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C) RESUMO

A liberagao de polissacarideos extracelulares pode ocorrer a partir de células
saudaveis e ativas e tem sido demonstrado ser uma importante fonte de carbono para
as bactérias. Em ambientes eutréficos onde grandes floracoes sao formadas por
eficientes produtores de polissacarideos extracelulares como Microcystis aeruginosa e
Anabaena spiroides estes substratos organicos podem, por exemplo, suportar o
crescimento bacteriano planctonico. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
glicolitica extracelular durante o ciclo sazonal e os possiveis ajustes das enzimas
correspondentes em resposta a variagdes dos polissacarideos do Reservatorio de Barra
Bonita. A maioria das enzimas exibiu uma diminuicao significativa durante a estagdo
seca (abril a setembro). O contetddo de carboidratos totais dissolvidos variou de 0,5 a
6,83 mg L1 e foi composto principalmente de polissacarideos (92%). A comunidade
fitoplanctonica mostrou uma sucessao evidente com cianobactérias dominando
durante a estagdo chuvosa (principalmente Microcystis sp, M. aeruginosa e Anabaena
spiroides) enquanto que as diatomdceas (principalmente Aulacoseira granulata) e
criptoficeas (Cryptomonas sp) estiveram presentes em maiores densidades durante a
estacao seca. Quatro floracoes foram verificadas durante o periodo experimental e,
ap0s cada floragdo a liberagdo de carboidratos combinados foi seguida por elevadas
atividades enzimaticas, dessa forma a produgdo de enzimas extracelulares pelos
microorganismos microheterotroficos esteve relacionada ao influxo de matéria
organica polimérica. Mesmo a composigdo dos monossacarideos das amostras do
reservatorio ap6s cada floracdo aproxima-se da composicao do polissacarideo
extracelular da populacao fitoplanctonica dominante. Também foram realizados
experimentos de degradacao do polissacarideo proveniente de Barra Bonita e do
polissacarideo extracelular produzido por organismos dominantes do fitoplancton (A.
granulata e M. aeruginosa) em laboratério que confirmaram a interpretacdo dos dados

obtidos em campo.
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D) ABSTRACT

Release of extracellular polysaccharides can occur from healthy and active cells
and has been demonstrated to be an important carbon source for bacteria. In eutrophic
environments where large blooms are formed by efficient extracellular polysaccharide
producers such as Microcystis aeruginosa and Anabaena spiroides, these organic materials
(high molecular weight extracellular polysaccharides) may support planktonic
bacterial growth. The aim of this study was to evaluate the extracellular glycolytic
enzyme activity during a seasonal cycle and a possible regulation of the corresponding
enzymes in response to variation of polysaccharides in Barra Bonita Reservoir. The
majority of enzymes exhibited a significant decrease during the dry season (April to
September). The content of total dissolved carbohydrates varied from 0.5 to 6.83 mg L
and was mainly (92%) constituted by polysaccharides. Phytoplanktonic community
showed a marked succession with cyanobacteria typically dominating during the rainy
season (Microcystis sp, Microcystis aeruginosa and Anabaena spiroides), whereas diatoms
(mostly Aulacoseira granulata) and cryptophytes (Cryptomonas sp) were dominant
through the dry season. Four algal blooms were observed during the experimental
period, and after each bloom the release of combined carbohydrates was followed by
high enzymatic activities, thus the production of extracellular enzymes for
microheterotrophic microorganisms was related to the influx of polymeric organic
substances. Even the monosaccharides composition of reservoir samples after each
bloom roughly revealed the extracellular polysaccharide composition of dominant
phytoplanktonic population. Experiments of polysaccharide degradation from Barra
Bonita Reservoir and produced by dominant phytoplanktonic organisms (A. granulata
e M. aeruginosa) assayed in laboratory conditions had confirmed the interpretation of

data measured in field.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

A existéncia de enzimas livres em ambientes aquaticos ja havia sido percebida
desde 1906 quando Fermi observou, pela primeira vez, a atividade de enzimas
proteoliticas em dguas de piscinas estagnadas. Um pouco mais tarde, Harvey (1925)
chamou atengdo para a possivel presenca de catalases e oxidases na 4gua do mar e
Vallentyne (1957) apontou para algumas “evidéncias controvertidas” a respeito da
importancia de enzimas livres na transformagao quimica da matéria organica existente
em lagos e oceanos.

Em 1959, durante o 14° Congresso da Sociedade Internacional de Limnologia
Teorica e Aplicada (SIL) em Viena, Overbeck apresentou pela primeira vez dados a
respeito de enzimas livres dissolvidas na 4gua de um lago, um trabalho tratando sobre
fosfatases e suas relagdes com a populagao fitoplancténica (Overbeck, 1991).

No entanto, apenas na década de 80, quando do surgimento de um trabalho
pioneiro utilizando substratos fluorescentes, o estudo das hidrolases presentes em
ambientes naturais tomou grande impulso. Publicado por Hoppe (1983), para ser
utilizado na andlise de atividade exoenzimatica, o método foi adaptado a partir de
varias técnicas bioquimicas. Desde entdo este método tem sido bastante ttil no estudo
de hidrolases presentes nos mais variados ambientes.

As enzimas extracelulares possuem um papel muito importante na ecologia dos
ambientes aquéticos pois, juntamente com o “grazing”, sdo responséveis pela

passagem de detritos para a cadeia alimentar via atividade bacteriana heterotréfica
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(Hoppe et al., 1988).

A principal fungao destas enzimas é catalisar reagdes que tornem possivel aos
microorganismos a obtengao de substancias mais simples que necessitam para crescer.
Macronutrientes por exemplo, a partir da degradacao de macromoléculas de dificil
utilizacdo e também elementos-traco originados de “espécies” indisponiveis ou
complexas (Price & Morel, 1990). Isto porque apenas a menor parte da matéria organica
dissolvida (MOD, menos de 5%) presente em ambientes aquéaticos é composta por
substancias de baixa massa molecular (Chrést, 1992) passiveis de absor¢ao, enquanto
grande parte dos constituintes orgéanicos sdo compostos poliméricos de alta massa
molecular (Allen, 1976; J@rsensen & Jensen, 1994).

Portanto, os microorganismos devem hidrolisar inicialmente estes polimeros e
macromoléculas fora da célula, naturalmente sintetizados, transformando-os em
substratos menores (como mondmeros e pequenos oligdmeros) para que estes possam
atravessar a membrana celular entrando, dessa forma, em seu metabolismo (Hoppe,
1983; Hoppe et al., 1988; Chrost, 1989, 1992; Arnosti & Repeta, 1994). Sabe-se que
moléculas maiores que 600 Da sdo muito grandes para ultrapassarem com facilidade as
membranas de bactérias (Weiss et al., 1991) e por isso devem ser enzimaticamente
hidrolisadas fora da célula.

E, por conseguinte, duplo o impacto dos microorganismos em aguas naturais:
por um lado eles retiram nutrientes do sistema transportando-os para niveis tréficos
superiores, e por outro lado sdo responsaveis pela disponibilidade de parte desses

nutrientes.
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Dentre as enzimas o sub-grupo 3.2., ou seja, as glicosidases (3 é naimero
indicador do grupo das hidrolases, 2 é o nimero indicador do grupo das glicosidases),
englobam ndo somente as enzimas que agem sobre glicosideos simples, mas também
enzimas que hidrolisam liga¢des glicosidicas em polissacarideos (Dixon & Webb, 1979).
Sdo enzimas que removem grupos glicosidicos por hidrélise de uma terminagao nao-
reduzida, ou seja, transferindo uma unidade glicosidica para a 4gua (ou para outra
unidade glicosidica, embora haja uma preferéncia pela primeira opcao), sendo os
produtos das reagdes de transferéncia suscetiveis a hidroélises posteriores (Matheson &
MacCleary, 1985).

As glicosidases que agem sobre polissacarideos removem monossacarideos e
representam, juntamente com as liases, o conjunto de enzimas que degrada essas
macromoléculas (Matheson & McCleary, 1985; Gorton et al., 1994), sendo por isso
também chamadas de polissacarases ou polissacaridases. Desta maneira, ha enzimas
capazes de degradar o polissacarideo em oligossacarideos, outras capazes de agir sobre
estes fragmentos menores reduzindo-os a oligossacarideos ainda menores ou a
monossacarideos e estes podem, entdo, ser absorvidos e utilizados pelos
microorganismos.

De acordo com a classificagao utilizada por Chrést (1991) o termo “ectoenzima”
refere-se a uma enzima que é produzida internamente cruzando ativamente a
membrana citoplasmatica e permanecendo associada com seu produtor. Estas enzimas,
ligadas a superficie da célula, sdo as chamadas periplasméticas e podem reagir com

2

substratos poliméricos fora da célula. Outro termo utilizado é “enzima extracelular”,

para enzimas que atuam na forma livre, ou seja, dissolvidas na d4gua e/ou adsorvidas a
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outras superficies que ndo as de seu produtor (como particulas de detritos, células,
materiais lodosos, etc).

Os maiores produtores de glicosidases extracelulares dentro dos ambientes
aquaticos (dgua e sedimentos em ambientes de 4gua doce e marinho) sdo os
microorganismos heterotréficos, predominantemente bactérias e fungos (Somville,
1984; Meyer-Reil, 1987; Chrost, 1989). Esta classe de enzimas pode também ter sua
origem indireta na liberacao por células danificadas, através da predagao de células
algais por zooplancton (Bochdandsky et al., 1995), através da predacao de bactérias por
protozoarios ou por lise viral (Karner & Rassoulzadegan, 1995).

Através da literatura sabe-se que entre todas as glicosidases estudadas dentro
dos ambientes naturais destacam-se as o e p glicosidases que ja foram encontradas em
aguas eutroficas, acidas, alcalinas, e himicas, entre outras (Somville, 1984; Chrést &
Krambeck, 1986; Chrost, 1989,1992; Miinster et al., 1989; Sabater & Romani, 1996). Mas
outras glicosidases também tém sido pesquisadas, principalmente aquelas relacionadas
com a agricultura e os processos industriais das industrias de alimento, quimica e
farmacéutica.

Por exemplo, as galactosidases sdo produzidas por bactérias (Tryland &
Fiksdal, 1998; Rabiu et al., 2001), por fungos como Aspergillus niger (Ademark et al.,
2001) e também sdo encontradas em ambientes aquaticos (Miinster ef al., 1992 a,b;
MacCammon et al., 1998). As fucosidases ja foram verificadas em bactérias (Kurimura
et al., 1995) e em fungos (Farkas et al., 2000). As manosidases sdo produzidas por

fungos (Ademark et al., 2001; Kurakake & Komaki, 2001), tendo sido também
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encontradas em ambientes aquéticos (Chrést & Krambeck, 1986; Kasnowski &
Wilodarczak, 1991; Miinster et al., 1992 a,b). As arabinosidases sdo produzidas
principalmente por fungos (Luonteri et al., 1995; Burke & Cairney, 1997). As
ramnosidases sdo produzidas por fungos (Manzanares et al., 2000; Gallego et al., 2001) e
também por bactérias (Hashimoto et al., 1999).

De qualquer maneira os dados sobre os produtores dessas enzimas sdo muito
escassos, e outros microorganismos, inclusive outros microheterétrofos aquaticos,
poderdo ser descobertos no futuro. A ocorréncia destas glicosidases em ambientes
aquaticos é extremamente relevante considerando-se que a grande maioria dos
polissacarideos extracelulares de origem algal é composta por heteropolissacarideos
nos quais os monossacarideos arabinose, manose, fucose, ramnose e xilose sao
componentes freqiientes, entre outros.

Os polissacarideos representam a maior parcela de carbono fotossinteticamente
fixado presente na biosfera. Os polissacarideos soltiveis representam a maior fracdo do
carbono organico dissolvido (COD) em ambientes de 4gua doce, sendo estimado em
cerca de 1 a30% do pool da MOD (Chrost et al., 1989; Jorgensen & Jensen, 1994).
Também representam a principal fracdo excretada pelo fitoplancton (Lancelot, 1984;
Myklestad, 1995; Biddanda & Benner, 1997) e por isso o fitoplancton é considerado a
maior fonte autéctone destas macromoléculas em ambientes aquaticos. Contudo pouco
se sabe sobre os fatores que distinguem as fracdes da MOD produzidas pelo fitoplancton
que sao rapidamente remineralizadas pelas bactérias daquelas que ndo o sdo (Keith &

Arnosti, 2001).
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Dentro dos ambientes aquéticos, os polissacarideos podem ter origem terrestre
(al6ctone) ou serem excretados por microorganismos como bactérias e algas
(autoctone). As fungdes bioquimicas dos polissacarideos extracelulares bacterianos e
algais tém atraido grande atencdo nos ultimos anos devido aos papéis assumidos
dentro dos sistemas ecolégicos ao tornarem os microorganismos adaptados a pressoes
seletivas particulares em diferentes ambientes. Em relacao aos excretados algais, apesar
de sua importancia em termos de biomassa, pouco se sabe sobre seu papel ecolégico e
fisiol6gico, mas baseando-se em estudos teéricos, algumas fungdes ecoldgicas tém sido
propostas.

Entre estas fungdes, a utilizacdo como fonte de energia por microorganismos
heterotréficos teria importante papel sobre a coevolugdo de comunidades microbianas
complexas (Fogg, 1983; Wood & Van Valen, 1990); outras fungdes putativas seriam a
interferéncia na troca de substancias com o meio (Myklestad et al., 1972; Wangersky,
1978; Freire-Nordi et al., 1998), a reducao das taxas de afundamento gracas as bainhas
extracelulares (Hutchinson, 1967; Ignatiades & Fogg, 1973; Reynolds & Walsby , 1980),
a inibi¢do da predagdo por organismos zooplancténicos (Porter, 1973; Reynolds, 1986) e
a promocao de condi¢gdes propicias para a manutencao da atividade de determinadas
enzimas (Spijkerman & Coesel, 1998).

Podemos ainda citar a participacao dos excretados algais na formagdo de
agregados gelatinosos (Grossart & Simon, 1993; 1997; Leppard, 1995; Vieira et al., 2006 no
prelo) e particulas gelatinosas transparentes (“transparent exopolymer particles”, TEP,
Passow et al., 1994; Fatibello et al., 2004), a complexagao, ligagdo e remogdo de metais do

meio aquatico (Lombardi & Vieira, 1998; Shah et al., 2000; Freire-Nordi et al., 2005;
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Gouveéa et al., 2005; Lombardi et al., 2005) e o consumo por organismos macroheterotréficos
(Nogueira et al, 2005).

No entanto, entre esta grande variedade de interagdes que podem ocorrer entre algas
e bactérias nos sistemas aquéticos destaca-se como uma das mais importantes a liberagcao
por parte do fitoplancton de COD dtil para a assimilagdo bacteriana (Wiebe & Smith, 1977;
Cole et al., 1982; Bell et al., 1983; Gajewski & Chrost, 1995; Lee & Rhee, 1997). A liberagao de
carboidrato por células algais ativas ou senescentes ¢ uma fonte de recurso de alta qualidade
para a populacdo microheterotréfica dentro dos ambientes aquaticos (Giroldo et al., 2005;
Giroldo & Vieira, 2005) e, por conseguinte, um importante suporte para o crescimento
bacteriano (Freire-Nordi & Vieira, 1996; Freire-Nordi et al., 1998; Giroldo et al., 2003;
Colombo et al., 2004; Giroldo et al., 2005). Uma grande fragdo do carbono organico
produzido pelo fitoplancton é ciclado pelos organismos microheterotréficos, por isso grande
atencado deve ser dada a esta via de recuperagao de recursos.

As cadeias de polissacarideos extracelulares microbianos e algais podem ser
atacados de maneira exoenzimética ou endoenzimatica levando a uma degradacao
rapida ou lenta, respectivamente. Mesmo homopolissacarideos lineares podem ser
degradados por vérias enzimas diferentes. Em contraste a este sistema, a hidroélise de
muitos heteropolissacarideos extracelulares de origem microbiana pode ser realizada
por apenas uma polissacaridase, altamente especifica, agindo de forma endoenzimaética
que produz uma série de oligossacarideos de estrutura repetitiva ou multiplos desta

(Sutherland, 1999).
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A fonte da mistura de enzimas que degrada polissacarideos pode ser
proveniente de uma tnica espécie microbiana ou, mais comumente, uma mistura de
espécies. Devido a este fato, na natureza, os microorganismos coexistem préximos e
sdo freqlientemente encontrados em consoércios capazes de degradar substratos
complexos, como usualmente sdo os polissacarideos extracelulares de algas, que nao
poderiam ser utilizados por espécies individuais.

E relativamente raro encontrar uma cultura bacteriana pura capaz de degradar
um grupo de polissacarideos sozinha, isto porque as enzimas que degradam
polissacarideos sdo usualmente muito especificas, e dificilmente estas irdo agir sobre
mais de um polissacarideo a menos que as estruturas sejam muito similares, embora
poucos casos sejam conhecidos (Sutherland, 1999).

Em ambito internacional muitos trabalhos tratam da relagdo de glicosidases
com homopolissacarideos de interesse industrial, como por exemplo, celulose e amido
(Guilbot & Mercier, 1985; Gorton et al., 1994), ou heteropolissarideos como as
hemiceluloses (Gorton et al., 1994) e também outros tipos, como aqueles produzidos
por bactérias laticas, importantes para a producdo de produtos fermentados de leite
(Pham et al., 2000; Van Casteren et al., 2000).

Outros autores investigaram a relagao entre atividade enziméatica extracelular e
substratos de carboidratos artificiais, assim como o modo de utilizacdo destes
substratos por bactérias (Hoppe, 1983; Somville, 1984; Hoppe et al., 1988; Chrost et al.,
1989; Foreman et al., 1998; Sinsabaugh & Foreman, 2001). Contudo, sdo escassos os

trabalhos que tratam da relagdo entre glicosidases especificas com os diversos
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tipos de polissacarideos naturais de ambientes aquéticos (Chrdést, 1991; Miinster, 1991;
Miinster et al., 1992 b), especialmente aqueles produzidos por algas, assim como suas
implicacOes ecoldgicas.

A proposicdo do presente trabalho é diminuir esta lacuna existente entre as
pesquisas com polissacarideos de interesse econdmico e os encontrados naturalmente
nos corpos d’dgua. A necessidade de trabalhos laboratoriais utilizando populacdes
produtoras de enzimas extracelulares, tanto as adsorvidas as superficies quanto
aquelas livres em solugdo, provenientes de ambientes aquaticos, também deve ser
destacada pois se sabe que a interpretacdo de dados vindos de campo €, por vezes,
problemética e deve ser muito cuidadosa devido a complexidade das vias metabdlicas
e das muitas condigdes sem controle, sendo, portanto, muito dificil entender a
regulacdo das enzimas apenas por dados obtidos em campo (Overbeck, 1991).

No Brasil ndo sdo conhecidos estudos a respeito de ectoenzimas ou enzimas
extracelulares ligadas a superficies, em ambientes aquaticos.

O reservatério de Barra Bonita recebe as dguas dos rios Piracicaba e Tieté,
ambos eutrofizados, sendo que este segundo rio contribui com o despejo de grande
parte do esgoto da cidade de Sdo Paulo. Considera-se, portanto, que haja uma alta
atividade enzimatica presente para a degradagao tanto dos compostos glicosidicos
presentes no proprio esgoto quanto dos carboidratos excretados pelas populacoes
bacterianas e fitoplancténicas que tiveram seu crescimento elevado pelo aumento do
suprimento de nutrientes, principalmente fésforo e nitrogénio, presentes nestes

despejos. Um grande aumento da quantidade de nutrientes no reservatério tem
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ocorrido nos altimos anos tornando evidente uma aceleragao do processo de
eutrofizacdo neste sistema (Calijuri & Dos Santos, 1996).

Em um reservatoério eutrofizado como Barra Bonita onde a produgdo primaria é
altissima durante todo o ano (Tundisi ef al., 1994) a biomassa de origem fotossintética
liberada diretamente para o corpo d’agua na forma de polissacarideos extracelulares é
marcadamente alta. Em um exercicio tedrico, se considerarmos que a taxa de excrecdo
em populagdes fitoplanctonicas é em torno de 5% da produtividade na forma
particulada e que 90% da matéria orgéanica excretada é composta por polissacarideos
(Vieira et al., 1994) teriamos uma quantidade de cerca de 11.700 toneladas de carbono,
na forma de polissacarideos extracelulares, sendo liberados por ano em todo o
reservatodrio (entretanto, tudo indica que estes valores estejam subestimados). A
obtengdo do maior nimero possivel de informagdes sobre o destino dessa biomassa &,
portanto, uma abordagem necessaria para o estudo da ecologia, e limnologia do
reservatorio.

O desenvolvimento de programas de manejo da qualidade de 4gua dos
reservatorios requer conhecimento suficiente sobre o metabolismo ecolégico do
sistema. Entender este metabolismo significa estudar os processos envolvidos e a

transferéncia de energia entre os diversos niveis tréficos (Calijuri & Dos Santos, 2001).
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1.1. OBJETIVOS

O objetivo central deste trabalho foi relacionar quantitativamente e

qualitativamente as glicosidases envolvidas na degradacdo de polissacarideos com

estes substratos que ocorrem “dissolvidos” no Reservatério de Barra Bonita (SP). Os

polissacarideos, por sua vez, possivelmente estardo sazonalmente relacionados com as

principais espécies fitoplanctonicas encontradas neste reservatério (Anabaena spiroides,

Microcystis spp., Aulacoseira granulata, Aulacoseira granulata var. granulata, Planktothrix

tropicalis, Cylindrospermopsis sp e Cryptomonas sp).

Neste sentido, para o desenvolvimento do objetivo central, foram abordadas as

seguintes hipéteses:

1.

Existe uma correlagdo direta entre os polissacarideos presentes no Reservatério
de Barra Bonita e suas principais espécies fitoplanctonicas.

Existe uma correlacdo direta entre os polissacaridases presentes no Reservatorio
de Barra Bonita e suas principais espécies fitoplanctonicas.

A populagao bacteriana do Reservatério de Barra Bonita participa da producao
de polissacaridases envolvidas na degradacdo de polissacarideos presentes na
represa.

As polissacaridases apresentam-se compartimentalizadas na coluna d’agua do
Reservatorio de Barra Bonita.

Existe um perfil dindmico das populagdes fitoplanctonicas com periodicidade
anual.

As estratégias aplicadas para determinagdo das hip6teses assumidas foram:

11
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Utilizar um ponto de coleta do Reservatério de Barra Bonita situado a 3 km da
barragem como representativo da represa.

Estabelecer seis niveis de profundidade como representativos dos diferentes
estratos da coluna d’agua.

Utilizar uma filtracdo fracionada de amostras representativas da coluna d’agua
para estabelecer a compartimentalizagao.

Realizar andlises periddicas (mensais) da composicdo polissacaridica do
Reservatério de Barra Bonita.

Realizar andlises periddicas (mensais) das atividades enzimaticas do
Reservatorio de Barra Bonita.

Determinar a atividade polissacaridasica das populagdes bacterianas do
Reservatorio de Barra Bonita sobre os polissacarideos da coluna d’agua e sobre
o polissacarideo das principais espécies fitoplanctonicas produzido em

laboratodrio.

12



Materiais e Métodos

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Local de Estudo

O Reservatorio de Barra Bonita (Fig. 1), que é formado pela jun¢ao dos rios
Tieté e Piracicaba, fica situado entre os municipios de Barra Bonita e Igaragu (SP).
Construido em 1963, é o primeiro e o mais eutrofizado do Médio Tieté, integrando o
complexo de seis barragens nas por¢des média e baixa deste rio. Tem como principal
finalidade a geragdo de energia elétrica, mas também é utilizado nas atividades de
lazer e navegacao (Calijuri, 1988).

Este reservatorio esta localizado a 468 m de altitude e apresenta as seguintes

caracteristicas:

Profundidade maxima: 30,2 m

> Area: 32.484 hectares

> Profundidade média: 10,2 m

» Volume total: 3.160 x 106 m3

> Are.a inundada: 310,00 km?

» Superficie da bacia hidrogréﬁca: 32.330 km? .
» Perimetro aproximado: 525 Km

»  Tempo de residéncia da agua: entre 30 e 180 dias

13
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As bacias hidrogréficas dos rios Tieté e Piracicaba estdo entre as mais populosas
do pais. A maior densidade populacional esta localizada na drea
urbana devido ao éxodo rural provocado pela monocultura de cana-de-actcar. A
regido de Barra Bonita é ocupada por cerca de 114.000 ha de cana-de-acticar e possui
uma das maiores industrias de alcool do mundo (1,7 milhdes de litros por dia) que
descarrega seus residuos no Rio Tieté. Os reservatorios a jusante sofrem grandes
impactos devido a estas praticas de cultivo industrial (Calijuri, 1988).

O processo de eutrofizacao do reservatério foi agravado a partir de 1983,
quando se optou por um maior despejo dos esgotos da cidade de Sao Paulo para o Rio
Pinheiros e o lancamento destes no Rio Tieté.

A regido na qual o reservatorio insere-se estéd localizada numa &rea de transicao
entre os climas tropical e subtropical, ndo apresentando estagdes climaticas bem
definidas (Calijuri & Tundisi, 1990).

Os niveis de precipitacdo maiores no verdo (o trimestre mais chuvoso é
dezembro, janeiro e fevereiro) e menores no inverno (o trimestre mais seco é junho,
julho e agosto) sdo os marcadores sazonais mais nitidos nesta area (Calijuri, 1988). A
direcdo dos ventos coincide com o eixo longitudinal do reservatério, predominando os
ventos leste e sudeste de acordo com dados fornecidos pela AES Tieté (UHE Barra
Bonita). Barra Bonita possui um regime polimitico de circulagdo com curtos periodos
de estratificacdo (Calijuri & Tundisi, 1990).

Para a regido do reservatério de Barra Bonita, os solos predominantes sao
latossolo vermelho distroférrico e nitossolo vermelho distroférrico, ambos provenientes

de rocha alcalina (basalto) da formacao Serra Geral, e latossolo vermelho-amarelo
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Estacdo de amostragem
Figura 1: Localizagdo do Reservatério de Barra Bonita no Estado de Sao Paulo e da

estagdo de coleta no reservatoério.

distréfico e argissolo vermelho-amarelo distréfico, provenientes da formacao Botucatu

(Embrapa, 1999).

2.2. Coleta de Amostras

As coletas d’dgua foram realizadas com auxilio de garrafa tipo Niskin (previamente
lavada e enxaguada com agua do reservatério) em 6 profundidades (0,1, 3,5,10 e
fundo, com profundidade média 18 m + 1,84 variando conforme as estacdes do ano). A
penetracao de luz na coluna d’agua foi determinada por quantameter LI-COR (LI-250,
LI-COR Inc.) com sensor esférico LI-193AS. Também foram medidas as variaveis pH,
condutividade elétrica, concentragdo de oxigénio dissolvido e temperatura da dgua por

eletrodos (Horiba U-23).
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As amostras de agua de cada profundidade foram previamente filtradas em
malha com poros de 100 um para eliminagdo de formas zooplanctonicas e grandes
particulas de detritos, e acondicionadas dentro de frascos esterilizados de 2 L em caixas
de isopor com gelo. Os experimentos tiveram inicio aproximadamente 2-3 horas apoés a
coleta, tempo necessario para se chegar ao laboratério em Sao Carlos. Como o intuito
do projeto é abordar o estudo de processos e ndo abordagens limnolégicas no sentido
classico do termo, a maior parte dos experimentos foi efetuada em um tnico ponto nas
coordenadas 22° 32" 34,57 S, 48° 29" 26,4” O. Este ponto esté situado a cerca de 3 km a
montante da barragem, na parte mais larga do reservatério, e onde a mistura das dguas
de ambos os rios ja é completa.

A partir de janeiro de 2003 as andlises de nutrientes passaram a ser feitas no
laboratdrio em substituicdo ao uso do Horiba no campo para as medidas de fésforo,
nitrogénio e silica, seguindo-se as seguintes determinagdes: nitrito e silica (Golterman
et al., 1978), nitrato (Mackereth et al., 1978), amonia (segundo Koroleff, 1976), nitrogénio
e fosforo total (Valderrama, 1981), fosfato total dissolvido e fosfato inorganico

(Strickland & Parsons, 1960).

2.3. Distribui¢ao das Glicosidases Extracelulares nos Diferentes Tamanhos de
Particulas Presentes na Coluna D’Agua do Reservatério

Um dado extremamente importante é o conhecimento da distribuicao das
ectoenzimas e enzimas extracelulares envolvidas com a degradacao dos
polissacarideos na coluna d’adgua: se ocorrem dissolvidas na agua, adsorvidas as

particulas inorgéanicas ou orgéanicas como células, coléides, etc. Para isto foi montado
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um experimento de fracionamento da dgua integral em uma amostra representativa de
toda a coluna d’dgua (amostra composta por agua de todas as profundidades).

A amostra previamente tratada com azida a 0,05%, que se revelou, pelos testes
realizados, ser a substancia mais adequada para interromper a atividade celular sem
inibir a atividade enzimatica extracelular, foi fracionada de modo a serem obtidas as
seguintes fracdes: 100-10 pm; 10-1,2 pm; 1,2-0,2 pm; <0,2 pm (< 0,2 pm = fragdo livre ou
dissolvida). O processo de filtracdo foi realizado com extremo cuidado usando-se
pressdes de vacuo muito baixas (menor que 90 mm Hg) principalmente com os filtros
de menor poro.

No entanto, apés a primeira coleta (realizada em abril de 2003) foram feitas
algumas modificagdes no método que passou a contar com as seguintes fragdes: 70-10
pm; 10-1,2 pm; 1,2-0,45 pm; 0,45-0,2 pm e <0,2 pm (= fragao livre ou dissolvida).

Para o ensaio da presenga de enzimas foi utilizada a metodologia descrita no

item E (se¢do Anadlises).

2.4. Analise Mensal dos Polissacarideos e da Atividade Enzimatica Presentes no
Reservatorio

Partindo-se do pressuposto que a predominancia das espécies fitoplanctonicas
mais importantes do reservatorio varia ao longo do ano e que, portanto, a composicdo
dos polissacarideos na coluna d’agua se altera neste periodo, foram efetuados
experimentos visando relacionar quantitativamente e qualitativamente a atividade
enzimatica das glicosidases e as populagdes algais, pelos polissacarideos presentes na

agua. No laboratdrio, as amostras de 4gua foram analisadas para a quantificacdo dos
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carboidratos presentes e para a determinagdo da composi¢do monossacaridica (tanto
monossacarideos livres quanto poliméricos) por Cromatografia Liquida de Alta
Performance com Detecgao por Pulso Amperométrico (HPLC-PAD item C, secao
Anélises).

A andlise da atividade enzimatica foi realizada de acordo com a metodologia
descrita no item E (secdo Andlises). As amostras de cada profundidade foram
misturadas em partes iguais para compor uma amostra integrada, que representa toda
a coluna d’agua, para a medida de atividade enzimatica total da amostra.

Concomitantemente a esta andlise foram acompanhadas as abundéncias
relativas das espécies fitoplanctonicas no ponto de coleta das amostras por outro
projeto de doutoramento, simultaneamente, no mesmo local e realizada a contagem de
bactérias coradas com DAPI em microscépio de epifluorescéncia (item D, secao

Anélises).

2.5. Degradacio dos Polissacarideos da Coluna d’Agua por Populacées
Microheterotroficas Naturais em Laboratdrio

Este experimento foi realizado em julho de 2004 e repetido em setembro de
2004. Para cada um deles foram coletadas amostras integradas de 40 L de agua do
reservatorio, filtrados previamente em rede de 70 um. Também o in6culo foi coletado
em garrafa especial autoclavada que filtra a entrada do ar (Figura 2).

No laboratério, 20 L da amostra integrada foram filtrados em filtros de fibra de

vidro GF/F (poros de 0,70 pm, previamente lavados e autoclavados) e concentrados
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Entrada de agua (5 cm)
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Figura 2: Sistema de amostragem utilizado para a coleta da 4gua do Reservatédrio de
Barra Bonita (SP) para compor o inéculo da comunidade microbiana. O sistema é
lavado com HCl 10% e autoclavado. A entrada de dgua permanece tampada e é
manuseada apenas dentro da represa para evitar contaminagao por bactérias aéreas. A
agua entra na garrafa quando se abre a saida de ar em cada uma das profundidades-
alvo. Um filtro feito com algodao na mangueira de ar evita a queda de particulas aéreas

no interior da garrafa.

em filtrador de fibra oca (cartucho de 10 KDa) até restar 300 mL. Aliquotas desta
amostra concentrada foram entdo analisadas para a quantificacdo e analise da
composi¢do monossacaridica dos carboidratos poliméricos por cromatografia de gas
(Segdo Analises, item B) e por HPLC-PAD (Secao Analises, item C).

Do restante da amostra coletada em campo, 10,2 L foram divididos em trés

garrafdoes de 4 L com sistema para retirada de amostras (perfazendo um total de 3,4 L
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em cada garrafao), autoclavados em seguida. Apds o resfriamento das amostras foram
montados os experimentos. Dois garrafées receberam 100 mL da amostra concentrada
com os polissacarideos a serem degradados (concentracdo final de 0,54 mg mL -1) e
mais 200 mL do inéculo de 4gua da represa previamente filtrada em poros de 5 um
para reter particulas e células do fitoplancton mas nao as populacdes de
microheterétrofos (bactérias e eventualmente fungos e leveduras).

Também um frasco controle foi preparado da mesma maneira descrita acima
mas tratado com azida a 0,05%. Os frascos do experimento, com tampa provida de
ventilagdo estéril (condigdo aerébica), foram mantidos em estufa a temperatura de 25°C
no escuro, agitados duas a trés vezes ao dia.

Durante 40 dias foram retiradas amostras de 150 mL assepticamente dos
frascos, incluindo o controle, com intervalos de 24 h ou mais, para a anélise da
degradagdo dos polissacarideos que foi acompanhada por cromatografia de exclusao
em gel Sepharose CL-6B (item A) do substrato remanescente e por anélises em HPLC-
PAD dos monossacarideos do polissacarideo remanescente ap6s hidrolise (Segao
Anélises, item C).

Paralelamente foram contadas as bactérias coradas com DAPI em microscépio
de epifluorescéncia (Axioplan Zeiss) (Secao Andlises, item D). Os contetidos de
proteina e carboidrato foram determinados em amostras filtradas em membrana de
poro 0,45 pm através dos métodos de Lowry et al. (1951) (utilizando-se albumina como
proteina padrao) e de Dubois et al. (1956) (utilizando-se glicose como padrao)
respectivamente. A atividade enzimatica foi determinada através da utilizagdo dos

MUF-substratos (Secao Anélises, item E).
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2.6. Degradacao dos Polissacarideos Produzidos pelas Espécies Predominantes do
Fitoplancton em Culturas Axénicas no Laboratério

Para estes experimentos foram utilizados polissacarideos produzidos por
Aulacoseira granulata e Microcystis aeruginosa, espécies estas que predominam no
fitoplancton durante todo o ano, responsaveis pela maior parte da biomassa produzida
no reservatorio.

Para a obtencdo do polissacarideo foram efetuadas culturas axénicas de
Microcystis aeruginosa (Kutzing) Elekin e Aulacoseira granulata var. granulata (Ehrenberg)
Simonsen em garrafées de 20 L de capacidade com 18 L de meio de cultura especifico
(ASM-1 para a cianoficea e WC/C com o dobro da concentragao de silica para a
diatomacea) em pH 7,0. As culturas cresceram sob irradiancia de 200 p mol m2 s
fornecida por tubos fluorescentes de 40 W, com fotoperiodo 12:12 horas e em
temperatura de 23°C £ 1, aeradas por borbulhamento com ar filtrado e umedecido em
agua acidificada (pH 2) e autoclavada. Ao atingirem a fase estaciondaria de crescimento,
as células foram separadas do meio de cultura por filtragdo tangencial em cartuchos de
fibra oca com poros de 0,65 pm. O meio de cultura foi, entdo, concentrado em
rotaevaporador (Biichi 461) a 40°C, dialisado por 24 h em dgua corrente e 24 h em dgua
destilada (renovada varias vezes) em tubos de didlise (Spectrapor ®) com poros que
excluem moléculas de até 12.000- 14.000 Da, previamente fervidos em NaOH 2% (p/v)
e por fim o material foi liofilizado em aparelho Labconco 4.5.

Para a montagem do experimento, uma amostra de d4gua integrada foi
autoclavada e enriquecida com polissacarideo liofilizado obtido (concentragao final de

aproximadamente 1 mg mL) e, sob condicdes assépticas, inoculada com dgua do
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reservatorio filtrada em poros de 5 pm para reter particulas e células do fitoplancton
mas nao as populagdes de microheterdtrofos. Foram feitas duas réplicas do
experimento. Como controle foi utilizado outro frasco com agua preparada da mesma
forma, mas sem o acréscimo da populagdo microheterotréfica. Os frascos do
experimento, com tampa provida de ventilagao estéril, foram mantidos em estufa a
temperatura de 25°C no escuro, agitados duas a trés vezes ao dia.

Durante 40 dias foram retiradas amostras de 150 mL assepticamente dos
frascos, incluindo o controle, com intervalos de 24 h, para as analises da degradacao do
polissacarideo (por HPLC-PAD, item C), da atividade enzimatica (Secdo Analises, item
E) e contagens bacterianas por coloracao com DAPI (Secao Analises, item D). O
contetdo de proteina foi determinado através do método de Lowry et al. (1951)
utilizando-se albumina como proteina padrao. O contetdo de carboidrato total foi
determinado através do método de Dubois et al. (1956) com glicose como padrdo. A
diversidade bacteriana em trés datas (inicio, meio e fim do experimento) foi analisada

utilizando-se regides espacadoras intergénicas (REI’s, Secdo Analises, item F).

Andlises
A) Cromatografia de Exclusdo por Permeagio em Gel

As amostras didrias obtidas nos experimentos 2.5. e 2.6. foram analisadas por
cromatografia de exclusdo por permeagdo em gel, a temperatura ambiente e pH 7, para
o0 acompanhamento da degradacao do polissacarideo. E suposto que com o ataque
bacteriano, o polissacarideo de alta massa molecular seja gradualmente transformado

em fra¢des de menor massa molecular.
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O gel Sepharose CL-6B (Pharmacia, 1x10%-1x10¢ Da) foi utilizado em uma
coluna cromatografica de vidro com dimensdes 1,6 x 100 cm e acessérios compativeis
da Pharmacia. A taxa de elui¢do (fluxo) foi de 1,67 mL min! e 4gua mais 2% de butanol
como eluente. O volume de amostra injetado no sistema foi de aproximadamente 5%
do volume total da coluna. Blue-dextran (2.000 kDa), Dextran T-100 (100 kDa) e
Dextran T-10 (10 kDa), todos da Pharmacia, foram usados como referéncia de tamanho
molecular. As amostras cromatografadas por permeagao em gel foram coletadas em
fracdes de 5,0 mL em coletor de fragdes Frac-200 LKB (Pharmacia) e analisadas pelo
método fenol- sulftarico (Dubois et al.,1956) para a localizagao das fragdes. O quociente
Ve/Vt foi calculado para cada cromatografia, sendo que Ve é o volume de elui¢do do

inicio desta até o pico, e Vt o volume total do gel contido na coluna.

B) Cromatografia de Gds

Para a andlise dos monossacarideos componentes das amostras obtidas no
experimento 2.5, amostras liofilizadas do material foram analisadas em cromatégrafo
de gas HP 5890 Série Il equipado com coluna DB-5 (J & W Scientific) de silica com 30 m
e 0,32 mm de didmetro interno e detector FID. As metodologias seguidas foram as de
Reinhold (1972) e Chaplin (1982) com algumas modifica¢des introduzidas por Paulsen
& Vieira (1994).

A preparacdo da amostra liofilizada para anélise em cromatégrafo a gas inclui
os seguintes itens: metanolizacao, retirada do HCl e derivatizacdo. Para a
determinagao da composicao de monossacarideos utilizou-se aproximadamente 1 mg

da amostra em po6. A esta quantidade de amostra (colocada em tubos selados com
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revestimento de Teflon®) acrescentou-se 1,02 ng de manitol dissolvido em 1 M
HCl/metanol (o manitol é usado como padrao interno). Esta mistura foi deixada em
estufa a 80 °C por 20 horas com a tampa bem apertada.

Ap6s a metandlise o HCl/metanol foi retirado das amostras por secagem por
fluxo com nitrogénio (grau de pureza 4.0) até sua completa evaporacdo. As amostras
foram entdo lavadas trés vezes com 100 uL de metanol, secas com nitrogénio e
colocadas dentro de dessecador sob vacuo. O dessecador foi colocado dentro de estufa
(60°C) por 2 horas. Antes da derivatizagdo as amostras foram reacetiladas para detectar
0s agucares aminados N-acetil glicosamina e N-acetil galactosamina. O procedimento
de reacetilagdo consiste no acréscimo de 0,1 mL de piridina e 0,1 mL de acido acético
glacial, ap6s a agitacao aguardou-se 2-3 minutos e secou-se com nitrogénio. Apds a
secagem acrescentou-se 1 mL de HCl/metanol (0,5 M) e levou-se a estufa a 65°C por 1
hora. As amostras foram entdo lavadas trés vezes com 100 uL. de metanol e secas com
nitrogénio.

Para a derivatizagdo utilizou-se 200 pL de TMS (hexametil-disilazano + trimetil-
clorsilan + piridina, na proporcao 2: 1: 3). A solucdo foi agitada (em agitador “vortex”)
por 30 segundos e depois deixada por meia hora em temperatura ambiente, antes das
analises.

A amostra foi injetada em cromatégrafo de gds com microseringa previamente
lavada com piridina. Apenas 1 uL. de amostra tratada foi injetada utilizando-se o
seguinte programa de temperatura: 140°C na injecdo da amostra, seguido de uma

elevacdao de 1°C por minuto até 170°C e a partir deste ponto elevagao da temperatura
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de 6°C por minuto até 250°C e, para a limpeza da coluna, elevagao de 20°C por minuto
até 300°C. As analises foram feitas no modo “split”. A identificacdo e determinacado das
concentragdes dos monossacarideos foi feita pelo software “ChemStation” (HP) a partir
de curvas de calibracdo realizadas com os acticares arabinose, ribose, ramnose, fucose,
xilose, manose, galactose, 4cido galacturénico, glicose, acido glicurénico, N- acetil-

glicosamina, N-acetil-galactosamina (todos da Sigma-Aldrich™).

C) Cromatografia Liquida de Alta Performance com Detecgdo por Pulso
Amperométrico (HPLC-PAD)

Para a identificacdo e quantificagdo dos monossacarideos componentes das
amostras por HPLC-PAD obtidas nos experimentos descritos nos itens anteriores,
amostras de 50 mL foram filtradas em filtros GF/F (Whatman ™), concentradas em
rotaevaporador a 40°C por 100 vezes. As amostras concentradas para 1 mL de volume
foram hidrolisadas com 300 pl HCI 8 M por 12 horas seguindo-se a metodologia de
Gremm & Kaplan (1997) modificada pelo seguinte passo de lavagem: as amostras sdao
lavadas por 3 vezes com 1 mL de dgua deionizada em rotaevaporador com passos de
30 segundos em ultrassom entre cada lavagem. Foram feitas 3 réplicas para cada
amostra.

Ap6s a hidrdlise as amostras foram injetadas em HPLC DX500 equipado com
detector eletroquimico PAD (Dionex™) e coluna Dionex Carbo Pac PA-10 (Dionex™)
para a andlise dos monossacarideos presentes. O aparelho consta de uma bomba de
gradiente GP40, um detector eletroquimico ED40 e um injetor manual LC5 com uma

valvula Rheodyne 9125 e um compartimento para 25 pL. de amostra.

25



Materiais e Métodos

O detector eletroquimico ED40 é equipado com uma célula amperométrica, um
eletrodo de ouro e um eletrodo de referéncia. O eluente usado para a separagao dos
monossacarideos foi 18 mM NaOH e a regeneracao da coluna foi feita com eluente 200
mM a um fluxo de 1 mL min-.

Os monossacarideos livres sao determinados em amostras ndo hidrolisadas.

Para a quantificacdo dos monossacarideos poliméricos (MP) é feito o célculo:

MP = MH - MNH Onde: MH = Monossacarideos de amostras

hidrolisadas (totais) e
MNH = Monossacarideos de amostras ndo

hidrolisadas (livres).

As curvas de calibracdo foram realizadas com os agtiicares: fucose, ramnose,
galactose, glicose, manose, xilose, dcido galacturonico, acido glicurdnico, frutose e
ribose (todos da Sigma-Aldrich™).

Através da metodologia utilizada nas detecgdes em HPLC-PAD os agticares

manose e xilose sao coeluidos e por esta razao aparecem juntos nas determinacdes.

D) Coloragdo com DAPI

A coloracao com 4/, 6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI) é baseada na
metodologia de Porter & Feig (1980).

Para cada 2 mL de amostra fixada em formol (3,6 %) adicionou-se 1,2 mL de

solucdo de trabalho (1 mL de solucdo estoque de DAPI 1 pg mL-! dissolvidos em 7 mL
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de 4gua destilada estéril) e mais 20 mL de dgua destilada esterilizada, totalizando uma
concentracdo final de 0,006 ng mL* de DAPI. Deixou-se a solugdo em repouso por 30
minutos e entdo filtrou-se em filtro de policarbonato preto didmetro de 2 cm com poro
0,45 pm sob pressdo de 5 cm Hg. Colocou-se a membrana corada em uma lamina com
uma gota de 6leo de imersao sem fluorescéncia e cobriu-se com laminula. As ldminas

foram analisadas e contadas em microscépio de epifluorescéncia Zeiss Axioplan.

E) Analise da Atividade Enzimdtica

A atividade enzimética nas amostras foi analisada pelo aumento de
fluorescéncia emitido pela Metilumbeliferona (MUF) liberada pela hidrdlise enzimatica
dos MUF- substratos (ndo-fluorescentes) (Hoppe, 1983; Chrést & Krambeck, 1986;
Hoppe et al.,1988). Para isto foram utilizados nove diferentes MUF- substratos: 4-MUF-
o-L- arabinopiranosideo, 4-MUEF- B-D- fucosideo, 4-MUF-B-L- fucosideo, 4-MUEF-B-D-
galactosideo, 4-MUF-a-D- glicosideo, 4-MUEF-B-D -glicosideo, 4-MUF-o.-D-
manopiranosideo, 4-MUF-B-D- manopiranosideo e 4-MUF-a-L- ramnopiranosideo
(Sigma Chemical CO), que foram escolhidos com base nos monossacarideos presentes
no reservatorio identificados por cromatografia de gas e HPLC-PAD.

O método utilizado, resumido na Fig. 3 é baseado no protocolo de Chroést e
Krambeck (1986) com modificagdes descritas em Chrést & Velimirov (1991). Agua do
reservatorio autoclavada foi utilizada como branco. A concentracdo dos substratos e o
tempo de incubagdo das amostras foram estipulados a partir de pré-experimentos em

temperatura proxima a verificada em campo.
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2 mL de amostra

0,25 mL de solugao de substrato (2 mM) dissolvido em
etilenoglicol monometil eter

< 0,25 ml. de tampao fosfato 0,1 M pH 7,0 .

v
Concentracio final 0,2 mM
de substrato- MUF

< 30 minutos a 25°C .

v

A

Amostra incubada

B pH ajustado para 10 pela adi¢ao de 100 uL. de 5 M
4 NaOH

Leitura de fluorescéncia em
espectrofluorimetro Jasco modelo
FP 6500(excitacio em 365 nm,
emissdo em 450 nm)

Figura 3: Fluxograma apresentando os processos envolvidos na analise da atividade

enzimética das amostras (modificado de Chrést & Velimirov, 1991).

A metodologia utilizada em nosso laboratério basicamente foi: em cada uma
das trés réplicas de 2 mL de amostra usadas sao acrescentados 0,25 mL de solugao de
MUE- substrato (2 mM) dissolvido em etilenoglicol monometil éter
(Methylcellosolve®) mais dgua deionizada e 0,25 mL de tampao fosfato 0,1 M pH 7,0
produzindo uma concentragdo final 0,2 mM; a incubacdo das amostras com os
substratos dura 30 minutos a 25°C. Apds o tempo de incubagao, o pH é ajustado para

10 pela adicao de 100 pL de 5 M NaOH para interromper a atividade enzimatica e
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produzir o méximo de fluorescéncia pelas moléculas de MUF (Chrost & Krambeck,
1986; Miinster et al., 1989).

A leitura de fluorescéncia foi realizada em um espectrofluorimetro Jasco (FP
6500) em temperatura constante de 20°C. Para a obtencao da fluorescéncia da molécula
MUF a excitagao foi feita no comprimento de onda 365 nm e a emissao lida no
comprimento de onda 450 nm (fendas de 10 nm monocromador de emissao e 5 nm
monocromador de excitacao).

A quantificacao da atividade enzimaética foi realizada por uma curva de
calibragdo preparada com sete concentracdes de 4-metilumbeliferona (Sigma Chemical
CO) 1; 5; 12,5; 25; 50; 100; 150 nM dissolvidas em agua do Reservatério de Barra Bonita
autoclavada em pH 10,0. Foram feitas trés réplicas onde 0,25 mL de tampao fosfato
0,1M e 0,25 mL de dgua do reservatoério autoclavada foram acrescentados a 2 mL de
cada concentracdo de 4-metilumbeliferona perfazendo as concentragdes finais dadas

acima.

F) Diversidade Bacteriana por Regioes Espagadoras Intergénicas

A andlise da diversidade bacteriana foi realizada por uma metodologia baseada
em regides espacadoras intergénicas (REIs) dos genes. Por esta metodologia as regides
espacadoras intergénicas dos microorganismos amplificadas por PCR (Polymerase
Chain Reaction) sao adicionadas, por meio de um plasmideo sintético com genes de
resisténcia a ampicilina, a células de Escherichia coli. Tendo em vista que apenas as
células que possuem o plasmideo se desenvolverdo em placas com ampicilina, apds o

plaqueamento as REIs em estudo sdo separadas do plasmideo sintético, analisadas por
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seqlienciamento e comparadas com organismos ja seqiienciados do BLAST (Basic Local
Aligment Search Tool).

O primeiro passo é a extragdo do DNA das amostras, neste caso trés amostras
referentes ao inicio, meio e fim do experimento do item 2.5 com o polissacarideo de A.
granulata. A extracdo foi realizada seguindo a metodologia descrita na apostila técnica
da Fundacdo André Tosello modificada por um passo de lavagem. Centrifugou-se um
volume de 1,5 mL de amostra por 30 minutos a 12000 rpm e o material sedimentado
contendo as bactérias foram ressuspensos em 100 pL de solucao de lise (50 ng uL* de
proteinase K em tampao TE Tris+tEDTA pH 8,0). As amostras foram, entao, 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 rpm e transferiu-se o sobrenadante
para outro tubo.

Em seguida as amostras foram lavadas para a retirada da proteinase K que
poderia continuar agindo sobre o DNA extraido. O sobrenadante foi transferido para
outro tubo, acrescentando-se o mesmo volume de fenol-cloroférmio (24:1) e levando-se
ao “vortex”. A solucdo foi centrifugada por 13000 rpm por 15 minutos. Foram
formadas duas fases sendo a superior transferida para outro tubo, acrescentando-se o
mesmo volume de cloroférmio e levando-se ao “vortex”. Em seguida centrifugou-se a
amostra a 13000 rpm por 15 minutos.

O sobrenadante foi novamente transferido para outro tubo, acrescentando-se 2
volumes de etanol absoluto e 0,1 volume de acetato de sédio 3 M. Centrifugou-se a
13000 rpm por 15 minutos e verteu-se o sobrenadante. Ao material sedimentado

acrescentou-se 500 pL de etanol 70%. Centrifugou-se a 10000 rpm por 5 minutos,
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descartando-se o sobrenadante e deixando-se o material sedimentado secar. Procedeu-
se a reacdo de PCR com 10 puL e congelou-se o restante para reagdes futuras. Para o
préximo passo o material sedimentado foi ressuspenso em agua.

O segundo passo corresponde a reagdo de amplificacdo. As amostras de DNA
foram amplificadas utilizando-se “primers” para o 165 DNAr do Dominio Bacteria de
acordo com o seguinte procedimento. Uma mistura de reacao foi preparada com os

componentes, cujas concentragdes finais sdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1: Concentragdo final dos reagentes para execucao do PCR do Dominio Bacteria.

Reagentes Estoque Concentragao final por reagdo Volume por reagéo (15 uL)
*Solugéo tampéao da Taq 10X 1X 1,5 uL

Primer 968f 10 uM 0,1 uM 0,5 uL

Primer 1401r 10 uM 0,1 mM 0,5 uL

*DNTP's 25 mM 200 uM 2 uL

Taq -polimerase 5 U/uL 2U 0,2 uL

Mg 50 mM 1,3 mM 0,4 u

DNA - - 4 uL

H,O - - 5,9 uL

* Solugao tampao da Taq 10X (100mM Tris-HCl pH 8,6, 500 mM KCl, 1% Triton X-100).

** Solucao de nucleosideos trifosfatados (A, T, C, G).

Os “primers” usados para o DNA 16S do Dominio Bacteria foram:

> 968f-[5 - gc clamp- AAC GCG AAG AAC CTT AC- 3']. Posicao 968-984 do
RNAr 165, relativo a seqtiéncia de E. coli, forward.

> 1401r-[5"- CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG- 3']. Posicao 1378-1401 do

RNAr 165, relativo a seqiiéncia de E. coli, reverse.
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O programa usado para amplificagao foi: 1 ciclo a 94°C por 5 minutos; 10 ciclos
a 94°C por 1 minuto, 66°C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos; 25 ciclos de 1
minuto a 94°C, 60 °C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos e por fim 1 ciclo de 72 °C
por 2 minutos e resfriamento a 4 °C. As amplificacdes foram feitas com uso de um
termociclador Mastercycler personal (Eppendorf).

Em seguida uma corrida em gel agarose 0,8% (em tampao TBE 1X, Tris-borato
90 mM e EDTA 2 mM, mais brometo de etidio) foi realizada para confirmar a
qualidade dos produtos de PCR. Outra corrida em gel agarose 0,8% (em tampao TBE
mais brometo de etidio) foi realizada injetando-se 55 uL. da amostra de DNA
amplificado em cada canaleta para fornecer material para o préximo passo.

O terceiro passo foi a purificagdo dos fragmentos de DNA obtidos pela
amplificagdo e a determinagdo do tamanho e quantidade destes. Para isso as bandas
obtidas na dltima corrida em gel agarose foram recortadas, colocadas em tubos e
purificadas utilizando-se um kit de purificagdo (Promega™). Em seguida fez-se uma
corrida em gel agarose 1% (em tampao TBE mais brometo de etidio), juntamente com
um “ladder” para quantificar o DNA (High DNA Mass Ladder, Invitrogen™) e outro
para determinar o tamanho dos fragmentos (1 kb Plus DNA Ladder, Invitrogen™).

O quarto passo foi a clonagem dos produtos do PCR que foi realizada com o kit
InsT/ Aclone (Fermentas™). Neste passo os fragmentos do DNA das amostras em
questdo sdo inseridos em um plasmideo (pTZ57R/T). Este plasmideo possui uma
seqiliéncia génica de resisténcia a ampicilina e um gene lacZ, cuja seqiiéncia é

interrompida pela presenca de um inserto, passando a ser um gene nao funcional.
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O quinto passo é o procedimento de transformagdo. Em condigdes assépticas
acrescentou-se 1 L do plasmideo ligado com o DNA das amostras a um tubo com 1
mL de bactérias Escherichia coli competentes (cepa DH5a), ou seja, capazes de receber o
novo plasmideo. Estas bactérias receberam um choque térmico (para que suas
membranas permitam a entrada do plasmideo modificado) em banho-maria por 1,5
minuto a 42 °C e em seguida foram colocadas no gelo. Acrescentaram-se 800 uL de
meio LB Broth, e levando-se a estufa giratéria por 1 hora a 37°C. Em seguida
plaquearam-se 200 pL destas bactérias em meio LB Broth mais agar com ampicilina (50
pug mL1), IPTG (isopropil-beta-D-tiogalactopiranosideo 50 uL a 200 mM) e x-gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactopiranosideo 40 uL a 20%) e deixou-se crescer em
Shaker a 37 °C, 200 rpm por 18 horas.

Por causa do gene de resisténcia a ampicilina apenas as células que receberam o
plasmideo pTZ57R/T puderam se desenvolver formando coldnias. O IPTG induz a
atividade da enzima B-galactosidase, cuja expressao é ditada pelo gene lacZ. O X-gal é
um substrato cromogénico que é hidrolisado pela p-galactosidase para formar um
precipitado azul intenso. Quando o plasmideo possui o inserto, este interrompe o lacZ
Com isso, na placa as coldnias brancas possuem o inserto (fragmentos de DNA de
interesse) enquanto as coldnias azuis ndo possuem o inserto.

O sexto passo é o pré-indculo. Com um palito estéril picaram-se as colonias
positivas (brancas) colocando-as em meio LB Broth com ampicilina (10 mg mL-1)
deixando-as crescer em Shaker a 37 °C, 200 rpm por 18 horas. Esse meio turvo foi

centrifugado e o material sedimentado transferido para o préximo passo.
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O sétimo passo sdo as mini-preparagdes. Ao material sedimentado
adicionaram-se 200 pL. de uma solucao de Tris HCI (100 mM, pH 2,5) mais EDTA (10
mM, pH 8,0) levando-o ao “vortex”. Em seguida foram adicionados 10 pL de RNAse,
levando-se ao “vortex” novamente e adicionando-se 200 pL. de uma solugdo de NaOH
(0,2 N) mais SDS (1%). Inverteu-se os tubos por 5 vezes e incubou-se em temperatura
ambiente por 5 minutos. Apés este tempo foram adicionados 200 pL de uma solugado de
acetato de potassio (3 mM, pH 4,88) invertendo-se os tubos novamente por 5 vezes. As
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12000 rpm, passando-se o
sobrenadante para outro tubo e adicionando-se um volume de isopropanol.
Centrifugaram-se as amostras por 15 minutos a 13200 rpm e o isopropranol foi jogado
fora. O material sedimentado resultante foi seco a 60 °C por toda a noite.

O oitavo passo é o seqiienciamento. As amostras foram amplificadas utilizando-
se o kit DYEnamic™ ET dye terminator (GE) segundo as instrugdes do fabricante e
analisado por eletroforese capilar em um aparelho MegaBACE™ (GE). Os resultados
foram obtidos utilizando-se o software MegaBACE Fragment Profiler e comparados
com organismos ja seqiienciados do BLAST (Basic Local Aligment Search Tool;

http:/ /www.ncbi.nlm.nih.cov/BLAST).
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Anélises estatisticas

Foram realizadas analises de correlagdo de Spearman que quantificam quao
bem duas varidveis variam juntas e andlises de regressdo multipla. As anélises de
regressao multipla foram feitas entre as varidveis biolégicas (abundéncia bacteriana,
fitoplancton total, densidade de Microcystis sp, Microcystis aeruginosa, Anabaena
spiroides, Aulacoseira granulata e Cryptomonas sp), atividade heterotréfica (o.-
arabinosidase, - fucosidase, a-glicosidase, - glicosidase, - galactosidase, o-
manosidase, - manosidase e a- ramnosidase) e varidveis fisicas e quimicas
(carboidratos totais, combinados e livres, pH, temperatura, oxigénio dissolvido,
condutividade, turbidez e precipitagdo) para relacionar concentracdes de carboidratos e
as médias de atividade glicolitica por data de coleta. As analises de regressao multipla
foram realizadas para elucidar quais variaveis fisicas, quimicas ou biol6gicas mais
influenciaram as variagdes das atividades heterotréficas no conjunto de dados

investigados.
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3. RESULTADOS
3.1. Dados Limnolégicos

3.1.1. Pluviosidade

Os dados de pluviosidade foram cedidos pela AES Tieté (UHE Barra Bonita),
empresa responsavel pela operacdo da hidrelétrica de Barra Bonita e estdo

apresentados na Fig. 4.
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Figura 4: Pluviosidade mensal (mm) registrada no Reservatorio de Barra Bonita (SP) de

janeiro de 2002 a dezembro de 2004.

Pode-se observar que a precipitacdo foi maior nos meses de novembro,
dezembro, janeiro, fevereiro e margo. Associados aos maiores niveis de precipitagdo
estiveram também as temperaturas mais elevadas, menores tempos de residéncia da
agua e maiores irradiacdes solares (Dellamano-Oliveira, 2006). Os niveis de
precipitacdo menores durante o inverno caracterizam a estagao seca que inclui os

meses de maio, junho, julho, agosto e setembro. Abril e outubro sao considerados
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meses de transicdo entre as estacdes seca e chuvosa. A estagao seca caracteriza-se por
uma maior agdo dos ventos, menores temperaturas, e maiores tempos de residéncia da
agua (Dellamano-Oliveira, 2006). Esta classificagdo sera utilizada para a discussao dos

resultados obtidos em campo.

3.1.2. Parametros Fisicos e Quimicos
A Tabela 2 apresenta um resumo de algumas das varidveis pesquisadas. Os

dados completos estao apresentados nos Anexos de 1 a 3.

Tabela 2: Parametros de qualidade da 4gua do Reservatério de Barra Bonita (SP) verificados

durante o periodo de amostragem de agosto de 2002 a janeiro de 2004.

Parametro Minimo-Maximo  Média (SD)
Disco de Secchi (profundidade) m 0,22-3,90 1,26 (0,92)
Condutividade uS cm™ 100,15-287,33 141,15 (3,09)
pH 5,85-7,89 6,50 (0,32)
Temperatura °C 19,65-28,42 24,08 (0,39)
Oxigénio dissolvido mg L™ 5,46-8,78 6,36 (1,06)
Turbidez NTU 58,04-108,88 86,43 (20,30)
Nitrogénio total ug L' 1806,04-3562,29 2962,85 (526,30)
Nitrito ug L 1,38-48,32 19,23 (17,26)
Nitrato Mg L 1528,44-3162,74 2154,57 (484,51)
Aménia ug L™ 0,42-104,69 21,75 (30,67)
Faésforo inorganico Mg L™ 13,01-170,14 62,65 (47,11)
Fésforo total ug L 31,02-225,33 97,61 (60,75)
Fésforo total disssolvido ug L™ 0,07-210,50 62,01 (50,26)
Silica mgL" 0,47-10,76 3,39 (2,81)

3.2. Atividade Enzimatica das Glicosidases

3.2.1. Analise Mensal da Atividade Enzimatica de Glicosidases Presentes no

Reservatorio
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A Fig. 5 mostra uma representacdo esquematica da coluna d’agua onde
podemos observar as variagdes verticais da atividade enzimatica no reservatério. Em
geral, os maximos de atividade enzimética ocorreram na profundidade 3 m, ou seja,
estdo presentes dentro da zona eufética.

A média da atividade das glicosidases para o periodo integral de coletas foi de
23,74 + 22,67 n moles L -1 h -1 para a-L-arabinosidase; 19,46 £ 12,88 n moles L -1 h - para
B-D- fucosidase; 7,49 + 8,37 n moles L -1 h -1 para B-L- fucosidase; 24,37 + 20,23 n moles
L -1h -1 para a-D- glicosidase; 48,27 + 20,80 n moles L -1 h -1 para B-D- glicosidase; 24,60
+ 43,54 n moles L 1 h -1 para p-D- galactosidase; 37,05 + 37,82 n moles L -* h -1 para a-D-
manosidase; 26,41 £ 21,90 n moles L -1 h -1 para B-D-manosidase e 21,06 + 18,36 n moles
L -1 h -1 para a-L-ramnosidase (Tabela 3).

Apo6s 0s 18 meses de coleta podemos observar uma tendéncia sazonal na
atividade enzimatica total como pode ser observado pelas Figs. 6 e 7. Foram
observados maximos de atividade enzimaética total (Fig. 6) nos meses de outubro de
2002 (maior maximo verificado), dezembro de 2002 e novamente em dezembro de 2003

e picos de atividade enzimatica mais baixos em margo, maio e julho de 2003.
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Figura 5: Atividade enzimética (n moles L -1 h 1) total nas amostras de dgua em
diferentes profundidades (m) do Reservatério de Barra Bonita (SP) determinada
mensalmente no periodo de junho de 2002 a janeiro de 2004. Média das medidas

(n=18).
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Tabela 3: Valores médios de atividade enzimatica (n moles L -1 h -1) de diferentes
enzimas na coluna d’agua do Reservatério de Barra Bonita (SP) determinada

mensalmente de agosto de 2002 a janeiro de 2004. * = ndo detectado.

Data a-L-ara b-D-fuc b-L-fuc a-D-glic  b-D-glic  b-D-gal a-D-ma b-D-man a-L-ram

30/8/02 16.05 29.08 14.88 28.29 51.43 188.05 105.39 19.42 0.00

30/9/02 36.96 25.92 8.23 2.20 40.91 1.45 20.71 21.79 0.00
28/10/02 64.81 30.09 18.31 46.32 68.51 27.53 29.17 30.54 56.75
27/11/02 13.91 29.06 23.64 21.01 42.23 17.91 14.16 22.41 34.57

12/12/02 87.99 28.62 15.53 37.91 61.80 24.50 61.62 44.74 22.95
27/1/03 30.95 39.68 11.62 40.63 53.45 11.38 55.53 21.01 36.04

24/2/03 25.00 26.24 9.08 24.39 46.23
24/3/03 25.42 21.82 0.06 45.48 49.86 3.78 35.87 2.31 16.93
28/4/03 8.90 7.07 * 13.64 16.22 7.49 8.65 6.83 13.10
19/5/03 6.57 1.88 * 9.93 18.90 36.78 2.72 12.59 18.51
30/6/03 0.00 * * 2.20 40.91 413 20.72 21.79 2.49
29/7/03 1.07 3.64 1.74 4.58 2714 55.12 6.74 34.47 *
26/8/03 33.99 4.73 * 1.06 24.56 0.00 6.06 16.75 1.24
22/9/03 11.59 * 0.32 6.70 55.61 1.60 17.32 4.41 *
27/10/03 9.38 11.90 0.00 25.95 71.27 0.00 3.96 30.98 *
24/11/03 5.03 * 0.19 47.33 66.31 18.46 71.08 11.55 *
12/12/03 32.83 * 2.62 68.29 95.00 32.08 135.23 52.94 24.96
27/1/04 16.84 * 0.24 12.81 58.44 3.52 34.99 96.54 *

120

100

80

60

e
\

40

Atividade enzimatica
(nmoles L ! h'1)

20

—
/i/-.
.(

“«

02
02
02
02
02
03
03

2003 -
2003
2003
2003
2004

L e e e
n M N M ®
© © © © ©
L L L L e Lee e
X P S - N =N D T B O KN
L T T T L L Q QL2 Q5585 =q =
S O X N A KN B I B & 0 ¢ ¥ 2 - N
® ® N N -~ N N NN~ ® N 6 Jd T T © R
N & K F & N
N N -

Figura 6: Variacao dos valores médios da atividade enzimatica total (n moles L -1 h -
1) nas amostras de dgua do Reservatério de Barra Bonita (SP) determinada

mensalmente de agosto de 2002 a janeiro de 2004.
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Quando observamos o comportamento das enzimas separadamente (Fig. 7)

verificamos para algumas delas um claro padrao sazonal com atividades elevadas

durante o periodo chuvoso (primavera e verao) e diminuindo nos periodos de menor

precipitagdo (outono e inverno), o que pode ser corroborado pela significativa

correlagdo (correlacdo de Spearman r = 0,5; p<0,001) encontrada entre a atividade

enzimatica total e os valores de precipitacdo. Apenas as enzimas B-D- galactosidase e -

D- manosidase nao seguiram este padrao.
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Meédia da atividade enzimaética (n moles L -1 h -1) para cada enzima nas

agosto de 2002 a janeiro de 2004.
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3.2.2. Distribuicdo das Glicosidases Extracelulares nos Diferentes Tamanhos de
Particulas Presentes na Coluna D’Agua do Reservatério

A Fig. 8 apresenta os resultados da distribui¢do de atividade enzimética entre
os diferentes tamanhos de particula.

Em novembro de 2002 as maiores atividades enzimaticas de trés enzimas, o-L-
arabinosidase, f-D-galactosidase e a-D-manosidase, estavam associadas as maiores
particulas principalmente as fragdes de 100-10 e 10-1,2 um e, no caso da ultima enzima,
apenas na fragdo 100-10 um foi verificada atividade. Entretanto para outras enzimas (f3-
D-fucosidase, a-D e B-D- glicosidase) verificou-se que a maior parte da atividade
enzimatica estava presente na fracdo menor de 0,2 um. Durante esta coleta ndo foi
verificada a¢do enzimaética sobre os substratos B-L-fucosideo, -D- manopiranosideo e
o-L-ramnopiranosideo.

Em abril de 2003 as atividades de todas as enzimas estiveram bem distribuidas
entre todos os tamanhos de particulas. Apenas B-D-fucosidase nao apresentou
atividade na fragdo livre.

Em junho de 2003 apenas uma pequena parte da atividade estava presente na
fragdo livre para as enzimas a-L-arabinosidase, B-L-fucosidase e a-D- glicosidase. A
enzima B-L-fucosidase teve sua maior atividade relacionada com as fragdes de maior
tamanho e ndo foi verificada atividade na fragdo livre. As enzimas B-D- galactosidase,
o-D e B-D-manosidase e a-L-ramnosidase apresentaram a maior parte da atividade na
fragdo livre. A enzima B-D- glicosidase apresentou aproximadamente a mesma

atividade na fragdo livre e nas fra¢des aderidas a particulas.
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Em agosto embora ocorra alguma variagao, para a maioria das enzimas as
maiores atividades foram registradas nas fragdes 70-10 pm, 1,2-0,45 um (que abrangem
a maior parte da atividade de enzimas ligadas a células bacterianas e de fungos) e < 0,2
m em proporgdes mais ou menos iguais para cada uma das fragdes. E o que podemos
verificar para as enzimas B-D- glicosidase, a-D- e B-D- manosidase. A enzima a-D-
glicosidase ndo apresentou atividade na fracao livre, neste més.

Em dezembro de 2003 grande parte da atividade enzimaética ocorreu na fragao
livre para todas as enzimas verificadas no periodo (a-D- e B-D- glicosidase, 3-D-
galactosidase, a-D- e f-D- manosidase).

O ultimo experimento de fracionamento da atividade enzimatica foi realizado
em janeiro de 2004. Nesta coleta as maiores atividades enzimaticas foram encontradas
na fragdo de tamanho maior (70-10 um) e na fragdo de tamanho menor. A fracao menor
que 0,2 um foi responsavel por 80 a 89% da atividade enzimatica registrada para as
enzimas o-L-arabinosidase, a-D-glicosidase e B-D-galactosidase. Elevadas atividades
para as enzimas B-D-fucosidase, B-D- glicosidase, a-D- e f-D- manosidase foram
registradas para a fracdo maior (70-10 um). Nao foi verificada atividade na fracao livre
para os substratos B-D-fucosidase, a-D- e B-D- manosidase, assim como ndao houve
acdo enzimatica em nenhuma das fra¢des sobre o substrato B-L-fucosideo. O substrato
o-L-ramnopiranosideo nao foi utilizado neste experimento.

A Fig. 9 apresenta um resumo da atividade enzimatica total nas fragdes
verificada no periodo de estudo e como podemos observar ha uma tendéncia de

elevacdo das atividades enzimaticas durante a estagdo chuvosa.
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Figura 9: Atividade enzimatica total (n moles L1 h1) nas diferentes fragdes,
quantificada nas amostras de agua do Reservatorio de Barra Bonita (SP) coletadas

mensalmente de novembro de 2002 a janeiro de 2004.
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Figura 10: Atividade enzimatica total (n moles L -1 h -1) separada entre as fragdes 70-0,2
pm e menor que 0,2 um nas amostras de dgua do Reservatério de Barra Bonita (SP)

coletadas mensalmente de maio de 2003 a janeiro de 2004.
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Este padrao temporal voltou a ser visto através dos dados obtidos a partir de
maio de 2003 quando durante as coletas mensais foram realizadas além das medidas
de atividade enzimatica total as medidas da atividade presente na fragdo dissolvida
(<0,2 pm) (Figs. 9 e 10). A Fig. 9 apresenta um resumo das atividades enziméticas totais
vistas neste periodo.

Na Fig. 11 sdo apresentados os resultados da separagao da atividade de cada
enzima nas duas fragdes: 70-0,2 pm e < 0,2 pm para o periodo de maio de 2003 a janeiro
de 2004. Quatro enzimas apresentaram maiores valores durante a estacdo seca: a-L-
arabinosidase, B-D- fucosidase, B-L- fucosidase e , B-D- galactosidase e as demais
durante a estagdo chuvosa: a-D- glicosidase, B-D- glicosidase, o-D- manosidase e -D-
manosidase. Os valores de atividade enzimatica na fracdo livre alcangaram em média
12% da atividade total entre 2003 e 2004 (Tabela 4).

Quando comparamos os valores de atividade na fracdo livre com o nimero de
bactérias (Fig. 12) podemos observar que estes dois dados estao relacionados. Essa
relagdo entre a atividade da fracao livre e a densidade bacteriana é confirmada pela
correlagdo de Spearman (r=0,50). Provavelmente quanto maior a quantidade de células
bacterianas mais enzimas livres sdo produzidas e liberadas para o ambiente, como
seria de se esperar. Podemos assumir que a atividade registrada na fragao dissolvida
nao é proveniente de danos durante a filtracdo devido aos cuidados tomados no

processo.
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Atividade enzimatica (n moles L -1 h -1) separada entre as fragdes 70-
0,2 pm e menor que 0,2 pm nas amostras de dgua do Reservatério de Barra

Bonita (SP) coletadas mensalmente de maio de 2002 a janeiro de 2004.

Figura 11
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Figura 12: Atividade enzimatica (n moles L - h -1) na fragdo livre comparada com a
densidade bacteriana (células mL-1) nas amostras de 4gua do Reservatdrio de Barra

Bonita (SP) coletadas mensalmente de maio de 2003 a janeiro de 2004.

Tabela 4: Porcentagem de atividade enzimatica (n moles L -1 h -) encontrada na fragdo livre em
relacdo ao total para cada enzima nas amostras de dgua do Reservatério de Barra Bonita (SP)

coletadas mensalmente durante o periodo de maio 2003 a janeiro de 2004.

Enzima Média fracdo <0,2 ym

o-L-Arabinosidase 8.40
B—D- Fucosidase 5.58
B-L -Fucosidase 0.1

o—D- Glicosidase 14.24
B-D- Glicosidase 26.94
B-D-Galactosidase 9.04

o—D- Manosidase 20.85
B—D- Manosidase 22.58
a-L-Ramnosidase 7.52
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3.3. Analise Mensal dos Polissacarideos Presentes no Reservatério

Os resultados das anédlises da composicdo monossacaridica dos carboidratos
obtidos nos 20 meses de estudo (junho de 2002 a janeiro de 2004) foram combinados
em trés tabelas (Tabelas 5, 6 e 7) e nas Figs. 13, 14, 15,16 e 17.

Como em média 92% do total de carboidratos nas amostras de d4gua de Barra
Bonita tinha estrutura polimérica, o mais correto seria usar os termos carboidratos
coloidais e dissolvidos pois a maioria dos carboidratos poliméricos de grande massa
molecular ocorre na forma coloidal. Por outro lado, ocorrem também carboidratos
livres e poliméricos de baixa massa que nao formam coléides e estdo realmente na
forma dissolvida. Porém por questao pratica, continuaremos a usar o termo
“dissolvido”.

Os padrdes de distribuicdao dos agticares nas profundidades amostradas sao
vistos de maneira resumida na Fig. 13. Os méaximos das quantidades de agticar
ocorreram na maioria das vezes em 5 m de profundidade, mas algumas vezes também
em 1, 3 e 0 m. E interessante notar que as maiores quantidades de carboidratos entre 1 e
3 m estdo localizadas na zona eufética, ou seja, coincidem com a camada de maxima
produgdo primadria (Antonio, 2006), assim como foi observado para a distribui¢do de
atividade enzimatica.

A quantidade de carboidratos totais variou de 0,50 (julho de 2003) a 6,83 mg L1
(abril de 2003) sendo em média 2,43 mg L1 + 1,85 e puderam ser verificados 4 maximos
da quantidade de carboidratos totais dissolvidos (Fig. 14); o primeiro ocorreu de agosto
de 2002 a outubro de 2002, o segundo em dezembro de 2002, o terceiro em abril de

2003, e o ultimo em setembro de 2003. Pode-se deduzir destes dados que a quantidade
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Figura 13: Andlise da composicdo monossacaridica total (mg L) nas amostras de dgua
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mensalmente no periodo de junho de 2002 a janeiro de 2004. Média das medidas

(n=18).
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Figura 14: Concentragao de carboidratos totais dissolvidos (mg L-1) nas amostras de
agua do Reservatério de Barra Bonita (SP) coletadas mensalmente no periodo de junho

de 2002 a janeiro de 2004.

de carboidratos dissolvidos no reservatorio é cerca de 7.679 toneladas ano-!, levando-se
em consideracdo a média anual de 2,43 mg L de carboidratos totais e o volume do
reservatorio.

As Tabelas 5 e 6 e a Fig. 15 apresentam os agticares totais dissolvidos detectados
pelas analises por HPLC-PAD. Os carboidratos totais dissolvidos foram compostos
principalmente por glicose (0,03-2,99 mg L1, média de 0,59 mg L1 £ 0,63) e
manose/ xilose (0-2,43 mg L1, média de 0,51 mg L1 + 0,55) e ramnose (média de 0,42
mg L1 +0,37). Também por quantidades menores de, em ordem decrescente de
concentracdo, galactose (média de 0,28 mg L1 + 0,27), arabinose (média de 0,18 mg L1 +

0,15), fucose (média de 0,17 mg L1 £ 0,12), frutose (média de 0,17 mg L1 + 0,56),
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Tabela 5: Valores médios para composicdo monossacaridica total de carboidratos (mg L)
nas amostras de 4gua do Reservatério de Barra Bonita (SP) coletadas mensalmente no

periodo de junho de 2002 a janeiro de 2004. * = nao detectado.

Data Fuc. Ram. Ara. Gal. Gli. Man./Xil. Fru. Rib. Ac.Gal. Ac.Gli.

10/6/02 029 070 032 043 1.21 0.49 0.23 0.12 * *
25/6/02 0.05 0.06 004 0.08 0.17 0.17 0.00 0.04 * *
24/7/02 0.08 011 005 0.09 0.14 0.18 0.02 0.01 * *

14/8/02 015 026 0.08 0.21 0.31 0.35 0.01 0.01
30/8/02 0.18 040 023 041 1.00 243 0.05 0.01
30/9/02 030 088 021 038 0.71 0.65 0.15 0.03
28/10/02 040 065 046 061 0.74 1.05 0.08 0.00
27/11/02 026 054 038 036 0.44 0.66 0.03 0.00
12/12/02 039 1.06 034 056 0.88 0.94 0.03 0.01
13/1/03 028 078 025 0.38 0.63 0.61 0.03 0.03 * *

27/1/03 009 023 017 0.16 047 0.03 0.04 0.02 * *

24/2/03 009 0.12 010 0.12 0.12 0.53 0.18 0.04 0.07 0.02
24/3/03 014 061 019 036 1.22 0.91 0.18 0.01 0.00 0.00
28/4/03 030 134 022 038 041 122 270 0.01 0.14 0.11
19/5/03 0.00 0.00 0.00 0.00 0.73 0.02 0.08 0.00 0.20 0.00
30/6/03 022 017 013 0.02 0.03 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00
29/7/03 0.04 0.02 002 0.01 0.07 0.02 0.03 0.02 0.20 0.09
26/8/03 0.01 000 003 0.03 0.10 0.07 0.00 0.00 0.07 0.25
22/9/03 012 072 054 122 299 0.41 0.00 0.00 0.00 0.00
27/10/03 0.11 013 010 0.13 0.20 0.14 0.02 0.00 0.03 0.03
24/11/03 010 023 0.09 021 0.46 0.31 0.00 0.00 0.06 0.05
12/12/03 0.15 035 0.13 021 0.27 0.19 0.03 0.03 0.08 0.05
27/1/04 010 0.28 0.11 0.17 0.26 0.31 0.00 0.00 0.05 0.05

EE
EE

*
*

Tabela 6: Valores médios em porcentagem para composicdo monossacaridica total de
carboidratos nas amostras de 4gua do Reservatorio de Barra Bonita (SP) coletadas

mensalmente no periodo de junho de 2002 a janeiro de 2004. * = ndo detectado.

Data Fuc. Ram. Ara. Gal. Gli. ManJ/Xil. Fru. Rib. Ac.Gal. Ac.Gli.

10/6/02 8 19 9 11 32 13 6 3 * *
25/6/02 8 10 6 13 29 28 0 6 * *
24/7/02 12 16 7 13 20 27 3 1 * *
14/8/02 11 19 6 15 22 25 1 0 * *
30/8/02 4 8 5 9 21 52 1 0 * *
30/9/02 9 27 6 12 21 20 4 1 * *
28/10/02 10 16 12 15 19 26 2 0 * *
27/11/02 10 20 14 14 17 25 1 0 * *
12/12/02 9 25 8 13 21 22 1 0 * *
13/1/03 9 26 8 13 21 20 1 1 * *
27/1/03 6 17 12 12 34 2 3 2 * *
24/2/03 7 8 8 9 8 38 13 3 5 1
24/3/03 4 17 5 10 34 25 5 0 0 0
28/4/03 4 20 3 6 6 18 39 0 2 2
19/5/03 0 0 0 0 71 2 8 0 20 0
30/6/03 39 30 22 3 4 0 0 0 2 0
29/7/03 8 3 4 2 14 4 6 3 40 18
26/8/03 1 0 5 6 18 13 0 0 13 45
22/9/03 2 12 9 20 50 7 0 0 0 0
27/10/03 12 14 11 15 23 16 2 0 3 3
24/11/03 7 15 6 14 30 21 0 0 4 3
12/12/03 10 24 9 14 18 13 2 2 5 3
27/1/04 8 21 8 13 19 23 0 0 4 4
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Figura 15: Concentragao dos monossacarideos dissolvidos (mg L) nas amostras de

agua do Reservatério de Barra Bonita (SP) coletadas mensalmente no periodo de junho

de 2002 a janeiro de 2004.

acido galacturonico (média de 0,08 mg L1 + 0,07), acido glicurénico (média de 0,05 mg
L1£0,07), e ribose (média de 0,02 mg L + 0,03).

As abundancias relativas dos monossacarideos encontradas em nosso estudo
foram em média: 24% glicose, 21% manose/xilose, 17% ramnose, 12% galactose, 7%
fucose, 7% arabinose, 7% frutose, 3% acido galacturdnico, 2% acido glicurdnico e 1%

ribose, valores muito préoximos aos encontrados para ambientes de 4gua doce como

sera discutido a seguir.
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Tabela 7: Composigdo de carboidratos dissolvidos em porcentagem nas amostras de

agua do Reservatério de Barra Bonita (SP) coletadas mensalmente no periodo de junho

de 2002 a janeiro de 2004.

Data Combinado (%) Livre (%)
10/6/02 90 10
25/6/02 90 10
24/7/02 96 4
14/8/02 98 2
30/8/02 99 1
30/9/02 73 27

28/10/02 97 3
27/11/02 100 0
12/12/02 98 2
13/1/03 99 1
27/1/03 99 1
24/2/03 100 0
24/3/03 99 1
28/4/03 100 0
19/5/03 93 7
30/6/03 91 9
29/7/03 98 2
26/8/03 58 42
22/9/03 82 18
27/10/03 77 23
24/11/03 98 2
12/12/03 88 12
27/1/04 99 1

Em média 92% (2,28 mg L1 £1,75) do total de carboidratos dissolvidos (Tabela
7) tinham estrutura polimérica, ou seja estavam combinados, sendo que as maiores
porcentagens de carboidratos poliméricos foram encontradas em novembro de 2002,
fevereiro de 2003 e abril de 2003 e a menor em agosto de 2003.

Os carboidratos dissolvidos livres, compostos principalmente por glicose mas
também por quantidades muito pequenas de todos os monossacarideos averiguados,
variaram de 0 a 1,13 mg L (em média 0,16 + 0,31 mg L) atingindo 8% (em média) do

total de carboidratos dissolvidos.

54



Resultados

Os méximos verificados para os carboidratos totais dissolvidos coincidiram com os
maéaximos registrados para densidade fitoplanctonica (floragdes) tendo as cianobactérias
dominado durante os meses mais chuvosos (principalmente Microcystis sp, M.
aeruginosa e Anabaena spiroides) enquanto que as diatomaceas (principalmente A.
granulata) e criptoficeas (Cryptomonas sp) estiveram presentes em maiores densidades
durante os meses mais secos (dados obtidos em colaboracdo com Dellamano-Oliveira,
2006) (Fig. 16).

O primeiro aumento da quantidade de carboidrato total dissolvido foi
concomitante as densidades fitoplanctonicas de 13.189 células mL (agosto de 2002) e
12.081 células mL ! (outubro de 2002). Em agosto de 2002 M. aeruginosa, Microcystis sp e
A. granulata foram os organismos que mais contribuiram em densidade contrariando o
predominio de diatomaceas e criptoficeas nos meses mais secos talvez por estes serem
meses de transicdo entre as estagdes seca e chuvosa (Figs. 16 e 17). Em outubro de 2002
apenas as cianoficeas predominaram (M. aeruginosa, Microcystis sp e A. spiroides). Os
principais monossacarideos verificados nestas datas foram manose/xilose, glicose,
ramnose e galactose (Fig. 15, Tabelas 5 e 6). As altas concentragdes desses
monossacarideos talvez expliquem as maiores atividades enzimaticas observadas em
agosto de 2002 para a-D- manosidase e B-D- galactosidase. O mesmo pode ter
acontecido em outubro de 2002, quando se destaca uma elevada atividade enzimatica
das enzimas o-D- e B-D-manosidase, a-D- e -D- glicosidase, B-D-galactosidase e a-L-

ramnosidase (Tabela 3 e Fig. 7).
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Figura 16: Densidades fitoplanctonicas (células mL-) das populagdes predominantes
nas amostras de dgua do Reservatério de Barra Bonita (SP) coletadas mensalmente no

periodo de junho de 2002 a janeiro de 2004.

Em dezembro de 2002 foi observada uma pequena elevagdo do namero de
individuos do fitoplancton (7.769 células mL 1) (M. aeruginosa e Microcystis sp) que
coincidiu com a concentracdo maxima de carboidratos verificada na data (Figs. 16 e
17). Os principais monossacarideos presentes nesta data foram ramnose,
manose/ xilose, glicose e galactose (Fig. 15, Tabelas 5 e 6). Nesta data foi verificada uma
grande atividade enzimética total composta pelas atividades das enzimas o-L-

arabinosidase, a-D- e -D-manosidase, a-D- e B-D- glicosidase.
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Durante a concentragdo méxima de carboidrato em abril de 2003 foi observada a
maior densidade fitoplanctonica (15.173 células mL-!) e o maior pico de carboidrato
total, com o predominio de cianoficeas (Microcystis sp) e diatomaéceas (A. granulata)
(Figs. 16 e 17). As principais atividades enzimaticas desta data foram das enzimas o-D-
e B-D- glicosidase e a-L- ramnosidase (Tabela 3 e Fig. 7). Em setembro de 2003,
Microcystis sp e Cryptomonas sp foram os organismos que mais contribuiram com a
densidade fitoplanctonica de 2.976 células mL (Figs. 16 e 17). O méximo na
concentracgdo de carboidratos observado nesta data foi composto principalmente de
glicose, galactose e ramnose e as maiores atividades enzimaticas registradas foram
para a-D- e B-D- glicosidase e a-D-manosidase, assim como uma elevacdo da atividade

de B-D- fucosidase em outubro de 2003.
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Figura 17: Distribui¢do conjunta das densidades fitoplanctonica e bacteriana (células
mL-1), dos carboidratos totais dissolvidos (mg L) e da atividade enzimatica
extracelular (n moles L -1 h -) nas amostras de dgua do Reservatério de Barra Bonita

(SP) coletadas mensalmente no periodo de junho de 2002 a janeiro de 2004.
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3.4. Degradacido dos Polissacarideos da Coluna d’Agua por Populacées

Microheterotroficas Naturais em Laboratério

A degradacao dos polissacarideos foi acompanhada pelas metodologias ja

descritas, por 43 dias, durante os quais foram feitas 15 amostragens de forma asséptica

dos frascos experimentais e do controle, com intervalos de 24 h nos primeiros 8 dias e

com intervalos de tempo maiores ap6s este periodo.

A cromatografia em gel (Fig. 18) revelou que o polissacarideo proveniente da

agua do reservatorio era composto por varias fragdes com diferentes massas

moleculares: Ve/Vt=0,3; 0,4; 0,6 e 0,7 (volume eluido/volume total).
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Figura 18: Fragdes provenientes do substrato em decomposicao que foram eluidas

através de cromatografia de gel em Sepharose CL-6B durante o experimento

de Degradacao dos Polissacarideos da Coluna d’ Agua por Populacdes

Microheterotréficas Naturais em Laboratério realizado em julho de 2004. Valores

de Ve/Vt sobre os picos. As setas indicam a posi¢ao dos dextrans 2,000 kDa (Ve/Vt
0,3) e 10 kDa (Ve/Vt0,9).
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Baseando-se nas anélises de cromatografia em gel temos que o consumo do

polissacarideo aparenta ser um processo rapido, pois podemos observar que até o 18°

dia de experimento praticamente todo o material de alta massa molecular (Ve/Vt =0,3)

acrescentado ja havia sido consumido. A partir do 6° dia de experimento (fracao de

Ve/Vt =0,1) e culminando com o 32° dia h4 a producdo de novo material de alta massa

molecular, supostamente por parte das bactérias.

A principal fragdo do polissacarideo de Ve/Vt 0,3 foi eluida juntamente com a

molécula de referéncia (Blue-Dextran 2 x 10 ¢ Da, Ve/Vt = 0,3), e tendo sido analisada

por HPLC-PAD, revelou-se composta por glicose (23%), e ramnose (12%) e por

~ . . . . , b, . h,
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Figura 19: Composi¢ao monossacaridica total (mg L-') das amostras retiradas

durante o experimento de Degradacao dos Polissacarideos da Coluna d’Agua

por Populagdes Microheterotréficas Naturais em Laboratério realizado em

innlha de 2004
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ribose 8%, acido galacturdnico 9% e acido glicurdénico 2%).

A concentragao dos diferentes monossacarideos (Fig. 19) variou durante o
experimento e alguns monossacarideos parecem ter sido produzidos no periodo, como
por exemplo glicose e ribose.

O consumo do polissacarideo foi acompanhado de altas atividades enzimaticas
principalmente no inicio do processo. De um modo geral a atividade enzimatica (Fig.
20) apresentou-se dividida em duas fases, a primeira, provavelmente devida ao

consumo do polissacarideo acrescentado, que vai do inicio do experimento até
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Figura 20: Atividade enzimatica (n moles L - h -1) das amostras retiradas durante
o experimento de Degradagao dos Polissacarideos da Coluna d’Agua por
Populagdes Microheterotréficas Naturais em Laboratério realizado em

julho de 2004.
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aproximadamente o dia 8 quando tem inicio uma segunda fase de elevada atividade
enzimatica. Esta segunda fase possivelmente é uma resposta a presenga dos excretados
das proprias bactérias ou pelo desenvolvimento de uma outra populagdo bacteriana
com potenciais para producdo de enzimas extracelulares diferentes. De fato, pode-se
visualizar as duas diferentes populacdes pelas contagens bacterianas (Fig. 22).

As medidas de carboidrato e proteinas (Fig. 21) revelam que, apesar dos picos
de producao destas moléculas pelas popula¢des microheterotréficas, o polissacarideo
inicial (cuja concentracao de carboidrato era de 2,22 mg mL1) foi sendo gradativamente
consumido até o final do experimento. A producao de proteinas durante o experimento
alcancou méximos nos dias 1, 8 e 22 sendo que os dois primeiros maximos coincidem

com os maximos observados para a densidade bacteriana devendo-se tratar,
portanto, de producdo de proteina na forma de biomassa bacteriana. A concentragdo de

proteina no polissacarideo inicial é de 4,12 ug mL-1.
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Figura 21: Concentragao de carboidratos (mg mL) e proteinas (ng mL1)
das amostras retiradas durante o experimento de Degradagao dos

Polissacarideos da Coluna d’Agua por Populagdes Microheterotréficas

Naturais em Laboratério realizado em julho de 2004. 62
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As contagens bacterianas confirmam o que ja havia sido antevisto através dos
dados de concentragao de proteinas, ou seja, a presenca de duas populagdes distintas
no consumo do polissacarideo. A primeira populagao bacteriana alcangando um
nimero maximo de organismos de 4,88 x 10 > (no 3° dia de experimento) foi composta
principalmente por cocos e bacilos e a segunda populagao alcancando ntimeros
méximos de 3,17 x 10 5 no 8° dia de experimento com dominéncia de cadeias de bacilos

(Fig. 22).
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Figura 22: Densidade bacteriana (células mL-!) das amostras retiradas durante o
experimento de Degradagao dos Polissacarideos da Coluna d’ Agua por Populagdes

Microheterotréficas Naturais em Laboratério realizado em julho de 2004.
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Para que houvesse uma confirmacao dos resultados obtidos o experimento de
degradagdo foi repetido em setembro de 2005 e durante 22 dias foram retiradas
amostras e realizadas as mesmas analises descritas anteriormente.

Os resultados obtidos neste experimento concordam com o obtido em julho
pois também neste caso houve um rapido consumo do polissacarideo. Até o 8° dia de

experimento todo polissacarideo ja havia sido consumido sendo que no 6° dia ha o

aparecimento de vérias fragdes menores que o polissacarideo, o que provavelmente sdo

fragmentos do polissacarideo inicial. Devemos ter em mente que a massa molecular

obtida através de cromatografia em gel é apenas aparente, pelo fato do gel separar por

tamanho e tipo e ndo exatamente por massa (Pazur, 1986).
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Figura 23: Fracdes provenientes do substrato em decomposicao que foram eluidas
através de cromatografia de gel em Sepharose CL-6B durante o experimento de
Degradacio dos Polissacarideos da Coluna d’Agua por Populacdes
Microheterotroéficas Naturais realizado em setembro de 2005. Valores de Ve/Vt
sobre os picos. As setas indicam a posicao dos dextrans 2,000 kDa (Ve/Vt0,3) e 10
kDa (Ve/Vt0,9).
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Figura 24: Composicao monossacaridica total (mg L) das amostras retiradas durante o

experimento de Degradagao dos Polissacarideos da Coluna d’ Agua por Populagdes

Microheterotroficas Naturais realizado em setembro de 2005.

O polissacarideo inicial foi eluido juntamente com o Blue-Dextran (2 x 10 ¢ Da,

Ve/Vt =0,3) dentro do “void volume” (Fig. 23) sendo composto principalmente por

ramnose (36%) e glicose (16%), mas também por fucose (10%), arabinose (7%),

galactose (11%), manose/ xilose (5%), ribose (13%) e dcido glicurdnico (1%).

Alguns acucares parecem ter sido produzidos durante o experimento

(arabinose, galactose e glicose), contudo a maior parte deles foi degradada até niveis

muito baixos e se mantiveram dessa forma até o final (Fig. 24). Ramnose foi o actcar

mais abundante encontrado, tendo sido degradado até o 14° dia de experimento.
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Figura 25: Atividade enzimatica (n moles L - h -1) das amostras retiradas durante o
experimento de Degradacao dos Polissacarideos da Coluna d’Agua por Populagdes

Microheterotréficas Naturais realizado em setembro de 2005.

Os monossacarideos arabinose e ribose mantiveram-se em niveis muito baixos
durante o experimento e ndo foram produzidos durante a degradagao.

Para todos os substratos a atividade enzimética foi mais elevada durante o
inicio do experimento, no entanto, para a enzima a-D- glicosidase um elevado pico de
atividade enzimatica foi registrado préximo ao término do experimento, mais
precisamente no 18° dia de experimento (Fig. 25). Assim como seria esperado a maior
atividade enzimatica foi alcancada pela enzima o-L- ramnosidase que sofreu uma

diminui¢do em sua atividade conforme seu respectivo substrato era degradado.
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Figura 26: Concentragao de carboidratos (mg mL-) e proteinas (ng mL") das amostras

retiradas durante o experimento de Degradacdo dos Polissacarideos da Coluna d’Agua

por Populagdes Microheterotréficas Naturais realizado em setembro de 2005.

A quantidade de carboidrato foi reduzida de 3,19 até 1,86 mg mL-! enquanto
que a concentracao de proteinas elevou-se de 5,85 a 17,56 pg mL1. Este aumento da
concentracgdo de proteinas corrobora o aumento da densidade bacteriana (Fig. 26)
assim como o crescimento bacteriano esta relacionado com a degradacao do

polissacarideo (Fig. 27).
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Figura 27: Comparacao entre crescimento bacteriano (células mL-1) e concentracao de
carboidratos (mg mL) durante o experimento de Degradagao dos Polissacarideos da
Coluna d’Agua por Populagdes Microheterotréficas Naturais realizado em setembro de

2005.

As quantidades de carboidrato dos controles destes dois experimentos
mantiveram-se sempre constantes e a cromatografia em gel destas amostras revelou
que o polissacarideo permaneceu inalterado do inicio até o fim do experimento (dados

nao apresentados).
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3.5. Degradacao dos Polissacarideos Produzidos pelas Espécies Predominantes do
Fitoplancton em Culturas Axénicas no Laboratdrio
3.5.1. Aulacoseira granulata

Este experimento foi realizado em agosto de 2004 e podemos verificar que a
degradacao do polissacarideo da diatomacea A. granulata foi mais lenta do que a
observada para os polissacarideos naturais (Fig. 28). Porém, no 32° dia de experimento
quase todo polissacarideo ja havia sido degradado. Podemos observar também a
formagdo de compostos de menor massa molecular que sdo fragmentos do
polissacarideo inicial (6° dia, fragdo de Ve/Vt =0,5 e 0,8; dia 8 fracdo de Ve/Vt =0,5).

O polissacarideo acrescentado foi eluido juntamente com a molécula de
referéncia (Blue Dextran 2 x 10 ¢ Da) com Ve/Vt de 0,4 e pode ser observado do dia 0
até o 32° dia de experimento.

O polissacarideo de A. granulata apresentou elevadas proporgdes de ramnose
(33%), e consideraveis quantidades de fucose (19%) e manose/xilose (18%) assim como
o obtido por Gouvéa et al. (2005) para a composicao polimérica deste mesmo
polissacarideo analisada através de cromatografia de gds com diferengas apenas nas
porcentagens obtidas. Quantidades menores de glicose (16%) e galactose (14%)

também foram verificadas.
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Figura 28: Fracdes do substrato em decomposicao (polissacarideo da diatomacea
Aulacoseira granulata) que foram eluidas através de cromatografia em gel em Sepharose
CL-6B. Valores de Ve/Vt sobre os picos. As setas indicam a posigao dos dextrans 2,000
kDa (Ve/Vt0,3) e 10 kDa (Ve/Vt 0,9).

A Fig. 29 mostra a participagdo de cada monossacarideo nas fragdes produzidas
por degradacao do polissacarideo de A. granulata, analisadas por HPLC-PAD. O
monossacarideo galactose demonstra uma degradagao muito rapida, dentro dos
primeiros 6 dias, ja para os demais monossacarideos a maior parte foi consumida até o
11° dia de experimento. Todos os monossacarideos presentes na composi¢do do
polissacarideo apresentaram um padrao de decomposi¢do muito tipico. O agticar

ribose e os agticares acidos, como sera discutido adiante, sdo indicativos da atividade
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Figura 29: Composicao monossacaridica (mg L) das amostras retiradas durante o
experimento de Degradacao dos Polissacarideos Produzidos por Aulacoseira granulata

em Culturas Axénicas no Laboratoério.

microbiana e parecem ter sido produzidos no decorrer do experimento. O
monossacarideo arabinose e o dissacarideo frutose ndo foram detectados.

As atividades enzimaticas observadas durante a degradagao, principalmente
nos primeiros quinze dias, foram consideradas muito elevadas (Fig. 30). As maiores
atividades foram alcangadas por B-D- fucosidase, a-D- e B-D- glicosidase. Embora nao
exista arabinose no polissacarideo de A. granulata , atividade enzimética sobre o
substrato correspondente foi verificada, o que nos leva a crer que possa ocorrer uma

falta de especificidade relacionada a este MUF-substrato.
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Figura 30: Atividade enzimatica (n moles L -1 h -1) das amostras retiradas durante a

decomposi¢ao do polissacarideo da diatomécea Aulacoseira granulata.

Na Fig. 31 estao apresentados os dados das concentracdes de proteinas e de
carboidratos. A partir de uma concentragao inicial de 42,24 mg mL-! de carboidrato e
de 50,3 ug mL- de proteina observamos o consumo do carboidrato acrescentado e a
formagdo de proteinas pelas populagdes microbianas.

A Fig. 32 apresenta os nimeros de bactérias registrados durante o experimento que
sugerem a presenga de duas populagdes, a primeira (dia 0-6° dia) composta basicamente de
cocos e poucas cadeias de bacilos e a segunda (8°-32° dia de experimento) composta em sua

quase totalidade por cadeias de bacilos.
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Figura 31: Concentragdes de carboidratos (mg mL-) e proteinas (ug mL) das amostras
retiradas durante a decomposicao do polissacarideo da diatomacea Aulacoseira

granulata.
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Figura 32: Densidade bacteriana (células ml-') das amostras retiradas durante a

decomposicao do polissacarideo da diatomacea Aulacoseira granulata.
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A Fig. 33 mostra a eletroforese em gel de agarose obtida ap6s a amplificagdo do 16S
DNAr da comunidade pertencente ao Dominio Bacteria de trés amostras (0, 14 e 32 dias)

durante o experimento.

HM  t,  t, t, 1Kb

10 kb =100ng
6 kb = 60ng
4 kb = 40ng
3 kb =30ng

2 kb =20ng

1kb =10ng

~450 pb

Figura 33: Imagem do gel de agarose 1% apés a purificacdo do DNA mostrando a
amplificagdo do 165 DNAr extraido da comunidade bacteriana presente durante a
decomposicao do polissacarideo da diatomacea Aulacoseira granulata. As trés amostras
dia 0 (to), dia 14 (t14) e dia 32 (t32) estao entre os dois “ladders”. HM (High DNA Mass
Ladder) em ng e 1 kb (1 kb Plus DNA Ladder) com o tamanho aproximado dos

fragmentos de DNA obtidos.
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Nota-se que amplificacdo do material foi bem sucedida e que os fragmentos possuem
aproximadamente 450 pares de bases. A amostra do dia 0 (t0) continha 180 ng de DNA em
5 uL, a segunda e terceira amostra (dia 14 e dia 32) continham 60 ng de DNA em 5 pL.

Ap6s o seqlienciamento os resultados das amostras dos trés dias foram
comparados com organismos ja seqiienciados do BLAST e verificou-se que
Pseudomonas putida esta presente na degradagao, assim como duas bactérias nao-
cultivaveis de ambientes naturais, cujas seqiiéncias ja conhecidas também estao
presentes. Os resultados sdo apenas iniciais, no entanto os seqiienciamentos serao

refeitos para que parte da populagdo bacteriana presente possa ser definida.

3.5.2. Microcystis aeruginosa

Este experimento seguiu o0 mesmo protocolo utilizado no experimento com o
polissacarideo de A. granulata e foi realizado em dezembro de 2005. O polissacarideo
inicial era composto de 3 fragdes de tamanho muito préximos (Ve/Vt=0,2; 0,3 e 0,4)
(Fig. 34) sendo compostas principalmente por glicose (28%) e ramnose (26%), mas
também por galactose (18%) e manose/xilose (18%) e quantidades menores de fucose

(8%), acido galacturdnico (2%) e &cido glicurdnico (1%).
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As fragdes de Ve/Vt de 0,2 a 0,4 foram consumidas rapidamente até o 6° dia de

experimento e neste dia podemos observar as vérias fracdes de menor massa molecular

formadas a partir destas fracdes de alta massa molecular iniciais. A fracdo de Ve/Vt =

0,3 sofreu um consumo gradativo até o 32° dia de experimento.

Na Fig. 35 estdo demonstrados os resultados da composicdo monomérica

durante o experimento de degradagao onde podemos observar a producdo dos

agucares glicose e acido glicurénico + acido galacturdnico pelas populacdes bacterianas
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Figura 34: Fragdes do substrato em decomposicao (polissacarideo da cianoficea

Microcystis aeruginosa) que foram eluidas através de cromatografia de gel em

Sepharose CL-6B. Valores de Ve/Vt sobre os picos. As setas indicam a posicao dos

dextrans 2,000 kDa (Ve/Vt 0,3) e 10 kDa (Ve/Vt 0,9).
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Figura 35: Composi¢ao monossacaridica (mg L-1) das amostras retiradas durante o
experimento de Degradacao dos Polissacarideos Produzidos por Microcystis aeruginosa

em Culturas Axénicas no Laboratoério.

e a degradagdo por parte destas dos actcares fucose, ramnose, galactose,
manose/ xilose. Nao foram detectados os monossacarideos arabinose e ribose e o
dissacarideo frutose.

Comparadas com os resultados da degradacao do polissacarideo de A. granulata
as atividades enzimaéticas obtidas para este polissacarideo sao muito reduzidas (Fig.
36). Como seria esperado ndo foi registrada atividade de a-L- arabinosidase mas foram
verificadas elevadas atividades das enzimas responsaveis pela quebra de compostos de
glicose, ramnose, e galactose em conformidade com a composicao do monossacarideo

de M. aeruginosa.
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decomposi¢ao do polissacarideo da cianoficea Microcystis aeruginosa.

Nas Figs. 37 e 38 estdo apresentados os resultados das concentracoes de

proteinas e carboidratos e as contagens de bactérias durante o experimento e através da

comparacao destes graficos podemos observar que a primeira populacado de bactérias

(dia 0 até 14° dia do experimento) foi responsavel pela producao de grande parte das

proteinas medidas durante o experimento.
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Figura 37: Concentragdes de carboidratos (mg mL-) e proteinas (ng mL') das amostras

retiradas durante a decomposicao do polissacarideo da cianoficea Microcystis aeruginosa.
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Figura 38: Densidade bacteriana (células ml!') das amostras retiradas durante a

decomposicao do polissacarideo da cianoficea Microcystis aeruginosa.
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4. DISCUSSAO

Os valores de atividade enzimatica para glicosidases verificados em nosso
estudo sdo razoavelmente altos comparados com os dados da literatura, onde foi
utilizado o mesmo método de andlise (Tabela 8). Para as enzimas a e -glicosidase, de
maneira particular, nossos valores estiveram préximos aos de Richardot et al. (1999) e
de Mudrik & Skérczewski (2004) este altimo trabalho realizado em um ambiente
eutrofico, um lago com influéncia do mar. No entanto, é interessante observar que
Richardot et al. (1999) realizaram seu estudo em um reservatério oligotréfico. Para as
demais enzimas os valores encontrados em outros trabalhos foram geralmente
inferiores aos registrados em nosso trabalho, o que nos leva a cogitar que o
Reservatorio de Barra Bonita possa ser um local onde esteja presente grande atividade
de populacdes microheterotroficas.

As variag0es verticais de atividade enzimatica encontram respaldo na literatura
(Minster et al., 1992 a,b; Miinster, 1992; Chroést, 1992; Mudrik & Skérczewski, 2004) e
nos ddo uma primeira idéia da relagdo entre este fator e a concentracao de carboidratos
pois as duas variaveis apresentaram comumente medidas maximas dentro da zona
eufotica. Grande parte da comunidade fitoplanctonica esta presente nesta zona, dessa
maneira espera-se que esta seja uma regido onde haja uma elevada atividade
microheterotréfica para a decomposicao dos materiais excretados por estas
populacdes.

Uma anélise das médias e desvios padrdo da atividade enzimética em Barra

Bonita mostra uma grande variacao temporal, assim como observado por Sinsabaugh
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Tabela 8: Atividades das enzimas a e -glicosidase, a. e f-galactosidase e o e B-manosidase

determinada em varios ambientes aquaticos.

Enzima Atividade enzimatica Localidade Referéncia
(nmolesL"h™)
a-glicosidase 0.05-2.6 Fjord marinho eutréfico Hoppe, 1983

B-glicosidase

o-galactosidase
B-galactosidase

o-manosidase

B-manosidase

7.6 (0.1-22.6); 3.3 (0.9-9.8)
0.7-5.0

6.7 (0.1-90)

13.5 (0.35-31.2)

0.01-2.4

92.5 (60.7-158.8)

24.37 (0-105.84)

0.06-2.4

5.07-11.75

Lago Polihimico
Reservatorio eutrofico
Lago Polihimico
Reservatorio oligotrofico
Rio

Lago estuarino
Reservatério eutroéfico
Fjord marinho eutréfico
Lago eutréfico

23.6 (4.4-61.3);13.5 (6.4-40.6) Lago Polihumico

4.83-82.25
1.37-8.47

23.6 (4.4-68)
2.0-7.9

32.6 (7-75.9)
0.001-1.37

163.6 (55.7-363.9)
48.27 (7.43-116.90)
11.1 (0.1-117)
1.43-3.07

1.15-9.28

8.7 (0.1-65)

24,60 (0-81,64)

6.9 (0.1-102)

26,41 (0-114,61)
6.2 (0.1-81)

21,06 (0-69,98)

Lago eutréfico

Lago eutrofico

Lago Polihumico
Reservatodrio eutrofico
Reservatorio oligotrofico
Rio

Lago estuarino
Reservatério eutroéfico
Lago Polihumico
Lago eutrofico

Lago eutrofico

Lago Polihimico
Reservatdrio eutréfico
Lago Polihiimico
Reservatdrio eutréfico
Lago Polihimico
Reservatdrio eutréfico

Mdinster et al., 1989

Vrba et al., 1992
Mdinster et al., 1992a
Richardot et al., 1999
Sinsabaugh et al.,, 1997
Mudryk & Skorczewsi, 2004
neste estudo

Hoppe, 1983

Chrést & Krambeck, 1986
Munster et al., 1989
Chrést, 1989

Chrést et al., 1989
Minster et al., 1992a
Vrba et al., 1992
Richardot et al., 1999
Sinsabaugh et al., 1997
Mudryk & Skorczewsi, 2004
neste estudo

Munster et al., 1992a
Chroést & Krambeck, 1986
Chrést et al., 1989
Mdinster et al., 1992a
neste estudo

Mdinster et al., 1992a
neste estudo

Mdinster et al., 1992a
neste estudo

& Foreman (2001) que, analisando a atividade enzimaética do Rio Otawa (Ohio, EUA),

verificou desvios padrao com a mesma magnitude das médias de atividade enzimatica.

Esta grande flutuagao temporal concorda com o fato, bem documentado na literatura,

de que a atividade das glicosidases é a mais dindmica dentre todas as classes de

enzimas mais estudadas (glicosidases, proteases e fosfatases) em ambientes naturais

(Sinsabaugh et al., 1997; Foreman et al., 1998; Sinsabaugh & Foreman, 2001).

A localizacdo da atividade enzimética nos diferentes tamanhos de particula

mostrou uma grande variacdo de atividade das fracdes entre os meses amostrados com
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uma predomindncia de maiores atividades nas fragdes de maior tamanho de particula
(70-10 pm) e na fragao livre (<0,2 pm) sem que houvesse um padrado de distribuicao
temporal da atividade entre as fracoes.

Devemos destacar a discussao a respeito das enzimas livres, pois muitos
autores consideram que estas s6 aparecam durante a manipulagdo das amostras
(Chrost,1989; Wetzel, 1991), sendo portanto originadas do dano as células no momento
da filtracdo. Chamamos atencado ao fato de que em nosso trabalho o processo de
filtracdo foi realizado com extremo cuidado usando-se pressdes de vacuo muito baixas
(menor que 90 mm Hg), principalmente com os filtros de menor poro. Uma liberacao
de enzimas livres devido a um artefato de técnica ndo concorda com o padrao sazonal
visto na atividade das diferentes fragdes. Segundo Vrba et al. (1992) o padrao sazonal
assumido pelas enzimas dissolvidas (a- glicosidase, B- glicosidase e - N-
acetilglicosaminidase) com maximos de atividade na primavera e verdo, exclui a
possibilidade de dano seletivo.

Entretanto, as enzimas livres podem ter sua producdo dependente de uma
variedade muito grande de fatores diretos, como concentracdo de substrato, falta de
nutrientes (Albertson et al., 1990), e indiretos como pela alimentacdo do zooplancton
(Bochdansky et al., 1995) e inclusive por lise pela acdo de virus (Karner &
Rassoulzadegan, 1995).

Desse modo, a distribui¢do da atividade enzimaética nas diferentes fracoes
obedece as condigdes encontradas em cada estudo como as espécies bacterianas, o
estagio de desenvolvimento do “bloom” fitoplanctonico, juntamente com os ntmeros

totais de bactérias e outros pardmetros relacionados, que se refletem nos padroes de
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atividade enzimaética observados. Esses resultados concordam com os obtidos por
Hoppe que, em 1983, ja alertava para o fato da origem da atividade exoenzimaética ser
um problema muito complexo, sendo as medidas apresentadas representativas
somente para a amostra especifica, ou seja, que ndo deveriam ser generalizadas.

O padrao sazonal observado tanto através das atividades enzimaéticas totais,
quanto através da distribuicao de atividade nas diversas enzimas e nas fracdes de
tamanho de particula pode, assim como as variagdes verticais ja discutidas, ser
dependente das concentracdes de substrato. De acordo com Pantoja & Lee (1999), as
taxas da hidrolise de peptideos nas fracoes livre e ligadas a particulas podem variar
tanto com o tamanho da molécula do substrato (com uma preferéncia de excregao de
enzimas especificas na degradacgdo de peptideos maiores), quanto com a quantidade de
substrato (mais enzimas livres seriam liberadas quando houvesse altas concentracdes
de substrato).

A concentragao de substrato ditando os padrdes de atividade enzimética
também pode ser percebida através do desenvolvimento das floragdes do fitoplancton
em nosso estudo. Ap6s cada floragdo a liberagdo de carboidratos combinados foi
seguida de um evento de alta atividade enzimatica, ou seja, a produgao de enzimas
extracelulares pelos microorganismos microheterotréficos esteve relacionada ao
influxo de matéria orgéanica polimérica como observado por outros autores (Hoppe,
1983; Chrost, 1989; 1991; Chrost et al., 1989). A relacao verificada entre floracdes de
algas, aumento da concentracdo de carboidratos e aumento da atividade enzimatica ja
havia sido observada por muitos autores (Choést, 1989; Chrost, 1992; Gajewski &

Chrost, 1995; Kisand & Tammert, 2000; Riemann et al., 2000).
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Dessa forma observando-se atentamente os dados podemos sugerir que os altos
valores encontrados de manose/xilose, glicose, ramnose e galactose em agosto e
outubro de 2002 originaram-se dos polissacarideos liberados por floragdes de M.
aeruginosa. Isto porque esta cianoficea, que representou a maior densidade de
individuos nestas datas, apresenta estes trés monossacarideos como os principais
componentes do polissacarideo produzido em culturas axénicas em laboratério, como
visto em Gouvéa et al., 2005 e Vieira et al., 2006 (Tabela 9).

As altas atividades para as enzimas a-D- e 3-D- manosidase e -D-
galactosidase verificadas nestas datas sdo corroboradas pelos resultados das analises
de regressao multipla que mostram uma correlacdo positiva entre galactose e M.
aeruginosa (p< 0,05) e entre B-D- galactosidase e M. aeruginosa (p<0,02).

No més de dezembro de 2002 os principais monossacarideos presentes:
ramnose, manose/ xilose, glicose e galactose, foram provavelmente também liberados
por floracdes de M. aeruginosa que ocorreram nesta data. As atividades enzimaticas
registradas nesta data (a-D- e B-D-manosidase, a-D- e 3-D- glicosidase) confirmam
estes resultados. A elevada atividade verificada para a enzima a-L- arabinosidase ndo
corresponde aos principais monossacarideos nesta data, assim como nao faz parte da
composigdo monossacaridica do polissacarideo de nenhum dos principais
representantes do fitoplancton. Podemos suspeitar que pode ter havido uma falta de
especificidade por parte do MUF-substrato utilizado. Este fato ja havia sido verificado

durante o experimento de degradagado do polissacarideo de A. granulata.
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Tabela 9: Composigao do polissacarideo extracelular produzido pelas principais
microalgas no Reservatério de Barra Bonita (SP). Fuc= Fucose, Ram= Ramnose, Ara=
Arabinose, Gal= Galactose, Gli= Glicose, Man= Manose, Xil= Xilose, Acgal= Acido

Galacturénico, Acgli= Acido Glicurénico.

Fuc Ram Ara Gal Gli Man Xil Acgal Acgli Referéncia
Aulacoseira granulata 15,5 18,4 * 10,1 15,4 12,4 17,2 * 12,5 Gouvéa et al., 2005
Microcystis aeruginosa 9,9 18,4 * 16,3 13,4 7,4 19,7 8,9 * Gouvéa et al., 2005
Cryptomonas obovata 41,6 15,3 * 4.4 2,1 3,6 2,7 * 43 Giroldo & Vieira, 2002
Anabaena spiroides 5,6 21,9 0,8 2 29,3 24,2 7,8 1,8 6,6 Colombo et al., 2004

A explicagdo para as altas concentra¢des de carboidratos verificadas em abril de
2003, pode também estar relacionada com a composigdo dos produtos de excrecdo dos
organismos dominantes do fitoplancton: Microcystis sp e A. granulata. Estas microalgas
novamente influenciaram a composigdo monossacaridica das amostras coletadas nestas
datas: manose/xilose, ramnose e glicose, todos presentes em grandes quantidades nos
polissacarideos extracelulares destas duas microalgas (Gouvéa et al., 2005). Como seria
esperado altas atividades das enzimas relacionadas a estes monossacarideos foram
observadas: a-D- e B-D- glicosidase e a-L- ramnosidase.

Em setembro de 2003 grandes floragdes formadas por Microcystis sp e
Cryptomonas sp foram observadas e mais uma vez a composicdo monossacaridica do
polissacarideo destas espécies pode ser revelada pelos monossacarideos
predominantes: glicose, galactose, ramnose e manose/xilose. Estes picos de
carboidratos dissolvidos foram seguidos por elevadas atividades de a-D- e -D-
glicosidase e a-D- manosidase. Por anélise de regressao multipla a atividade da enzima

o- L- ramnosidase esteve correlacionada com as densidades de A. granulata (p<0,05)
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provavelmente devido ao polissacarideo desta alga que apresenta consideraveis
quantidades de ramnose em sua composicdo. A floracdo de Cryptomonas sp verificada
nesta data pode ter sido a responsavel pela elevacao da atividade de B-D- fucosidase
em outubro de 2003, pois fucose é o principal monossacarideo na composi¢ao do
polissacarideo desta criptoficea. O atraso na elevacao da atividade desta enzima
provavelmente se deve ao estagio inicial de desenvolvimento em que se encontrava a
floragao de Cryptomonas sp.

Cada um dos diferentes estdgios da floragdo apresenta mudangas na
concentragdo e na composicao da matéria organica (Smith et al., 1995; Riemann et al.,
2000). Dessa maneira, durante o periodo de crescimento ativo do fitoplancton as
enzimas extracelulares ndo devem exercer um papel importante no metabolismo do
reservatorio, mantendo niveis baixos, porque a maior parte da matéria organica
liberada por estas populagdes nesta situagdo é composta por compostos de baixo peso
molecular (como monossacarideos e aminoacidos) que estao disponiveis de forma
direta para o bacterioplancton.

Entretanto durante o periodo de pés-floragdo a producao de enzimas
extracelulares é a resposta do bacterioplancton para a fonte de carbono de diferentes
tipos que se tornam disponiveis (Kisand & Tammert, 2000). Depois de uma floragao
tipica, as células fitoplanctonicas que estao morrendo liberam compostos poliméricos
como polissacarideos e proteinas (Kisand & Tammert, 2000) elevando as concentragdes
de carboidratos totais (Ittekkot ef al.,1982; Sakugawa & Handa, 1985; Tien et al., 2002;
Hayakawa, 2004) e desencadeando uma elevagao das atividades enziméticas. A

degradagdo do polissacarideo produzido por A. granulata mostrou
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méximos de atividade enzimatica durante a primeira fase de degradacao, o que ja
havia sido verificado durante a degradagao do polissacarideo extracelular excretado
por Anabaena spiroides por Colombo et al. (2004). Estes experimentos de degradacdo em
laboratério nos ajudam a esclarecer os eventos que podem ocorrer em campo.

A partir do momento em que os carboidratos poliméricos sdo langados no meio,
o periodo para que este material seja degradado pode variar muito. A degradagao dos
dois polissacarideos algais utilizados em nossos experimentos seguiu tempos para
consumo total (A. granulata 33 dias e M. aeruginosa 35 dias) observados em outros
trabalhos em que também foram utilizados polissacarideos de culturas unialgais
axénicas como Giroldo et al. (2003) (polissacarideo de Thalassiosira sp, 30 dias), Giroldo
et al. (2005) (polissacarideo de Staurastrum orbiculare, 14 dias), Freire-Nordi & Vieira
(1996) (polissacarideo de Ankistrodesmus densus, 30-40 dias), Colombo et al. (2004)
(polissacarideo de Anabaena spiroides, 29 dias). Dentro desta perspectiva, os
polissacarideos liberados em um determinado periodo de queda da populacao
fitoplancténica podem demorar varias semanas para serem consumidos.

Essa pode ser uma explicacdo para o fato de alguns picos de atividade
enzimdtica aparecerem atrasados em relacdo ao pico de carboidrato total que o
desencadeou. Porém como a mobilizacdo das enzimas extracelulares bacterianas é
rédpida (uma questdo de horas, Chroést, 1991; Middelboe & Sgndergaard, 1993) . Outro
fato que deve ser levado em consideragao é que, devido ao complexo esquema de
ligacdes entre os monossacarideos de um polissacarideo, as populagdes microbianas
podem preferir atacar regides especificas da molécula e com isso alguns

monossacarideos podem ser degradados em uma taxa mais lenta. Este foi o resultado
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verificado por Giroldo et al. (2003) que, durante a degradacdo do polissacarideo de
Thalassiosira sp, observou que os monossacarideos ramnose e fucose eram consumidos
em taxas menores que os demais. Conforme a estrutura do polissacarideo que esté
sendo degradado, com o consumo dos monossacarideos mais externos, outras ligagdes
podem ser expostas justificando um aumento da enzima especifica em questao, o que
pode responder aos atrasos na atividade enzimaética observados.

Os resultados obtidos mostram que os polissacarideos provenientes das
populagdes naturais de Barra Bonita foram degradados mais rapidamente (18 e 8 dias
aproximadamente) que os polissacarideos obtidos em culturas unialgais. Talvez esta
maior dificuldade na degradagdo dos polissacarideos algais puros seja devida a
necessidade de grupos bacterianos mais especializados com capacidades enziméticas
diferentes para sua degradacao como verificado por Giroldo (2003). Ou mais
provavelmente os polissacarideos que foram obtidos no ambiente para o experimento
de degradacdo, podem ter sido parcialmente degradados dentro do reservatério e ndo
eram os recém excretados ou liberados pelo fitoplancton e bacterioplancton. Este fato
prejudica uma comparagao mais direta com os polissacarideos de origem algal.

A composicao do polissacarideo de M. aeruginosa revelado pela composicao
monomérica das floragdes de dezembro de 2002 e abril de 2003 e no experimento de
degradagdo deste polissacarideo em laboratério € muito parecida a verificada por De
Philippis & Vicenzini (1998) para vérias cianoficeas. Uma comparagao dos resultados
obtidos por esses autores, revela que o monossacarideo mais freqiientemente

encontrado e também o mais abundante entre os polissacarideos de cianoficeas (mais
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de 90% dos polimeros estudados) é a glicose, seguido de galactose, manose e ramnose
(80 a 85% dos polimeros) e pelos agticares cidos glicurdnico e galacturénico ( 50% dos
polimeros analisados).

As abundancias relativas dos monossacarideos encontrados no reservatério de
Barra Bonita estao presentes em valores muito préximos aos verificados em outros
ambientes de dgua doce (Sweet & Perdue, 1982; Gremm & Kaplan, 1997; Repeta et al.,
2002; Hayakawa, 2004). Glicose realmente é o actcar mais encontrado nos
biopolimeros presentes em ambientes naturais, onde também estdo presentes, com
aproximadamente a mesma abundéncia equimolecular, os agticares galactose, manose,
xilose, arabinose, fucose e ramnose (Sweet & Perdue, 1982; Gremm & Kaplan, 1997;
Repeta et al., 2002; Hayakawa, 2004). Os 4cidos urdnicos (acido glicurdnico e
galacturdnico) estdo presentes em concentragdes iguais a ou menores do que os
agucares neutros (Aluwihare et al., 1997).

As medidas de quantidade de agticares nos ambientes aquaticos ndo fornecem
apenas informacdes sobre mudangas no pool dos carboidratos dissolvidos mas também
indicacdes a respeito do material de origem do carboidrato em questao. Por exemplo, a
arabinose é abundante em regides com alta atividade bacteriana e os carboidratos
provenientes de solos e plantas contém altos niveis de xilose e arabinose (Hayakawa,
2004). Alta porcentagem de xilose também indica uma influéncia de angiospermas,
bem como elevada porcentagem de arabinose e galactose indica contribuicoes de
tecidos vasculares ndo lenhosos de plantas (Cowie & Hedges, 1984).

No entanto estes monossacarideos arabinose, galactose, glicose, manose e

xilose, além de fucose e ramnose, podem todos ser provenientes da degradagao do
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polissacarideo liberado pelas populagdes fitoplanctonicas, enquanto que os
monossacarideos frutose e ribose ndo ocorrem em heteropolissacarideos e sdo, na
maioria das vezes, provenientes do material intracelular de células em decomposigao

tanto de material autéctone quanto aléctone.
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5. CONCLUSAO

As hipéteses assumidas para este trabalho foram aceitas, ou seja, ha uma
estreita relagdo entre liberagao de polissacarideos produzidos por populagdes
fitoplanctonicas e a producao de enzimas extracelulares pelos microorganismos
microheterotréficos no Reservatorio de Barra Bonita. Confirmam esta constatagdo, em
primeiro lugar, o acoplamento entre os maximos das concentracdes de carboidratos e
as atividades enzimaticas maximas dentro da zona eufética, fato este que conecta as
populacdes fitoplanctonicas e microheterotréficas em uma mesma regido otimizando a
ciclagem de substratos compostos de carboidratos. Em segundo lugar, o fato dos
monossacarideos constituintes do polissacarideo extracelular das algas dominantes em
cada data de coleta poderem ser deduzidos a partir das concentragdes dos
monossacarideos registrados em campo, assim como resultaram em atividades

enzimaéticas especificas mais pronunciadas.
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Anexo 1: Parametros fisico-quimicos registrados para o Reservatério de Barra Bonita

(SP) no periodo de abril 2002 a janeiro de 2004. a) pH, b) Temperatura (°C), c) Oxigénio

dissolvido (mg L1) e d) Condutividade (nS m).

a) b)

Coletas Min. Max. Média Desv. Pad. Coletas Min. Max. Média Desv. Pad.
29/4/2002 6.34 6.52 6.41 0.08 29/4/2002 26.20 26.70 26.35 0.21
11/5/2003 5.58 6.5 6.02 0.32 11/5/2002 25.20 25.20 25.20 0.00
10/6/2002 5.38 6.08 5.85 0.26 10/6/2002 22.60 23.20 22.83 0.26
25/6/2002 5.43 6.17 5.85 0.27 25/6/2002 22.00 22.20 22.10 0.09

8/7/2002 5.2 6.13 5.82 0.34 8/7/2002 21.30 21.60 21.40 0.15
24/7/2002 6.03 6.36 6.25 0.13 24/7/2002 19.70 20.10 19.90 0.19
14/8/2002 5.38 6.08 5.85 0.26 14/8/2002 22.60 23.20 22.83 0.26

14/10/2002 6.46 8.02 7.49 0.70 14/10/2002 22.10 27.10 25.77 1.85
13/11/2002 5.09 6.33 5.93 0.45 13/11/2002 24.30 24.30 24.30 0.00
12/12/2002 4.96 6.17 5.78 0.45 12/12/2002 26.20 27.80 26.52 0.64
13/1/2003 5.43 6.61 6.24 0.44 13/1/2003 27.00 27.40 27.32 0.16
27/1/2003 6.28 6.82 6.57 0.20 27/1/2003 27.30 27.30 27.30 0.00
25/2/2003 5.4 6.7 6.05 0.12 25/2/2003 27.10 29.70 28.42 1.00
24/3/2003 5.89 6.18 6.00 0.12 24/3/2003 25.90 26.00 25.97 0.05
28/4/2003 7.08 8.89 7.89 0.70 28/4/2003 24.10 27.60 25.48 1.33
19/5/2003 6.28 6.74 6.59 0.17 19/5/2003 22.90 23.40 23.27 0.20
30/6/2003 5.6 6.4 6.07 0.29 30/6/2003 21.60 21.70 21.65 0.05
29/7/2003 5.8 6.7 6.35 0.34 29/7/2003 20.40 20.50 20.47 0.05
26/8/2003 6.30 6.60 6.48 0.12 26/8/2003 19.70 19.65 19.65 0.05
22/9/2003 6.60 7.00 6.88 0.16 22/9/2003 22.20 21.42 21.42 0.73
27/10/2003 6.10 6.80 6.65 0.28 27/10/2003 24.50 23.45 23.45 0.89
24/11/2003 7.50 8.20 7.85 0.29 24/11/2003 26.00 25.12 25.12 0.71
11/12/2003 6.53 8.77 7.71 0.85 11/12/2003 26.50 26.05 26.05 0.26
27/1/2004 6.99 7.81 7.34 0.33 27/1/2004 25.40 25.17 25.17 0.12
c) d)

Coletas Min. Max. Média Desv. Pad. Coletas Min. Max. Média Desv. Pad.
29/4/2002 4.82 6.42 5.31 0.63 29/4/2002 100.15 100.15 100.15 0.00
11/5/2003 5.79 6.63 6.13 0.38 11/5/2003 100.15 100.15 100.15 0.00
10/6/2002 3.8 52 4.48 0.61 10/6/2002 123.00 123.00 123.00 0.00
25/6/2002 4.8 5.6 5.28 0.29 25/6/2002 125.00 125.00 125.00 0.00

8/7/2002 8.8 6.6 7.70 0.65 8/7/2002 126.00 126.00 126.00 0.00
24/7/2002 8.1 9.4 8.78 0.51 24/7/2002 128.00 129.00 128.17 0.41
14/8/2002 38 5.1 4.47 0.61 14/8/2002 123.00 123.00 123.00 0.00

14/10/2002 0.9 9.7 5.30 4.16 14/10/2002 137.00 139.00 138.67 0.82
12/12/2002 3.2 6.6 4.47 1.30 12/12/2002 100.00 101.00 100.50 0.55
13/1/2003 03 3.7 2.88 1.31 13/1/2003 99.00 143.00 140.00 35.42
27/1/2003 38 4.2 3.93 0.14 27/1/2003 138.00 138.00 138.00 0.00
25/2/2003 3.7 8.6 5.87 224 25/2/2003 126.00 127.00 126.83 0.41
28/4/2003 4.06 7.3 6.93 4.60 28/4/2003 160.00 164.00 161.50 1.64
19/5/2003 8.52 9.01 8.43 1.19 19/5/2003 127.40 127.80 127.72 0.16
29/7/2003 6.21 6.45 6.38 0.09 29/7/2003 133.80 134.00 133.90 0.06
26/8/2003 7.20 6.19 6.19 0.55 26/8/2003 100.40 136.50 115.45 16.64
22/9/2003 5.17 4.48 4.48 0.53 22/9/2003 141.80 142.80 142.50 0.38
11/12/2003 8.02 5.81 5.81 203 11/12/2003  257.00 296.00 287.33 15.00
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Anexo 2: Medidas de irradiancia realizadas no Reservatério de Barra Bonita (SP)

através de “quantameter” no periodo de novembro de 2002 a dezembro de 2003. Prof.

= profundidade medida em cm, intensidade luminosa medida em umol fé6tons m2s1.

27/11/02 12/12/02 27/01/03 25/02/03 28/04/03 19/05/03
% Prof. pmol Prof. pmol Prof. pmol Prof. pmol Prof. pmol Prof. pmol
100 0 1510 0 175 0 250 0 430 0 1620 0 1300
75 38 1133 20 131 65 187 44 323 9 1215 82 975
50 100 755 60 88 93 125 67 215 48 810 119 650
25 180 378 123 44 170 63 138 108 96 405 205 325
10 271 151 232 18 248 25 212 43 166 162 296 130
1 579 15 489 2 503 3 407 4 440 16 469 13
30/06/03 29/07/03 26/08/03 22/09/03 27/10/03 24/11/03
% Prof. pmol Prof. pmol Prof. pmol Prof. pmol Prof. pmol Prof. pmol
100 0 1200 0 1100 0 1500 0 1500 0 500 0 140
75 48 900 81 825 67 1125 24 1125 52 375 90 105
50 112 600 96 550 99 750 48 750 67 250 92 70
25 185 300 161 275 171 375 96 375 111 125 142 35
10 297 120 246 110 289 150 152 150 1.95 50 190 14
1 594 12 523 11 545 15 307 15 4.2 5 255 1.4
12/12/03

% Prof. pmol

100 0 125

75 51 93

50 64 63

25 90 31

10 124 13

1 225 1
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Anexo 3: Quantificagdo dos nutrientes presentes nas amostras de dgua do Reservatério
de Barra Bonita (SP) analisadas mensalmente no periodo de janeiro 2003 a janeiro de
2004. Nitrito, Nitrato, Nitrogénio total, Amonia, Fésforo inorganico, Fésforo total e

Foésforo total dissolvido em pg L (£ Desvio padrdo). Silica em mg L1 (= Desvio

padrao).
Nitrito Nitrato N, total
Data ug/L Data ug/L Data ug/L
27/1/2003 11.18 0,82 27/1/2003 1674.04 +£339,67 27/1/2003 3331.67 +50,47
25/2/2003 15.02 *11,15 25/2/2003 2007.16 *213,30 25/2/2003 2588.54 +141,57
24/3/2003 1.38 +£0,13 24/3/2003 2393.02 96,40 24/3/2003 2412.54 +£308,59
28/4/2003 2.24 0,61 28/4/2003 2436.28 *162,97 28/4/2003 2940.51 £97,09
19/5/2003 5.72 3,26 19/5/2003 2532.02 *114,15 19/5/2003 3107.60 +94,64
30/6/2003 3.09 0,59 30/6/2003 2860.83 +380,79 30/6/2003 1806.04 479,19
29/7/2003 2.76 +1,09 29/7/2003 3162.74 +303,56 29/7/2003 2301.97 +82,73
26/8/2003 22.89 2,95 26/8/2003 1528.44 £116,12 26/8/2003 3366.56 *114,70
22/9/2003 20.20 +2,83 22/9/2003 1896.67 £15,91 22/9/2003 3562.29 £29,87
27/10/2003 30.44 +10,4 27/10/2003 1933.00 %£12,18 27/10/2003 3351.35 £138,31
24/11/2003 48.32 0,31 24/11/2003 1899.83 £10,99 24/11/2003 3327.29 £58,39
11/12/2003 46.59 6,70 11/12/2003 1883.72 £12,19 11/12/2003 3110.73 £47,80
27/1/2004 40.12 0,85 27/1/2004 1801.61 +26,82 27/1/2004 3310.00 *149,81
Amodnia P inorg. P total
Data ug/L Data ug/L Data ug/L
27/1/2003 417 +10,21 27/1/2003 28.57 4 27/1/2003 128.67 +9,78
25/2/2003 0.00 25/2/2003 20.50 +13,08 25/2/2003 76.17 +11,48
24/3/2003 4.48 +5,16 24/3/2003 43.17 7 24/3/2003 63.67 +4.8
28/4/2003 7.19 +9,52 28/4/2003 30.25 £10,21 28/4/2003 53.33 +7,15
19/5/2003 28.75 £35,90 19/5/2003 13.00 9.74 19/5/2003 31.00 +4,98
30/6/2003 3.64 +1,55 30/6/2003 46.83 +8,81 30/6/2003 49.50 +8,31
29/7/2003 2.71 +3 29/7/2003 55.33 £8,91 29/7/2003 42.33 +6,15
26/8/2003 62.19 +13,34 26/8/2003 20.79 8,19 26/8/2003 44.00 +18,14
22/9/2003 0.42 £1,02 22/9/2003 109.72 +£5,88 22/9/2003 89.17 13,9
27/10/2003 33.85 +44,89 27/10/2003 170.14 £25,89 27/10/2003 146.42 +8,54
24/11/2003 10.10 +11,06 24/11/2003 81.39 £22,96 24/11/2003 176.92 +43,59
11/12/2003 20.52 +29,77 11/12/2003 72.75 18,67 11/12/2003 225.33 +169,76
27/1/2004 104.69 +3,13 27/1/2004 121.94 £13,36 27/1/2004 142.42 +80,96
P total dissolv. Silica
Data ug/L Data mg/L
27/1/2003 74.67 +10,98 27/1/2003 * *
25/2/2003 63.50 +19,5 25/2/2003 4.67 +0,12
24/3/2003 49.17 11,97 24/3/2003 4.79 +0,18
28/4/2003 25.67 +15,3 28/4/2003 4.60 +0,078
19/5/2003 65.67 +8,94 19/5/2003 10.76 £0,37
30/6/2003 46.83 +8,81 30/6/2003 3.60 +0,06
29/7/2003 55.33 +8,91 29/7/2003 3.83 +2,03
26/8/2003 20.79 +8,19 26/8/2003 2.81 £0,17
22/9/2003 46.98 +11,68 22/9/2003 1.49 1,14
27/10/2003 61.21 +6,09 27/10/2003 1.74 +0,34
24/11/2003 210.50 +43,34 24/11/2003 0.99 +0,29
11/12/2003 85.75 +40,95 11/12/2003 0.47 +0,31
27/1/2004 0.07 +0,07 27/1/2004 0.90 +0,06
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