
and nitrogen for bacteria. Two similar experiments were performed: one using the
dissolved organic matter (DOM) released by P. agardhii as a substrate for the
establishment of a community from an inoculum from Barra Bonita reservoir and the
second using cellular biomass of cyanobacteria as a substrate. Analysis of carbon and
nitrogen, dissolved and particulate, provided the adjustment of a decay kinetic model,
while counting and analysis of bacterial morphotypes, along with Denaturing Gradient
Gel Electrophoresis (DGGE), were used to establish a possible process of bacterial
succession by using these substrates. The settings in the kinetic model showed two
phases of degradation for both nitrogen and organic carbon: first, a rapid phase, during
the first three days of degradation, followed by a slower phase of degradation. The
degradation coefficients of the first phase (kr) reached values up to 60x higher than
those determined for the second phase of mineralization (ks3). Our values for residual
compounds are in agreement with published data on the reservoir, and may have
ecological implications for the possibility of export to downstream areas. Bacterial
concentrations in number and total biovolume of the samples provided a curve with a
peak in the second and third days of experimental culture, followed by a decline, more
pronounced in curves of biovolume due to the continuing reduction in the average value
per bacterial cell found in cultures. The analysis of morphotypes showed no significant
differences through time in cultures with DOM, however, in cultures with bacterial
biomass, a reduction in the concentration of bacilli may be observed, with a consequent
increase in the concentration of coccobacilli and cocci. A preliminary analysis of the
DGGE showed changes in patterns of bands produced between days 1, 3 and 5 in both
experiments, which may be indicative of a succession process in these cultures. The use
of these sources of carbon and nitrogen by bacteria proved therefore feasible to maintain

the bacterial community and a possible succession process has been suggested.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

As cianobactérias tém grande importancia no reservatério de Barra Bonita, sendo
constantemente observadas floracdes ao longo do ano, principalmente durante o verao,
fato que pode estar relacionado as elevadas temperaturas, maior estabilidade da coluna
d’agua, menor tempo de residéncia e a alta irradiacdo solar (Dellamano-Oliveira, 2006).
A dominancia das cianobactérias em reservatorios, segundo Reynolds (1999), esta
relacionada a caracteristicas comuns a algumas espécies desse grupo, como a habilidade
de permanecer suspensa e regular a sua flutuacdo na coluna d’4dgua e capacidade de
suportar as alteracdes diarias na intensidade de mistura do sistema, tornando essas

espécies mais competitivas pelos recursos disponiveis.

A cianobactéria Planktothrix agardhii ¢ um organismo cosmopolita, formador de
floragdes, extremamente abundante em ambientes de agua-doce, muitas vezes
encontrando-se em coexisténcia ou alterndncia de dominancia com outras
cianobactérias, como por exemplo, Microcystis aeruginosa (Visser et al., 2005). De
fato, no reservatorio de Barra Bonita, esses dois organismos, juntamente com outras
espécies de cianobactérias, apresentam dominancia em diferentes periodos, produzindo
extensas populagdes, inclusive ‘blooms’ que podem se repetir ao longo do ano. Durante
as floragdes ocorre excrecao de grande quantidade de matéria organica dissolvida
(MOD) pelas células saudaveis para o meio, ou ainda, liberagdo de MOD e biomassa
fitoplanctonica celular em virtude da morte e lise dos organismos (Brock e Cline, 1984;
Wood e Van Halen, 1990). Esse material fica imediatamente disponivel para utilizagao
pelos micro-organismos com habilidade para tal, geralmente heterotroficos, um
processo dominado pela comunidade bacteriana (Cole et al., 1982; Wetzel, 2001). A
utilizagdo desse material, disponibilizado como fonte de carbono e nitrogénio, por

micro-organismos heterotroéficos, que remineralizam os nutrientes, ou tornam a MOD
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INTRODUCAO

disponivel para outros organismos, como descrito posteriormente, tem uma implicagao
ecoldgica de grande importancia para o reservatorio, visto a abundancia e freqiiéncia

das floracdes fitoplanctonicas ao longo do ano.

O carbono organico excretado, ou seja, liberado pelas células saudaveis durante a
fotossintese, representa, em média, 5% do carbono fotoassimilado por célula em estado
fisiolégico normal, podendo, entretanto, em situagdes de estresse das células (i.e.
concentragdes limitantes de nitrogénio e fosforo e altas intensidades de luz) alcangar até
30% do total (Mague et al, 1980; Fogg, 1983; Vieira et al, 1998; Biddanda e Benner,
1997). Existem evidéncias de que cerca de 10 a 50% da producdo primaria
fitoplanctonica sdo reciclados pelo bacterioplancton (Sendergaard e Jensen, 1986) e que
a liberacdo extracelular pode corresponder de 4 a 100% da necessidade de carbono das
bactérias (Riemman et al., 1982; Cole et al., 1982; Bell e Kuparinen, 1984). A acdo
bacteriana representa, portanto, tanto o primeiro quanto o ultimo passo para a

remineraliza¢ao do carbono organico excretado pelo fitoplancton (Newell et al., 1981).

A habilidade na utilizagdo da MOD de origem fitoplanctonica como fonte de
energia pela comunidade bacteriana foi descrita por Azam e colaboradores (1983),
assim como o processo de reintroducao do carbono organico dissolvido na cadeia tréfica
por este grupo, tornando-o imediatamente disponivel no ambiente para grupos de
organismos que ndo teriam inicialmente a habilidade para utiliza-lo. Esse processo, que
permite a ciclagem do carbono com maior eficiéncia, juntamente com outros compostos
presentes na MOD, foi denominado elo microbiano, ou ‘microbial loop’ (Azam et al.,
1983). Esse processo evita que grande parte dos compostos alcance o fundo dos
reservatorios, onde ficariam indisponiveis para utilizagdo pelos diferentes niveis troéficos

(Ducklow e Carlson, 1992; Thomas, 1997).



INTRODUCAO

A composi¢do da MOD em um ambiente aquatico pode variar de acordo com a
espécie dominante para sua liberacdo. Os carboidratos poliméricos sdo os compostos
geralmente predominantes, chegando a mais de 90% da MOD excretada pelas algas. Os
polissacarideos liberados por cianobactérias podem servir como uma fonte de carbono
bastante eficiente para as bactérias, pois sdo degradados completamente pelo
bacterioplancton (Colombo et al., 2004). No entanto, existe também uma grande
variedade de outros compostos nos excretados (Guillard e Wangersky, 1958). De fato,
compostos nitrogenados podem ser encontrados, ainda que em baixas concentragdes,
além de grupos organicos, como os acidos carboxilicos, di e trissacarideos, vitaminas,
alcaloides e acidos graxos, estes ultimos, geralmente, em quantidades minimas (Antia et
al., 1991; Bronk et al., 1994; Bronk ¢ Ward, 1999; Diaz e Raimbault, 2000). Muitos
desses compostos sdo importantes fontes de nitrogénio para os organismos autotrofos e
heterdtrofos (Bronk, 2002).

Para algumas espécies de cianobactérias existem dados relatando a excre¢do de 5
até 40% do carbono fotoassimilado (Meffert e Zimmermann-Telschow, 1979) e de
compostos nitrogenados, como aminodcidos livres e combinados em peptideos, e
proteinas, glicoproteinas, aglicares aminados, nucleotideos, purinas, pirimidinas e uréia,
entre outros (Antia et al., 1991). Entretanto, poucos dados sdo encontrados sobre o
destino dos compostos nitrogenados excretados por cianobactérias, e sua possivel
utilizagdo pela comunidade bacteriana como fonte de nitrogénio.

Além da MOD, ap6s os eventos de floragdo, ficam disponiveis grandes quantidades
de biomassa celular fitoplanctonica particulada, originarias do conteudo celular, que
podem representar outra importante fonte de carbono e nitrogénio para a comunidade

bacteriana, permitindo a manutengdo de uma comunidade diversa e abundante,
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utilizando as diferentes formas de substrato oferecidas como fontes de nutrientes (Puddu
et al. 2003; Lee e Rhee, 1997)

O estabelecimento da comunidade bacteriana responsavel pela degradacdo sera,
assim, diretamente influenciado pela composicdo da matéria organica; pela
disponibilidade dos compostos presentes para degradacdo, e pelos grupos especificos
que possuem habilidade para a degradagdo de compostos (Bell e Mitchell, 1972; Bell e
Sakshaug, 1980; Fallowfield e Daft, 1988; Giroldo, 2003). A comunidade bacteriana
que se estabelece durante a degradacdo pode, portanto, ser constituida de grupos mais
especificos ou de grupos mais generalistas, e pode ser influenciada também pela oferta
de nutrientes (Bell, 1984) ou por diferentes adaptagdes na captura dos compostos, que
permitam que determinados grupos sejam favorecidos. A comunidade bacteriana
estabelecida, assim como a oferta dos diferentes compostos, vai influenciar diretamente
no rendimento do processo de degradacdo e incorporacdo de biomassa bacteriana, e no
estabelecimento de um equilibrio entre liberacdo e consumo de produtos extracelulares
(Bell e Sakshaug, 1980). Além dessas diferencas do processo inicial de utilizagdo da
matéria organica disponivel, podem ainda ser verificados eventos de sucessdo
bacteriana, visto que a reducdo dos nutrientes disponiveis e/ou alteragdo dos compostos
pela propria comunidade, pode favorecer a competi¢do na captag@o de recursos a grupos

diferentes, ao decorrer do tempo.

A técnica molecular do DGGE (do inglés, Denaturing gradient gel eletrophoresis)
permite uma forma de acesso rapido a diversidade da comunidade bacteriana. Esse
método gera um padrdo bem definido de bandas, relacionado as variagdes nas
seqiiéncias de nucleotideos presentes no DNA amplificado por rea¢do da polimerase em
cadeia (PCR), que vao afetar diretamente os padrdes de desnaturagdo e migragao dessas

moléculas (Muyzer e Smalla, 1998; Muyzer et al., 1993). Também ¢ possivel, a partir
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das bandas obtidas nessa técnica, o seqiienciamento do fragmento de DNA e posterior

identificagdo das espécies presentes na comunidade.

Apesar da importancia de P. agardhii para a dindmica do reservatorio de Barra
Bonita e de outros corpos d’agua onde sdo freqiientes as floragdes dessa cianobactéria,
existem ainda poucos dados publicados sobre a dinamica da degrada¢do dos
polissacarideos e compostos nitrogenados excretados por esta espécie, e as formas com
que esse processo estd relacionado com o estabelecimento e manuten¢do de uma

comunidade bacteriana.
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2. OBJETIVOS

Objetivos Gerais

O objetivo deste trabalho foi estudar o processo de degradagdo bacteriana da
matéria organica de P. agardhii, analisando a viabilidade de utilizagdo do carbono e
nitrogénio organicos liberados por essa cianobactéria como fonte de nitrogénio e

energia para a comunidade bacteriana.

Obijetivos Especificos

(I) Verificar a utilizagdo da MOD excretada por P. agardhii em cultura como unica

fonte de carbono e nitrogénio para a manuten¢ao da comunidade bacteriana.

(IT) Verificar a viabilidade da utilizagdo do contetdo celular (biomassa) de uma
cultura de P. agardhii como unica fonte de carbono e nitrogénio para a

comunidade bacteriana.

(I1)  Modelar a cinética do processo de degradacao desses compostos;

(IV)  Verificar possivel processo de sucessio na comunidade bacteriana
responsavel pela degradagdo dos compostos, através de analise em DGGE

(“Denaturing Gradient Gel Electrophoresis”).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de Estudo

O reservatorio de Barra Bonita (Figura 1), de coordenadas geograficas 22° 29°S,
48" 34’0 formado pela confluéncia dos rios Piracicaba e Tieté esta localizado entre os
municipios de Barra Bonita e Igaracu do Tieté, na regido central do estado de Sdo

Paulo. Possui uma area de 310 km? e um volume total de 3,2 km”.
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Figura 1. Reservatorio de Barra Bonita, apresentado o ponto de coleta (coordenadas
22°32'50,98"S e 48°29'28,23"0), origem da cianobactéria Planktothrix agardhii ¢ do

indculo bacteriano utilizados nos experimentos. (Fonte: Google Earth — 30/06/2010)

A represa apresenta profundidade média e maxima de, respectivamente, 10 e
30m. No verdo (estagdo chuvosa) a vazdo ¢ de 1500m’s™ e o tempo médio de retengdo

de 37 dias, e no inverno (estacdo seca) os valores médios sdo de 200 m® s e 137 dias
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(Matsumura-Tundisi e Tundisi, 2005). Esses valores sdo, entretanto, variaveis de acordo

com a operacionalidade da usina hidroelétrica instalada.

3.2. Organismos
3.2.1. Planktothrix agardhii
A Cyanobacteria Planktothrix agardhii (Gomont) Anagnostidis e Komarek
(1988) (Figura 2) foi isolada do reservatorio de Barra Bonita e ¢ mantida em cultivo
axénico (clone BB013) na Cole¢do de Culturas de Microalgas de Agua Doce do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Sdo Carlos (WDCM 835). Essa
espécie fitoplanctonica pertence a ordem Oscillatoriales, por isso ndo apresenta

heterocitos, e ¢ considerada como nao fixadora de nitrogénio atmosférico.

/

ISDEm l

Figura 2. Fotomicrografia de Planktothrix agardhii em cultura axénica, obtida em

microscopia optica.



MATERIAL E METODOS

3.2.2. Indculo Bacteriano

O bacterioplancton utilizado foi coletado no reservatério de Barra Bonita através
de amostrador (Figura 3), desenvolvido por Bagatini (2008), de modo a obter-se uma
amostra representativa da coluna d’agua (0, 5, 10 e 15 metros de profundidade). O
inéculo bacteriano foi coletado uma tinica vez e utilizado para ambos os experimentos.
A amostra foi filtrada, sob condi¢des estéreis, em filtros de fibra de vidro GF/C
(Whatman) com poros de 1,2 um, para a remogao de algas, protozodrios ¢ detritos. Para
evitar o desenvolvimento posterior de organismos eucariotos, o indculo bacteriano foi
incubado com Cicloheximida (Sigma-Aldrich) em concentracgio final de 10 mg L™, por
um periodo de 12h. A concentragdo final desse antibidtico apdés montagem do
experimento foi menor que 0,5 mg L-' e distribuida igualmente entre as culturas

experimentais, € este composto ndo tem efeito seletivo sobre a comunidade bacteriana.

e
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Figura 3. Esquema do sistema de amostragem utilizado para a coleta da agua do
reservatorio de Barra Bonita para compor o inoculo bacteriano. A entrada de agua
permanece tampada e ¢ aberta apenas dentro da agua; o algodao, autoclavado com o
sistema, ¢ colocado na mangueira ligada a bomba para evitar contaminagdo por

bactérias aéreas (Fonte: Bagatini, 2008).
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3.3. Obtencdo da MOD e Biomassa de Células de P. agardhii

Uma cultura axénica de P. agardhii foi cultivada em frasco Erlenmeyer com
capacidade para 4L, contendo 3L de meio ASM-1 (Gorham et al., 1964), modificado
pela adicao de apenas 20% da concentragdo original de nitrato. As condi¢des de cultivo
foram: irradidncia de 80-100 pmol.m™?.s” (Quantameter QSL-100, Biospherical
Instruments) provida por lampadas fluorescentes tipo luz do dia com fotoperiodo de
12:12 horas (claro:escuro) e temperatura de 23 + 1 °C, com agitagdo constante em
agitador magnético. Em 21 dias de cultura, ao final do periodo de crescimento
exponencial, quando foi verificado o esgotamento do nitrogénio inorganico (nitrato) do
meio (item 3.6), essa cultura foi separada por filtragdo tangencial em cartuchos de fibra
oca (Xampler™, AG Technology Corporation/GE) com poros de 0,65 pum (UFP-6-E-
4A, A), com equipamento previamente autoclavado para evitar contaminagdo
bacteriana.

A fracdo menor que 0,65 pm obtida foi posteriormente filtrada em sistemas
estéreis de filtragdo a vdcuo com membrana de poros de 0,22 pm, para eliminagdo de
possiveis contaminantes do processo. O material assim obtido foi, neste trabalho,
denominado matéria organica dissolvida (MOD).

A biomassa fitoplanctonica, definida aqui como a por¢do maior que 0,65 pum,
incluindo as células da cianobactéria, concentrada para 300 mL pela filtragdo
tangencial, foi lavada por filtragao tangencial, utilizando-se meio autoclavado ASM-1
(Gorham et al., 1964) sem fontes de nitrogénio e foi congelada para evitar o
desenvolvimento de bactérias contaminantes at¢ a montagem do experimento. O
processo de congelamento e descongelamento dessa fragdo possivelmente causou a lise
e liberagdo do contetdo celular no meio, o qual foi incluido no Experimento II. Para

montagem do experimento, esse material foi ressuspendido para 1,6 L de meio ASM-1

11
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modificado pela retirada das fontes de nitrato. Esse meio também ndo possui fontes

externas de carbono para o desenvolvimento dos micro-organismos.

3.4. Experimento I: Utilizagdo da MOD de P. agardhii pelo bacterioplancton

Foram montadas trés culturas experimentais (réplicas), com volume final de 525
mL, contendo 500 mL de MOD e 25 mL do in6culo bacteriano (aproximadamente 4,8%
do volume final), em frascos de 1L de capacidade, com tampas tipo vent-cap. Essas
culturas foram mantidas no escuro, em temperatura de 23 + 1 °C e agitadas diariamente,
duas vezes ao dia. Os experimentos foram mantidos no escuro para evitar o eventual
desenvolvimento de organismos fotossintetizantes procarioticos. Foram retiradas
amostras nos periodos de 0, 1, 2, 3, 5, 9, 12 e 15 dias, em que foram realizadas analises
de carbono e compostos nitrogenados. Nas amostras de 0, 2, 5 e 15 dias também foram
realizadas contagens e analises de morfotipos bacterianos. Para as amostras dos dias 1, 3
e 5, foram realizados procedimentos de amplificacdo de DNA e posterior corrida em gel
de DGGE, para identificagdo de possiveis diferencas nas comunidades de bactérias

responsaveis pela degradagdo durante as diferentes fases.

3.5. Experimento Il: Utilizagdo da MO Intracelular de P. agardhii pelo
bacterioplancton

As culturas experimentais foram montadas e amostradas de maneira semelhante

e mantidas sob as mesmas condi¢des de cultivo do Experimento I. Entretanto, foi

utilizando como substrato 500 mL da solugdo de células de P. agardhii e as contagens e

analises de morfotipos bacterianos foram realizadas em todas as amostragens realizadas.

Os experimentos foram realizados simultaneamente, prevenindo assim diferengas nas

comunidades bacterianas iniciais, visando uma analise mais efetiva dos efeitos dos

12
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substratos oferecidos para o estabelecimento e crescimento das populagdes bacterianas.
Concomitantemente aos experimentos também foram realizadas culturas “Controle”
contendo meio ASM-1 sem fontes de nitrogénio como substrato, e montadas ¢ mantidas
de maneira similar ao apresentado para os experimentos I e II. As amostragens das
culturas controle consistiram apenas na retirada de material, amplificagdo por PCR e

corridas em géis de DGGE, para os dias 1, 3 e 5.

3.6. Analises
3.6.1. Proteinas
A quantificagdo das proteinas foi realizada pelo método de Lowry et al. (1951),
com a utilizagdo do reagente folin- fenol.
3.6.2. Fosfato
A concentracdo de fosfato dissolvido nas amostras foi determinada segundo
metodologia descrita por Strickland e Parsons (1960).
3.6.3. Carbono Organico e Nitrogénio Total
As medidas das concentra¢des de carbono organico e nitrogénio das amostras
foram realizadas através de um aparelho analisador TOC-Vcph (Shimadzu) equipado
com moddulo para a analise de nitrogénio total das amostras (TN). Foram realizadas
analises da amostra total e da fracdo dissolvida das amostras (<0,22 pum). A fragdo
particulada foi estimada como a diferenga entre a amostra total e a fragdo dissolvida.
Para o experimento II, de degradagdo da matéria organica intracelular, foi
considerado o Carbono Organico Disponivel (CODisp) e Nitrogénio Organico
Disponivel (NODisp) para degradagdo, que compreende a fracdo dissolvida (liberada
pela lise das células durante o congelamento) somada a parte correspondente as células

e/ou detritos da cianobactéria da fragdo particulada. Quando a fragdo particulada das
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células de cianobactéria foi considerada nula, o carbono organico disponivel passou a
ser considerado igual ao carbono organico dissolvido.
3.6.4. Nitrogénio Inorganico
3.6.4.1. Nitrato e Nitrito
As andlises da concentragdo de nitrogénio na forma dos compostos nitrato e
nitrito foram realizadas pelo método de redugdo pelo cadmio reativo descrito por
Mackereth et al. (1978), por agitagao.
3.6.4.2. Amonio
A concentragdo de nitrogénio na forma de amodnio nas amostras foi obtida pelo
método de fenol-hipoclorito, descrito por Solorzano (1969).
3.6.5. Nitrogénio Organico
As concentragdes de nitrogénio organico dissolvido (NOD) das amostras foram
obtidas de maneira indireta, pela subtragdo da fracdo inorganica (NID) da concentragdo
total de nitrogénio (NT) obtida através do analisador TOC-Vcph + TN (equacgdes I e II).
() NOD=NT-NID

(I) NID=NO; + NH,4

3.7. Comunidade Bacteriana
3.7.1. Preparacdo das Amostras, Densidade e Morfotipos
As amostras para contagem de bactérias foram retiradas das culturas
experimentais e fixadas com formaldeido (concentragdo final de 4%). A densidade e
morfologia bacterianas foram obtidas por microscopia de epifluorescéncia (microscopio
Zeiss Axioplan 2, Jena, Germany) utilizando-se imagens capturadas com uma camera
Zeiss AxioCam HRc e tratadas com o auxilio do software de andlise de imagens

Axiovision release 4.5 (Zeiss). As amostras foram coradas com o fluorocromo DAPI
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(0,5 a lpug mL-1) segundo Porter ¢ Feig (1980) e filtradas em membranas de
policarbonato de poro de 0,22 um (Millipore) coradas com Sudan Black. Os morfotipos
foram classificados pela razdo comprimento/largura, segundo Racy et al. (2005).
3.7.2. Biovolume
O biovolume de cada célula foi calculado segundo Sun e Liu (2003) assumindo-
se as formulas de esferdide prolato para coco e cocobacilo e de cilindro com duas
hemiesferas para os demais morfotipos: bacilo, espirilo (células espiraladas ou em
forma de S), vibrio (bacilos ou filamentos curvados, em forma de C) e filamento.
3.7.3. Indice de Conversio Biovolume-Biomassa
Para obtencdo de um indice de conversdo do biovolume bacteriano em biomassa de
carbono e/ou nitrogénio foram utilizadas as concentra¢des de carbono particulado (aqui
se assumindo como pertencentes somente as células bacterianas na cultura) dividido
pelos biovolumes totais calculados para as amostras dos dias 2, 5 e 15 das culturas
experimentais com a MOD de P. agardhii (Experimento I). Utilizando-se o indice foi
possivel estimar a parte pertencente as células bacterianas da fracdo particulada das
amostras obtidas, a partir do biovolume estimado nas contagens. Assim, foi possivel
diferenciar, para a fracdo particulada, a parte correspondente as células bacterianas, € o
restante foi atribuido as células de P. agardhii e/ou detritos disponiveis como material
para a degradacdo pela comunidade bacteriana (Equagdes III, IV e V).
(III)  MOP (Exp II) = MO (Biomassa Algal) + MO (Células Bacterianas)
(IV) MO (Células Bacterianas) = Biovolume bactérias x indice de Conversao

(V)  Indice de conversdo = MOP (Exp I) / Biovolume total de células (Exp I)

15
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3.8. Modelo Cinético
Os resultados de carbono e nitrogénio organico das fracdes dos experimentos I e
IT foram ajustados a um modelo (Figura 4) de primeira ordem (eq. VI a XI),
desenvolvido com base nas equagdes propostas para a degradacdo de lixiviados de

macrofitas aquaticas (Peret e Bianchini Jr., 2004).

ky ky A
MODisp >INy _./,l
k; ks 7
= MODg [—— ! IN; )
kq kS i |
— MOP —> ( INg 0l
N

Figura 4. Esquema do modelo teérico utilizado para ajuste cinético do processo de
degrada¢ao da MOD ¢ da biomassa de P. agardhii. MODisp: carbono ou nitrogénio
organico disponiveis para a degradagdo bacteriana; MODg: carbono ou nitrogénio
organico refratario, MOP: carbono ou nitrogénio organico particulado (células

bacterianas); IN.20u3: carbono ou nitrogénio nas formas mineralizadas.

Assumiu-se que a degradacdo da MOD (eq. VI) ocorre de acordo com trés
processos competitivos. O primeiro trata da mineralizacdo dos compostos labeis (IN;)
(eq. VII). A segunda rota propde a formagdo de compostos refratdrios (MODgR) (eq.
VIII) e sua mineralizagdo (IN,) (eq. IX). O terceiro caminho foi a assimilacdo e
conversao em micro-organismos (MOP) (eq. X) e sua participacdo na mineraliza¢ao

(IN3) (eq. XI). As variagdes temporais da MOD, MODg e MOP foram utilizadas para a
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parametrizacio do modelo. Os ajustes e determinagdes dos coeficientes foram
realizados por regressdes nao-lineares, para tanto utilizou-se o algoritmo iterativo de

Levenberg-Marquardt (Press et al., 1993).

(VDR = [MOEtsp]

o [£, ]

(v =2

— k.-_
= RF[E X MODts]
(Vi) 2R =, E: X Mﬂﬂts‘p] — ky[MOD,]

(IX)%Fall — ky[MODg]

o [renes]
gr

(X) =k [f: % Mﬂﬂts'p] - ky[MOPF|

(XI)“‘—F:}! - ke [MOF]

Em que:

MODisp = carbono ou nitrogénio organico dissolvido da MOD ou biomassa produzida
por P. agardhii e disponivel para degradagéo;

MOP = carbono ou nitrogénio organico particulado bacteriano;
MODg = carbono ou nitrogénio organico residual na cultura;
k= coeficiente de decaimento do MODisp;

k; = coeficiente de mineralizacdo do MODisp;

k, = coeficiente de formacao do MODk;

k; = coeficiente de mineralizacdo do MODk;

k4 = coeficiente de formacao do MOP;

ks = coeficiente de mineralizacdo do MOP;

IN}.2 e 3 = Compostos inorganicos provenientes da mineralizagao.

t = tempo de cultura (dias)
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3.9. Analise Genética da Comunidade Bacteriana

Aliquotas de 50 mL de cada uma das réplicas de culturas foram retiradas, e
centrifugadas em tubos falcon a 15500 xg por 25 min. O sobrenadante foi descartado e
o pellet de bactérias foi ressuspendido em aproximadamente 1 mL de agua autoclavada
e guardado em tubos eppendorf a -5° C até o periodo de extragio.

3.9.1. Extragdao do DNA

A extragdo e a lavagem do DNA foram realizadas de acordo com Colombo
(2006), com modificacdo pela adi¢do de extracdo mecanica por meio da utilizacdo de
pérolas de vidro (Bagatini, 2008).

As amostras foram centrifugadas a 16.000 xg para retirada do etanol e lavadas
com agua autoclavada. Apods a obtengdo do pellet adicionou-se 100 pL. de solugdo de
lise (50 ng pL-1 de proteinase K em tampao TE — Tris 10mM, EDTA pH 8,0) ¢ 0,2 g de
pérolas de vidro (150-212 pm, Sigma-Aldrich). As amostras foram levadas ao “vortex”
por 30 segundos e tratadas com banhos térmicos: 55 °C por 15 minutos ¢ mais 15
minutos a 80 °C.

Apds a extragdo, foi realizada a lavagem do material para a retirada da
proteinase K e purificacdo do material, visto que o DNA desta forma nao ¢ estavel
devido a continuada ac¢do de nucleases (Oliveira et al. 2000). O material extraido foi
lavado com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), cloroférmio, etanol 70% e
acetato de sodio (concentragdo final 1M) e etanol 100% (Colombo 2006). O DNA
obtido foi ressuspendido em 20uL de 4gua ultrapura autoclavada.

3.9.2. Amplificagdo do DNA

Foram realizadas amplificacdes da regido 16S rDNA por meio da técnica da

Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando os primers 968f com grampo CG ¢

1401r, para o Dominio Bacteria (Heuer et al. 1997), que amplificam as regides variaveis
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V6, V7 e V8 do 16S rDNA. Os reagentes e suas concentragdes utilizadas na mistura de

reacdo da PCR encontram-se especificados na Tabela 1.

Tabela 1. Reagentes e concentragdes utilizadas para reagdo de amplificagdo do DNA

(PCR), como descrito por Bagatini (2008)

Reagentes Estoque Concentracao Volume por
Final por reacdo reacao (50 yL)

Primer 968f 10 uM 0,3 uM 1,5 uL
Primer 1401r 10 uM 0,3 uM 1,5 uL
Tampéao da Taq* 10x 1x 5uL
MgCl, 50 mM 1,5 mM 1,5 uL
dNTPs? 1,25 mM* 200 uM 8 uL
Tag-polimerase 5 U/uL 2U 0,4 uL
DNA 3uL

Agua 29,1 uL

! Solugdo tampdo da Tag 10X (200mM Tris-HCl pH 8,4, 500 mM KCI). * Solugio de dNTPs
(desoxinucleotideos trifosfatados, onde N = adenosina, citidina, guanosina ou timidina). * Concentragdo
final de cada ANTP.

O programa de amplificagdo utilizado foi: desnaturagdo inicial a 94 °C por 4
minutos; 33 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 54 °C por 1 minuto ¢ 72 °C por 2 minutos;
extensdo final a 72 °C por 5 minutos e finalizagdo com resfriamento a 4 °C. A
amplificacdo foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% em tampao Tris-
Borato-EDTA 1x (TBE). O restante do material amplificado foi utilizado para a
realizacao do DGGE.

3.9.3. DGGE (Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante)

O DNA amplificado foi utilizado para eletroforese em gel de poliacrilamida 6%
(acrilamida:bisacrilamida 37,5:1) com gradiente desnaturante (DGGE) (equipamento da
Scieplas). Os reagentes foram preparados de acordo com Oliveira et al. (2000).
Utilizou-se um gradiente de 35 a 60% de desnaturante (100% de desnaturante definido
como 7 M de uréia e 40% [v/v] de formamida deionizada) e a eletroforese foi realizada

a 65°C por 15 horas a 60V em tampao TAE 1x (0,04M de Tris; 0,02M de acido acético
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glacial ¢ ImM de EDTA). Depois da eletroforese o gel foi corado por 1 hora com
solugdo de GelRed (Biotium) em agua ultrapura (0,15 pL/mL). As imagens foram
capturadas com sistema de fotodocumentagdo Gel Doc XR+ (BIO-RAD) e tratadas com
software QuantityOne (BIO-RAD).

Foi utilizado como padrdo no DGGE o produto de PCR de uma mistura de
bactérias conhecidas: Staphylococcus epidermidis, Serratia marcescens, Proteus
vulgaris, Micrococcus luteus e Mycobacterium stigmatis. As respectivas bandas
ocorrem nesta mesma ordem no gel, da menor concentragdo (35%) a maior

concentragao (60%).
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4, RESULTADOS

4.1. Caracterizacdo parcial da MOD excretada e da biomassa de células de P.

agardhii

Na tabela 2 estdo apresentadas as concentracdes de carbono orgénico total e dos
compostos nitrogenados organicos e inorganicos, das solugdes utilizadas como substrato
para o crescimento bacteriano. As analises foram realizadas anteriormente a adi¢do da

comunidade bacteriana nas culturas experimentais.

Tabela 2. Concentracio (em mg L") de carbono organico total (COT), nitrogénio
organico total (NOT), nitrato+nitrito (NO3), amonio (NHy), proteinas e fosfato (PO4) na
MOD e biomassa celular de P. agardhii, utilizados como substrato para a montagem do

experimento (média + DP).

MOD Biomassa
COoT 20,907 £2,336 23,350 £ 0,455
NOT 2,003 £0,242 4,122 + 0,098
NO3 0,019 +0,012 0,073 £0,007
NH,4 0,099 + 0,017 0,021 + 0,019
Proteinas 0,013 £+ 0,0003 0,034 + 0,002
PO, 2,993 +0,017 2,839 £ 0,084

4.2. Experimento I: Degradagdo da MOD excretada por P. agardhii

A Figura 5 apresenta o decaimento do carbono organico dissolvido presente na
MOD devido a degradacao bacteriana, assim como a fragao particulada desse elemento,

referente a biomassa bacteriana na cultura experimental.
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Figura 5. Curvas de decaimento do carbono organico disponivel (CODisp) e de
incorporacao e decaimento do carbono organico particulado (COP) em relacdo a
duracdo da cultura experimental (em dias), juntamente com o modelo cinético de
primeira ordem aplicado. A barra de erros corresponde ao desvio padrdo, com n=3

(réplicas de cultura). R?=0,90409 (CODisp) e R*=0,42482 (COP).

A degradacdo do carbono disponivel, neste experimento correspondente ao
COD, apresentou uma taxa de decaimento (kr) de 0,62 dia™, com tempo de meia-vida
de 1,118 dia. Segundo o modelo adotado, nao foi possivel observar a mineralizacdo da
fragao labil. O valor tedrico encontrado para a fracdo refrataria CODg foi de 7,115 mg
L", ¢ o coeficiente de mineralizagio (ks) dessa fragdo foi de 0,01413 dia™. O valor
méximo encontrado para o COP no modelo teérico foi de 11,9 mg L™, e o coeficiente

de mineralizacdo dessa fracio (ks) foi 0,477 dia™.
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O nitrogénio organico apresentou padrao de decaimento (Figura 6) similar ao do

carbono (Tabela 3). Nessa figura também estd apresentada a curva de formagdo e

degradagdo do nitrogénio particulado (biomassa bacteriana).

Nitrogénio (mg L™)

-0,2

1,8—-
1,6—-
1,4-
124
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0,4-
0,2-

0,0 1

®  NODisp
e NOP

— 1 1 T T 1T 1T 1 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Dias de cultivo (dias)

Figura 6. Concentragdo de nitrogénio organico, desvio padrdo (com n=3), e ajuste

cinético das curvas de decaimento do NODisp e assimilagdo e decaimento do nitrogénio

nas células bacterianas (NOP) em uma cultura com MOD de P. agardhii. Valores

expressos em mg L em relagio a duragdo da cultura em dias.

Para o modelo cinético de degradacdao ajustado para o nitrogénio organico, foi

encontrada uma taxa de decaimento de 1,5 dia™, com tempo de meia vida de 0,46 dia

para esse composto. As constantes encontradas para as diferentes etapas da curva de

degradagdo, assim como o tempo de meia-vida e a eficiéncia de assimilacdo e

degradagdo estdo expostas na Tabela 3.
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Tabela 3. Resumo dos parametros obtidos pela aplicagao do modelo cinético da degradagdo do carbono orgéanico dissolvido e nitrogénio
organico dissolvido, nas culturas experimentais com MOD de P. agardhii. [MODisp]; = concentragao inicial de carbono ou nitrogénio organico
disponivel; MODg = carbono ou nitrogénio organico residual na cultura; MOP = carbono ou nitrogénio organico particulado bacteriano; k, =
coeficiente de decaimento do MODisp; k3 = coeficiente de mineralizagdo do MODg; k5 = coeficiente de mineralizagdo do MOP; t;, = tempo de

. . 2 . . ~
meia-vida; R” = coeficiente de determinagao.

Recurso [MODiSp]i kt* tio MODg ks* tio r’ MOP ks* tip r’
(mg.Lh)  (dias?) (dias) (%) (dias®)  (dias) (%)  (dias?)  (dias)

CODisp 19,034 0,62 1,12 37,4 0,01413 49 0,09049 62,5 0,47722 1,45 0,42482

NODisp 1,65 1,5 0,46 70 0,019 36 0,81869 797  0,102117 6,787  0,72034"

* Parametros obtidos segundo o modelo cinético, descrito no item modelo cinético da se¢do Material e Métodos

" A aplicagdo do modelo cinético para a assimilagio e degradagio do NOP apresentou problemas de acoplamento, discutidos posteriormente.
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A concentragao de células bacterianas, assim como o biovolume total das células
bacterianas por mL de cultura, em relacdo ao tempo de duracdo das culturas
experimentais podem ser observados na Figura 7. O pico em numero de células ocorreu
durante o dia 2, com 37,48 x 10° células mL ™. Ocorreu, durante o experimento, uma
redu¢do acentuada no biovolume médio por célula bacteriana (Figura 8), que decresceu
de 0,617 + 0,031 pm’® (média + DP) no inicio da cultura, para o valor médio de 0,253 +
0,052 um3 aos 15 dias de cultura. Assim, analisando-se o biovolume total das células
bacterianas, ¢ possivel verificar uma queda mais abrupta a partir do quinto dia de

cultura, enquanto a densidade celular demonstrou uma queda menos acentuada.
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Figura 7. Concentragdo de células bacterianas (+ DP; em células por mL™") e biovolume
bacteriano total (+ DP, em pm’.mL™") na cultura experimental com MOD de P. agardhii

em relacdo ao tempo de duragdo do experimento (em dias).
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Figura 8. Biovolume médio (+ DP, em um®) obtido para células bacterianas presentes
nas culturas experimentais com MOD de P. agardhii como fonte de carbono e

nitrogénio, em relagao ao tempo de duragdo dos experimentos (em dias).

A anélise da comunidade bacteriana por freqiiéncia relativa de morfotipos nao
apresentou grandes variagdes nas culturas com MOD (Figura 9). Foram dominantes,
durante toda a cultura, os bacilos e cocobacilos, com valores aproximadamente
semelhantes. Pode ser observada, entretanto em proporgdes relativamente menores, uma
ligeira redu¢ao na proporcao de vibrios correspondente a um ligeiro aumento na
proporcao de cocos, ao longo da duracdao das culturas. Entretanto, como verificado na
figura 8, a reducdo no volume das células foi evidente, representando um amento na

razao superficie-volume.
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Figura 9. Frequéncias relativas dos morfotipos encontrados para as culturas
experimentais da comunidade bacteriana em MOD liberada por P. agardhii nos

diferentes dias de amostragem.

4.3. Indice de Conversao Biovolume — Biomassa Bacteriana

O valor encontrado para o indice de conversdo entre biovolume e biomassa de
carbono bacteriana, utilizando os dados obtidos para a degradacdo de MOD de P.
agardhii foi de 0,355 pg C.um™. Para o nitrogénio, foi obtido, seguindo a mesma

metodologia o indice de 0,0853 pg N.um"™.

4.4. Experimento Il: Degradacéo da biomassa fitoplancténica de P. agardhii

A figura 10 apresenta a curva de decaimento, assim como o ajuste ao modelo
cinético adotado, do carbono organico origindrio das células da cianobactéria e

disponivel (CODisp) para a degradagdo bacteriana. A fracdo particulada (COP)
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correspondente as células bacterianas estd representada na curva de formagdo e

degradacao dessa fragdo, juntamente com o ajuste ao modelo cinético.

22 4

i m  CODisp

20 ® COP

18
16
14

124

Carbono (mg L™
S
1

J o0 et
N ®
2] e
0+ ¢ i
L e e I . B
-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Idade da Cultura (dias)

Figura 10. Concentragdo de carbono (mg L) com desvio padrio (n=3) ¢ ajuste cinético
da curva de decaimento do CODisp e de formacgao e degradagdo do COP em relagdo a
duracdo da cultura experimental (em dias) utilizando com substrato o conteudo

intracelular (biomassa) de P. agardhii. R?=0,99789 (CODisp) e R*=0,84 (COP).

O CODisp, neste experimento, compreende a fracdo dissolvida (liberada pela
lise das células durante o congelamento) somada a parte correspondente as células e/ou
detritos da cianobactéria da fragdo particulada. A partir do terceiro dia de cultura, a
participagdo em biomassa fitoplanctonica para a fracdo particulada foi considerada
inexistente, sendo a partir desse momento, o carbono organico disponivel igual ao

carbono organico dissolvido. A fracao particulada correspondente as células bacterianas
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esta representada na curva de formacgdo e degradacao dessa fracdo, juntamente com o

ajuste ao modelo cinético (figura 10).

Foi possivel observar um acentuado decaimento inicial do CODisp, com taxa
(kr) de 0,71 dia”, gerando portanto um tempo de meia-vida de 0,97 dias. Considerando-
se o tempo de amostragem, o processo de mineralizacdo da fragcdo 14abil ndo pode ser
completamente esclarecido, sendo visualizado, pelo modelo cinético, um
aproveitamento maior da fracdo que correspondeu ao COP (biomassa bacteriana). A
concentragdo de carbono residual (refratiria; CODg) foi de 5,07 mg L-1, ou seja,
aproximadamente 24,9% da concentragdo inicial de carbono (20,37 mg L'). O
coeficiente de mineralizagdo da fragdo refrataria (ks) ¢ de 0,01182 dia”, com tempo de
meia vida de 58,6 dias. A concentracdo maxima tedrica de carbono encontrada para a
fragio particulada foi de 15,31 mg L™, e a taxa de decaimento (ks) encontrada para essa

fragdo foi de 0,235 dia™.

As curvas de degradagdao do NODisp (cujo valor foi calculado de maneira
similar a apresentada para o carbono organico disponivel) e formagao e degradacao do
NOP, juntamente com o ajuste matematico estdo apresentados na Figura 11. Os
parametros utilizados nos ajustes cinéticos e os valores das constantes encontrados estao
disponiveis na Tabela 4, juntamente com o tempo de meia-vida e a eficiéncia dos

processos analisados.
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Tabela 4. Parametros obtidos na aplicagao do modelo cinético da degradagdo do carbono organico disponivel e nitrogénio organico disponivel,
nas culturas experimentais com biomassa de P. agardhii. [MODisp]; = concentragao inicial de carbono ou nitrogénio organico disponivel; MODg
= carbono ou nitrogénio orgénico residual na cultura; MOP = carbono ou nitrogénio organico particulado bacteriano; k; = coeficiente de
decaimento do MODisp; ks = coeficiente de mineralizagdo do MODg; k5 = coeficiente de mineralizagdo do MOP; t;, = tempo de meia-vida; R?

= coeficiente de determinagao.

Recurso [MODiSp]i kT* tin MODR kg* ti r2 MOP ks* ti r2
(mg.L") (dias?) (dias) (%)  (dias?)  (dias) (%)  (dias?)  (dias)

CODisp 20,378 0,71 0,98 24,9 0,01182 58 0,99789 75,1 0,23515 2,95 0,84

NODisp 3,06 0,74 0,94 22,7 0,00275 252 093088 1107 0215537 3,227 0,85512°

* ParAmetros obtidos segundo o modelo cinético, descrito no item modelo cinético da se¢do Material e Métodos

" A aplicagdo do modelo cinético para a assimilagio e degradac@o da NOP apresentou problemas de acoplamento das equacdes, discutidos posteriormente.

31



RESULTADOS

32



RESULTADOS

®  NODisp
35 ® NOP
3,0 ﬁ
2,5
: °
. \\ [
T 2,04
>
E 1,5 E B
9 \ ™
c N
<« AN
g 1,0
'2 ;;;7‘;7"””":: Zii ””””””””””””
0,5
0,0 ¢
-0,5 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2 0 2 4 6 8 0 12 14 16

Dias de Cultivo (dias)

Figura 11. Curva de decaimento do NODisp nas culturas com biomassa de P. agardhii
e formagdo e decaimento do produto intermediario (NOP). Os ajustes foram realizados
de acordo com o modelo cinético adotado. Valores expressos em mg L', com desvio

padrdo (n=3) em relagdo a duracdo da cultura em dias.

A degradagao do nitrogénio organico disponivel (NODisp, figura 11) neste
experimento apresentou um padrdo muito semelhante ao verificado para a degradacdo
do CODisp, com (kr) de 0,74 dia”, gerando portanto um tempo de meia-vida de 0,94

dias.

De acordo com os dados de contagem de células bacterianas, como apresentados
na figura 12, juntamente com biovolume total estimado por mL da cultura, foi possivel
observar um pico na comunidade bacteriana no dia 2 de cultura, alcangando o valor
maximo de 7,2 x 107 células mL™, seguido de um declinio moderado no numero de

células, mais acentuado quando analisado o biovolume total.
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Figura 12. Concentragdo de células bacterianas (células mL™) ¢ biovolume total por

mL (em pm’.mL™") na cultura experimental com biomassa de P. agardhii como fonte de

carbono e nitrogénio em relacdo ao tempo de duracdo do experimento (em dias).

A redugdo no biovolume total das amostras esta relacionada a reducdo verificada
no biovolume médio por célula bacteriana nas culturas (figura 13), que reduziu de 0,774
+ 0,234 um’ (média + DP) no inicio da cultura, para 0,175 + 0,022 um® apés os 15 dias

de duragdo da cultura experimental.
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Figura 13. Biovolume médio (+ DP, em pum’) obtido para células bacterianas presentes
nas culturas experimentais com o contetdo intracelular de P. agardhii como substrato,

em relagdo ao tempo de duragdo dos experimentos (em dias).

Diferentemente do observado para a degradagao da MOD, durante a degradagao
da biomassa celular de P. agardhii foi possivel notar uma alteragdo nas freqiiéncias
relativas dos morfotipos encontrados (figura 14), com um aumento dos cocobacilos e

cocos em detrimento dos bacilos, ao decorrer dos 15 dias de experimento.
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Figura 14. Frequéncias relativas dos morfotipos encontrados para as culturas

experimentais da comunidade bacteriana em biomassa de P. agardhii nos diferentes dias

de amostragem.

4.5. Genética da comunidade bacteriana

Foi possivel observar, com base na Figura 15, diferentes padrdes de unidades

taxondmicas operacionais (UTOs) e quantidades quando comparados os dias 1, 3 ¢ 5 de

cultura experimental, o que ocorreu para as culturas com MOD e para as culturas com

biomassa. Cada UTO pode vir a ser identificada como uma espécie ou género diferente

presente na comunidade bacteriana. Para as culturas com MOD, a maior diversidade de

UTOs ocorreu no dia 3, apresentando, porém, padroes diferentes bem visiveis entre os

dias. Para as culturas com biomassa algal, também ¢ possivel verificar diferencas entre

as UTOs nos dias 1, 3 e 5, porém as diferencas sao menos evidentes que as encontradas

para a MOD. Entre as réplicas de cultura, de um mesmo dia de experimento, os padrdes

do gel foram semelhantes.
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Figura 15. Gel de DGGE da comunidade bacteriana para os dias 1, 3 e 5 de
amostragem, nas culturas experimentais com MOD e Biomassa como substrato. P =
padrdo; 1, 2 e 3 representam as réplicas de cultura em cada dia de amostragem; A, Be C
representam, respectivamente, dias 1, 3 e 5 de uma cultura controle, onde ndo estavam

presentes fontes de nitrogénio.
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5. DIsScussAo

A caracterizacdo parcial dos substratos utilizados para a montagem do
experimento permitiu um levantamento dos nutrientes disponiveis para o
estabelecimento da comunidade bacteriana, verificando as diferencas entres esses
grupos e como poderiam afetar o estabelecimento dos diferentes grupos. Podem ser
ressaltados os valores elevados de fosfato disponivel, em ambas as solugdes. Esses estdo
relacionados, no caso da matéria organica dissolvida, aos residuos de fosfato presentes
no meio de cultura disponibilizado para o crescimento de P. agardhii. Entretanto, na
solu¢do com conteudo celular de P. agardhii, esses valores podem estar relacionados
com o acumulo de polifosfato, que ¢ caracteristico de algumas cianobactérias (Jensen,

1969; Grillo e Gibson, 1979).

A degradagao do carbono organico em ambos os experimentos (MOD e
biomassa), de acordo com o modelo cinético, apresentou duas fases distintas: uma fase
inicial de rapido decaimento da concentragao do CODisp, indicada pelos altos valores
de kr obtidos (tabelas 3 e 4) e conseqiientemente baixos valores de meia-vida (1,12 dia
para MOD e 0,97 dia para biomassa), seguida de uma fase lenta de degradacdo do
CODg, refletida pelos valores mais baixos de k3. Pode ser observada uma representativa
quantidade de carbono residual nas culturas (37,4% e 24,9%, nas culturas com MOD e
biomassa, respectivamente), o que justifica a constante ocorréncia de altas
concentragdes de carbono disponiveis naturalmente no reservatorio de Barra Bonita
(Bittar, 2010). Esse carbono residual esta provavelmente relacionado a uma menor
disponibilidade dos compostos, devido, provavelmente, a maior dificuldade de
degradagdo pela comunidade bacteriana, visto que compostos diferentes, como
polissacarideos, podem ser mais ou menos degradaveis por bactérias (Giroldo, 2003),

ou ainda a alguma especificidade a grupos bacterianos adaptados (Bell, 1984;
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Fallowfield e Daft, 1988). Entretanto, a propria degradagdo bacteriana pode produzir
compostos refratarios, como observado para MOD de Microcystis aeruginosa (Bittar,
2010). Esse carbono residual pode alcangar o fundo do reservatorio e tornar-se
temporariamente indisponivel na ciclagem de nutrientes. Entretanto, devido a
operacionalidade da usina hidrelétrica de Barra Bonita, ¢ ao alto tempo de retengdo
desses compostos refratarios (49 ¢ 58 dias para MOD e biomassa, respectivamente)
esses compostos residuais podem ser importantes inclusive para areas a jusante do

reservatorio, pela possivel exportagdo dos compostos.

Os valores de R? encontrados para ambas as curvas de decaimento (R*= 0,9049
para as culturas com MOD e R* = 0,99789 para biomassa) oferecem embasamento para
a boa aplicabilidade do modelo adotado nos dados obtidos experimentalmente. As
respostas obtidas sdo similares aquelas obtidas por Moreira et al. (no prelo) para a
degradagdo da fracdo menor que 3 KDa da MOD de Microcystis aeruginosa, cujos
dados foram ajustados segundo o mesmo modelo cinético, em que os autores obtiveram

os valores de kr= 0,736 dia' e k3 =0,008 dia™.

A incorporagdo do carbono organico a biomassa bacteriana mostrou-se bastante
eficiente, chegando a 62% nas culturas com MOD de P. agardhii e 75% nas culturas
com biomassa fitoplanctonica. Estudos realizados por Jensen (1983), em laboratorio,
também encontraram que até 91% do COD liberado pelo fitoplancton foi incorporado
pela comunidade bacteriana em um experimento com duracdo de horas. A assimilacio
bacteriana do carbono ¢ interessante por permitir a entrada na cadeia alimentar aquatica
desses compostos, além da possivel reintrodu¢do dos nutrientes nas transferéncias
energéticas, com base nas vias alternativas, no processo conhecido como ‘microbial
loop” (Azam et al, 1983). As taxas de mineralizagdo do carbono particulado

(bacteriano) apresentaram uma sensivel diferenca entre os experimentos, com o valor de
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ks=0,23515 dia™ para a biomassa de células e de ks=0,47722 dia™ para o COP da MOD,
o que pode refletir diretamente diferengas nas comunidades bacterianas em questao, ou
ainda pode estar relacionada a adequabilidade do modelo aplicado, visto os valores de
R? (R?=0,425 para MOD e R?=0,84 para biomassa). Pode-se ainda citar uma possivel
especificidade de grupos da comunidade bacteriana, que possuem maior ou menor
habilidade para decomposi¢do dos produtos intermediarios da degradagdo, devido a
especificidade da relagdo bactéria-substrato (Sugita et al., 1987; Jannasch, 1967,
Giroldo, 2003), ou podem ainda estar ligados as baixas concentragdes de nitrogénio
disponivel, exigindo grupos bacterianos mais adaptados a captura de nutrientes em
baixas concentracdes, como verificado por Bell (1984), que verificou o favorecimento
de grupos especificos adaptados quando os nutrientes se encontram em baixas

concentragdes, o que ¢ facilmente revertido quando os nutrientes sdo oferecidos em

quantidades maiores. (Jannasch, 1967; Bell, 1984)

Comparando-se os dois substratos utilizados para a degradacdo, MOD e
biomassa da cianobactéria, foram encontradas taxas relativamente semelhantes na
degradagdo, com uma utilizagdo muito rapida (primeiros 3 dias) do estoque de carbono
mais disponivel e uma segunda fase, com decaimento lento, gerando tempo de meia-
vida até¢ 60x maior. Ambas as fontes de carbono mostraram-se interessantes para a
comunidade bacteriana do reservatério de Barra Bonita, o que pode ser entendido como
a presenca de individuos mais generalistas, ou ainda, adaptados as constantes floragdes,
visto a constante ocorréncia dessa cianobactéria no reservatorio de Barra Bonita
(Dellamano-Oliveira, 2006). Torna-se interessante ressaltar, entretanto, que o processo
de montagem do experimento com a biomassa bacteriana pode ter levado a lise de parte
das células devido ao processo de congelamento acelerando a disponibilidade imediata

dos compostos para o consumo bacteriano.
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A degradacdo do nitrogénio organico em ambos os experimentos foi ajustada
para o mesmo modelo cinético empregado para a degrada¢do do carbono. Entretanto,
houve uma diferenca perceptivel entre a degradagdo da MOD e da biomassa
fitoplanctonica em termos de coeficientes de decaimento, influenciando no tempo de
meia-vida e no aproveitamento dos processos. Nas culturas com MOD de P. agardhii a
taxa de decaimento encontrada foi alta, quando comparada a degrada¢ao do carbono
(kr=1,5 dia™"), gerando um tempo de meia vida de 0,46 dia. Entretanto, foi observada a
formag¢dao de grande concentracio de NODg, chegando a 70% do valor inicial
disponivel. Por outro lado, no experimento com a biomassa fitoplanctonica, as taxas de
decaimento (kr = 0,73667 dia™") e a eficiéncia de formagio de NODg (22,7%) foram
semelhantes as encontradas para o decaimento do carbono organico nessas culturas.
Houve ainda grande diferenca nos coeficientes de mineralizacdo (ks;) dos compostos
nitrogenados residuais (NODg) nos experimentos, com uma varia¢gdo do tempo de meia-
vida, que foi de 36 dias nas culturas com MOD para 252 dias nas culturas de
degradacdo da biomassa fitoplanctonica. Essas diferengas podem estar refletindo uma
variacdo na natureza desses compostos, demonstrando maior ou menor acessibilidade
paras as bactérias responsaveis pela mineraliza¢do, assim como a disponibilidade da
utilizagdo desses compostos como fonte unica de nitrogénio nas culturas, visto que a
concentragdo oferecida foi diferente entre os experimentos, € que quantidades limitantes
de nutrientes podem favorecer um grupo, em detrimentos de outros, menos adaptados
(Bell, 1984; Jannasch, 1967). O processo exato da decomposi¢do/assimilagdo dos
compostos nitrogenados ndo foi corretamente previsto pelo modelo cinético adotado
devido provavelmente, ao répido “turnover” que pode ocorrer entre as diferentes
populacdes bacterianas, onde os compostos sdo liberados e rapidamente captados por

outras populagdes bacterianas, inclusive em periodos menores que os utilizados entre as
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amostragens. Assim, o modelo considera a captacdo desses nutrientes mais de uma vez,
gerando um desacoplamento entre a quantidade disponivel inicialmente ¢ a quantidade
utilizada pelos organismos. Portanto, as eficiéncias exatas de produ¢do e mineralizagao
da fracdo particulada do nitrogénio organico ndo foram completamente esclarecidas,
sendo necessarias verificagdes de modelos matematicos mais adaptados aos dados
disponiveis, ou de periodos de amostragens diferentes para melhor abrangéncia desses

Processos.

o~

E importante notar, visto que o material empregado nesses experimentos
originario de uma cultura axénica, que ndo houve nenhuma manipulagdo anterior a
inser¢do da comunidade bacteriana experimental, tornando possivel analisar o processo
de degradagdo desses compostos desde o inicio da sua disponibilidade, simulando a
liberacdo desse material no reservatorio pela populacdo desta cianobactéria e a sua
utilizagdo pela comunidade heterotréfica de bactérias, o que ¢ comum nos periodos de
floracdo. Deve-se ressaltar, entretanto, que em um reservatorio sdo diversas as fontes,
autoctones e aldctones, de carbono e nitrogénio organico (Dellamano-Oliveira et al.,
2007; Tundisi et al., 2008), mantendo uma oferta continua e variada de altas
concentragdes desses compostos, o que pode estar relacionado inclusive com a sele¢ao
de espécies bacterianas adaptadas as diferentes fontes, topico que serd discutido nos

proximos itens.

Analisando a concentragdo de células bacterianas, apresentadas nas Figuras 7 e
12, sdo verificados picos no segundo e terceiro dias de cultura, em ambos os
experimentos, alcancando os maiores valores nas culturas com biomassa
fitoplanctonica, ¢ a partir do quinto dia de cultura tornou-se clara uma reducdo na
abundancia de células bacterianas na cultura. Esses dados estdo de acordo com os

encontrados por Chrost et al. (1989) em experimentos com amostras ambientais de
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matéria organica proveniente de um lago temperado eutrofizado, e por Moreira et al (no
prelo), em experimentos de degradagdo da MOD de diferentes classes de tamanho,
obtida de culturas de Microcystis aeruginosa. E necessario ressaltar que embora os
picos sejam apresentados no mesmo momento das culturas, as concentragdes
encontradas nos experimentos com biomassa foram até duas vezes maiores que as
encontradas nos experimentos com MOD. Visto que a oferta de carbono organico inicial
foi semelhante em ambos os experimentos, € que o mesmo pode ser argumentado sobre
a disponibilidade de fosforo (Tabela 2), essa diferencga pode ser atribuida a qualidade e a
quantidade do nitrogénio organico disponivel (Unica fonte desse elemento oferecida
nesses experimentos). Nao se pode descartar, entretanto, uma possivel especificidade
das espécies bacterianas com o substrato apresentado nas culturas de biomassa
fitoplanctonica, visto que alguns trabalhos ja mostraram que ocorre selecdo de bactérias
que se associam aos polissacarideos das cédpsulas de espécies de cianobactérias

(Caldwell e Caldwell, 1978; Paerl, 1992; Kapustina, 2006; Bagatini, 2008).

O biovolume total de células na cultura bacteriana, apesar do pico conjunto com
o da concentracdo de células no segundo dia de experimento, apresentou um
comportamento diferente nos dias subseqiientes, apresentando uma queda mais
acentuada em funcdo do tempo de cultivo, que estd relacionada a continua reducdo, ao
longo do experimento, do biovolume médio por célula bacteriana. O comportamento do
tamanho das células acompanhando a reducdo na disponibilidade de nutrientes ¢ um
fato ja descrito para espécies fitoplanctonicas (Lewis Jr, 1976; Asknes e Egge, 1991) e
para bactérias (Kjelleberg e Hermansson, 1984), visto que uma redu¢do no tamanho das
bactérias estd ligada ao aumento na razdo superficie:volume, o que aumenta a

capacidade de captura (encontro) dos nutrientes em ambientes limitantes.
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Considerando-se os morfotipos bacterianos nas culturas experimentais com
MOD, nao foi possivel evidenciar um processo de sucessdo, pois foi mantida uma
predominancia dos cocobacilos e bacilos, em propor¢des semelhantes, durante todo o
experimento, em propor¢des semelhantes. Foi observado apenas um ligeiro aumento no
nimero de cocos, além da redugdo no biovolume médio por células, como ja discutido
anteriormente, o que ainda pode ser um importante indicativo da sucessdo. A auséncia
de varia¢des nos morfotipos também pode ser indicativa de uma comunidade bacteriana
ja especializada nos substratos de P. agardhii pelos constantes influxos desse material

no reservatorio ao longo do ano.

Para as culturas com biomassa fitoplanctonica como substrato, entretanto, foi
verificada uma dominancia inicial dos bacilos (com freqiiéncias entre 52 e 66%) até o
terceiro dia de experimento, que foram gradualmente substituidos por cocobacilos e
cocos, que chegam a representar em conjunto, 80% da comunidade bacteriana total no
12° dia de cultura. Esses dados estio de acordo com a mudanca nos substratos
disponiveis para a degradacdo bacteriana nessas culturas, quando os compostos
particulados ja foram liberados pelas células fitoplanctonicas, restando somente os
compostos dissolvidos para a degradacdo. Na literatura, os diferentes morfotipos
celulares podem ser relacionados a atividades fisioldgicas preferencialmente
desempenhadas pelos grupos (Cottrell e Kirchman, 2004; Nielsen et al., 2006)
tornando-os especialistas na degradag¢do de diferentes compostos organicos. Assim, as
diferencgas entre os morfotipos celulares bacterianos podem ser importantes indicativos
da ocorréncia de um processo sucessional na comunidade, que podera ser confirmado
pela analise genética das amostras, com DGGE, e posterior seqiienciamento do DNA

para identificacdo dos organismos.

45



DiscussAo

A andlise genética por DGGE da comunidade bacteriana encontrada nas culturas
experimentais com MOD parece demonstrar a existéncia de um evento de sucessdo na
comunidade bacteriana, visto que podem ser identificados padrdes diferentes de
distribuicdo das UTOs nos diferentes dias de cultura. Essas alteragdes na comunidade
podem estar relacionadas a alteragdes nas formas disponiveis de carbono e nitrogénio na
cultura, evento que pode selecionar grupos mais ou menos especificos a um substrato
disponivel, ou que ainda pode favorecer competitivamente um grupo em relagdo ao
restante da comunidade. Para a comunidade bacteriana das culturas experimentais com
biomassa também ¢ possivel observar padroes diferentes de distribuicdo das UTOs no

gel, embora estes sejam menos evidentes que os encontrados nas culturas com MOD.

Embora a identificacdo das bactérias ndo tenha sido completa, foi possivel
verificar, pela andlise da imagem do gel de DGGE, diferengas nas comunidades
bacterianas apresentadas para as culturas com MOD e biomassa como substrato, o que
pode ser indicativo do favorecimento, pelos compostos presentes nas culturas, ao
desenvolvimento de algumas espécies em detrimento de outras, demonstrando

especificidade ao substrato.

Os dados obtidos nesse estudo permitem simular os efeitos de uma floragao de
P. agardhii no reservatorio de Barra Bonita, quantificando o consumo da MOD
(carbono e nitrogénio) disponivel pelo bacterioplancton, a eficiéncia de incorporagdo
desses compostos a biomassa bacteriana e projetar ainda efeitos a jusante do
reservatorio, pela possivel exportagdo dos compostos refratarios formados. Entretanto,
em reservatorios, o acumulo de nutrientes ¢ um fator maior que a exportagdo dos
mesmo, e assim, a dindmica da degradagdo e os substratos e sua relacdo com a
determinagdo da comunidade bacteriana do ambiente foram fatores importantes,

verificando-se inclusive um possivel processo de sucessao.
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6. CONCLUSOES

O carbono e o nitrogénio organicos provenientes da cultura de Planktothrix
agardhii, apresentados na MOD ou na biomassa, mostraram-se fontes viaveis desses
compostos para a comunidade bacteriana do reservatério de Barra Bonita, visto que

populagdes diversas foram mantidas.

A degradacdo dos compostos ocorreu de forma rapida (primeiros 3 dias),
demonstrando uma biodisponibilidade imediata desses compostos, porém, uma fracao
residual foi constatada, com coeficiente de degradacdo mais lento, o que pode ter
implicagcdes para ambientes a jusante do reservatério apos os eventos de floragdes,

devido a possibilidade de exportacao desses compostos.

As analises de morfotipos bacterianos, combinadas com uma analise preliminar
de um gel de DGGE (embora ainda seja necessario o seqiienciamento das bandas para
identificagdo dos grupos) sugeriram evidéncias de um processo de sucessao bacteriana,
que pode estar ligado a biodisponibilidade dos compostos presentes, e portanto,

diretamente acoplado ao processo de degradagao.
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