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Resum

S’ha estudiat la diversitat de picoflagel 1ats heterotrofics, d’aiglies del nord-oest del mar
Mediterrani, mitjangant DGGE , biblioteques de clons i enriquiments. S’ha trobat que la diversitat
és alta (index Shannon 2,227), com en d’altres estudis, pero que disminueix en afegir matéria
organica (extracte de llevat o d’arros), amb index de Shannon de fins a 0,731. Per una entrada
d’aigua continental rica en nutrients, s’han desenvolupat millor les crisoficies en detriment d'altres
organismes habituals al medi mari, com els MAST.
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Resumen

Se ha estudiado la diversidad de picoflagelados heterotréficos de aguas del norte-oeste del mar
Mediterraneo, mediante DGGE, bibliotecas de clones i cultivos. Se ha visto que la diversidad es
alta (indice de Shannon de 2,227), como en otros estudios, pero que disminuye al afiadir materia
organica (extracto de levadura o de arroz), con indices de Shannon de hasta 0,731. A causa de
una entrada de agua continental rica en nutrientes, se han desarrollado mejor las crisoficeas en
detrimento de otros organismos habituales al medio marino, como los MAST.
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Summary

We have studied the diversity of heterotrophic picoflagellates, on the northwest of the
Mediterranean Sea, with DGGE, clone libraries and enrichments. We have found a high diversity
(Shannon index of 2,227), like in other studies, but it decreased with the addition of organic
materia (with both yeast and rice extract) until a Shannon index of 0,731. Other organisms not as
habitual in this area as MAST have been better developed: the crysophycea. The possible cause
is a contamination of the study area by urban residual waters.
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Introduccio

Els picoeucariotes marins (picoplancton eucariotic) son els eucariotes més abundants de la Terra, son
Ubics de tots els ambients marins (Laybourn-Parry and Parry, 2000) i la seva concentracio varia entre 102
i 104 cellules per mililitre a la zona fotica (on arriba la llum solar) (Diez et al, 2001a i b; Massana et al,

2006b; 2004b).



Els picoflagel lats heterotrofics (PFH) son considerats basicament bacterivors, és a dir, s'alimenten de
bacteris, i juguen un paper fonamental en la recirculacié de nitrogen, fosfor i carboni a la xarxa trofica
marina. Les seves preses son una font d’aquests nutrients: els PFH obtindran els nutrients quan
s'alimentin dels bacteris, i els nivells trofics superiors els obtindran a través del consum dels flagel lats, en
el que s'anomena el bucle microbia (Azam et al, 1983; Jurgens and Gude, 1990; Laybourn-Parry and
Parry, 2000; Massana et al, 2006a).

El poc coneixement sobre els PFH que es tenia fins fa uns anys s’explica per dos motius: el primer perqué
els PFH no presenten trets morfoldgics caracteristics i el segon, a causa de la metodologia emprada: els
cultius i 'observacio microscopica. Aquestes tecniques tradicionals, basades en criteris fenotipics, tenen
limitacions en descriure la composicié picoplanctonica a causa de la mida petita d’aquests i en la falta de
caracters taxonomics distintius (Moon-van der Staay et al, 2001).

En els darrers anys la incorporacio de tecniques de biologia molecular (com les biblioteques genétiques
de clons, la DGGE, ..) ha permés l'obtencié d'informacié molt valuosa sobre l'estructura genética
d'especies dels microorganismes marins que no presenten gaire variabilitat morfoldgica, tot i que son els
principals actors en els cicles biogeoquimics dels ecosistemes marins (Countway, 2005; Massana, 2006).

Material i Métodes

Mostreig

El mostreig es va dur a terme a I'Observatori Microbia de la Badia de Blanes (OMBB), a la costa catalana,
al nord oest del Mediterrani (41° 40’ N, 2° 48’ E) el mes de maig del 2006. La zona es troba a 800 m de la
costa i té un fons de sorra a uns 20 m de fondaria. L'aigua de mar es prefiltra a la barca amb una malla de
200um, per tal d’eliminar particules en suspensié i els organismes de talles superiors a la malla, i es
guarda en ampolles de 25 | de plastic per un temps no superior a les dues hores, mentre es transporta
fins al laboratori, a Barcelona (Schauer et al. 2003). Per obtenir la biomassa microbiana menor de 3 um
(fracci6 picoplanctonica), es filtren entre 5 i 15 | d’'aigua de mar gravitacionalment a través d'un filtre de
Policarbonat (Millipore, EUA) de 3 um de mida de porus. Per a aquelles mostres que s’hagi d’extreure
I'ADN, es fara una segona filtracié6 amb un filtre Sterivex (Duapore, Millipore, EUA) de 0,2 um. En ambdés
casos, I'equip Sterivex s'omple amb 1,8 ml de lysis buffer (40 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl i 0,75 M
sucrosa) i es guarda a -80°C fins a la seva extraccio.

Experiment

Un cop l'aigua esta filtrada i només conté microorganismes entre 0,2 i 3 um, es creen les cinc condicions
d’enriquiment en ampolles de plastic, amb dues répliques per a cada una: no afegint res (O), incorporant
extracte de llevat al 0,1 1% (L i M, respectivament), extracte d’arros (R), i una concentracié coneguda de
nutrients C:N:P = 106:16:1 (P). Per a la condicié O, en temps zero, s’agafen uns 200 pl per a extreure’n
els acids nucleics (veure apartat segtient). Posteriorment s'incuben totes les ampolles en fosc durant 8
dies, i cada dia s'analitza la quantitat de PFH que hi ha. En el pic de maxim creixement de flagel ats,
basant-se en comptatges de DAPI realitzats previament (del Campo et al, dades no publicades), s'agafen
uns 200 ul de cada una de les cinc condicions d’enriquiment per a extreure’n els acids nucleics. El pic
maxim de PFH per a I'enriquiment O va ser el dia 3 (a partir d'ara 03), per al L el 5é dia (L5), pera M7
dies (M7), IR als 5 dies (R5) i el P al cap de 7 dies (P7).

Extraccid d’acid nucleic

Primerament s’afegeix lisozim, fins obtenir una concentracié final d’1 mg/ml, i s'incuben els filtres a 37°C
durant 45 minuts. Després s'addiciona sulfat dodecil de sodi (concentracié final 1%) i proteinasa K
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(concentracié final 0,2 mg/ml) i s'incuben els filtres a 55°C durant 60 min. Els lisats s'extreuen dues
vegades mitjangant extraccions amb igual volum de fenol:cloroform:isoamil alcohol (25:24:1), descartant
la fase organica i conservant la fase aquosa, que és la que conté els acids nucleics; el fenol residual
s’elimina amb una extracci6 d'igual volum de cloroform:isoamil alcohol (24:1). Finalment, els extractes de
d’acid nucleic son purificats, dessalats i concentrats amb un Centricon-100 (membrana especialment
dissenyada per retenir els acids nucleics), i després es guarden a -80°C fins que no s'analitzin.

PCR (Polymerase Chain Reaction)

Per a la DGGE, s'usen 10 ng d’ADN i els encebadors especifics per a 'ADN ribosomic (ADNr) 18S
d'eucariotes EukA i EukGC-516r (Diez et al, 2001b), que amplifiquen un fragment d’aproximadament 560
parells de bases. La reaccid (de 50 ul) de PCR conté: MgCl, 1,5 mM; el tampd de PCR que se
subministra amb I'enzim; cada dNTP (A, T, C, G) a una concentraci6 de 200 uM; cada encebador a una
concentracio de 0,5 uM i 1,25 unitats de Taqg DNA polimerasa (Promega, EUA). Les reaccions tenen lloc
en un termociclador (Thermo Electron Corporation, EUA) amb els cicles seglients: desnaturalitzacié inicial
a 94°C durant 130 segons, seguit per 35 cicles de desnaturalitzacions a 94°C durant 30 segons,
acoblament a 56°C i 45 segons, i extensié a 72°C durant 130 segons. Al final s’afegeix un Ultim cicle a
72°C durant 10 minuts per completar I'extensio de les cadenes.

Per a les biblioteques de clons s'amplifica el gen ADNr 18S (de 800 parells de bases), amb els
encebadors especifics EukA i EukB (la seqiiéncia es detalla a Diez et al, 2001b). La barreja de PCR (100
pI) conté: MgCl, 1,5 mM; el tampé de PCR que se subministra amb I'enzim; cada dNTP (A, T, C, G) a una
concentracio de 200 uM; cada encebador a una concentracidé de 0,5 M i 1,25 unitats de Taqg DNA
polimerasa (Promega, EUA). Les reaccions tenen lloc al termociclador amb els cicles seglients: una
desnaturalitzacié inicial a 94°C durant 3 minuts, 30 cicles de desnaturalitzacions a 94°C i 45 segons,
acoblament a 55°C durant un minut, extensié a 72°C i 3 minuts, i una extensio final a 72°C durant 10
minuts.

Per comprovar els resultats de la PCR, es realitza una electroforesi amb una aliquota del producte de la
PCR en un gel d’'agarosa a 1'1%, es tenyeix amb bromur d’etidi (aquest colorant s'intercala entre les
bases dels acids nucleics i els fa visibles a la llum UV). Es resultats es visualitzen en un aparell de
captacié d'imatge i es quantifica utilitzant Low DNA Mass Ladder (Invitrogen, EUA).

DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

La DGGE s’ha dut a terme al sistema DGGE-2000 (CBS Scientific Company, EUA), tal com s’ha descrit
anteriorment (Muyzer et al, 1997). L'electroforesi s’ha realitzat amb un gel de poliacrilamida al 6% i de
0,75 mm de gruix (la proporcié d’acrilamida i bisacrilamida era 37,5:1) submergit en un tampé de TAE 1x
(40 mM Tris, 40 mM acid acétic, 1 mM EDTA, a pH 7,4) i a una temperatura de 60°C. Aproximadament,
entre 800 i 1000 ng de producte de PCR es carrega a cada pou individual del gel i es deixa correr 16
hores a 100 volts. El gradient de la DGGE s'elabora barrejant solucions de 45 i 65% d'agents
desnaturalitzants. El gel es tenyeix amb SybrGold (Molecular Probes, Invitrogen, EUA) durant 45 minuts,
s'esbandeix amb el tamp6 de TAE 1x i es visualitzen els fragments d’ADN amb llum ultraviolada (UV) en
un equip de captacié d'imatge, Chemidoc (Bio-Rad, EUA), acoblat a un ordinador. Amb el programa
Quantity One (Bio-Rad, EUA) s'obtenen imatges d'alta resolucié que permeten detectar les bandes de
DGGE, quantificar la seva intensitat i identificar la mateixa posici6 a través del gel.

Biblioteques de clons

Per la construcci6 i analisi de les biblioteques genétiques de 'ADNr 18S es va seguir la metodologia
descrita a Diez et al, 2001a. Després d’haver fet la PCR els productes de PCR es netegen amb I'equip de



purificaci6 QIAGEN PCR (Qiagen, EUA) i son clonats amb I'equip de clonatge TOPO-TA (Invitrogen,
EUA), seguint les recomanacions del fabricant. El producte clonat (és a dir, el nostre insert dintre del
plasmidi) és introduit a les céllules competents mitjangant transformacié per xoc térmic. Un cop
transformades, les célfules es sembren en plaques amb medi solid LB-agar on també s’ha afegit
I'antibidtic kanamicina, i es deixen créixer a 37°C tota la nit. Les colonies blanques que creixin, es
transfereixen a una placa de 96 pous amb medi liquid LB i glicerol al 7% (que actua com a crioprotector), i
després es guarda a -80°C; es pot utilitzar successives vegades.

Sequenciacio
Els productes de PCR de cada clon sén purificats amb I'equip de purificacié QIAquick (QIAGEN, EUA) i
quantificats en un gel d’agarosa. Posteriorment es procedeix a la reaccié de seqienciacid, en qué
s'utilitzen entre 10 i 20 ng del producte de PCR purificat, 'encebador 528f, 'equip de seqlenciacié Bigdye
Terminator Cycle v2.0 (PE Biosystems, EUA) i un seqlienciador automatic ABI PRISM model 377 v3.3
(PE Biosystems, EUA).

Analisi de sequéncies
Les sequiéncies obtingudes es comparen amb una base de dades publica, utilitzant l'algoritme BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al, 1997) per determinar I'afiliacié filogenética.

Resultats

La diversitat de PFH s’analitza, primerament, fent una DGGE de tots els enriquiments (amb dues
répliques per a cada un d'ells), i amb la mostra O0 (que correspon a aigua de mar sense incubar) i se’'n fa
una fotografia. Aquesta, mostra les 11 mostres corregudes en un mateix gel, amb les bandes
corresponents (veure Figura 1).

L'analisi del gel déna un total de 145 bandes repartides en 39 posicions diferents; el nombre de bandes
per mostra varia entre 6 (M7) i 19 (00 i O3), sent la mitjana de 13. Hi ha bandes que només es troben en
un enriquiment, per exemple a la mostra OO0 hi ha 16 bandes uniques (la 3, 6, 10, 12, 16, 21, 23, 28, 31-
35 37-39), ala M n’hi ha només una (la 36), a la P n’hi ha quatre (la 5, 17, 24 i 29), i les altres no en
tenen. Alhora, també hi ha bandes on apareixen a totes les condicions, com sén la 2 i la 14.

Per obtenir informacio filogenética dels PFH, es realitzen biblioteques de clons a partir de 'ADNr 18S de
cada un dels cinc enriquiments. Analitzant-les, trobem que a la biblioteca O3 hi ha 21 clons positius que
pertanyen a 11 organismes diferents, entre els quals 8 encara no s’han cultivat (veure Taula 1):
M4_18BD7, UEPAC41p3, UEPAC48p3, NAMAKO-14, BL010320.6, CD8.15, GO3N10 i E222. Els 21 clons
estan compresos en quatre grups filogenétics: Prasinoficies, Crisoficies, Cercozous, Nous Alveolats Il i
Nous Estramenopils Marins (MAST), sent les crisoficies el grup més abundant (veure Figura 2). MAST
correspon a marine stramenopile, descrits per primera vegada per Massana et al, 2004a.
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Figura 1: Fotografies del mateix gel de DGGE per a cada enriquiment, amb les bandes marcades en verd (a) i sense
marcar (b). La primera columna correspon a OO0, després hi ha dues répliques de 03, L5, M7, R5 i P7, respectivament.
Les lletres A i B indiquen de quina réplica es tracta.

A la figura 1a) es mostren en verd les bandes de cada linia, amb el seu nimero corresponent, fins a un total de 39
posicions diferents. A la figura 1b) es mostra la morfologia de les bandes.
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Figura 2: Grups taxonomics dels clons
PFH trobats en els cinc enriquiments:
03, L5, M7, P7 i RS.




La biblioteca L5 conté 25 clons positius que corresponen a 11 organismes diferents (veure Taula 1).
D'entre aquests, sis no han estat cultivats al laboratori: RA000907.57, C2-E018, IND60.8, UEPAC1p5,
LG21-05 i E222. Els organismes d'aquesta biblioteca estan agrupats en 4 grups filogenétics: les
crisoficies, els MAST (4, 7 i 8), les prasinoficies i les bolidoficies; sent les primeres el grup dominant
(veure Figura 2).

Nou
Total Crisoficia MAST | Prasinoficia | Bolidoficia | Alveolat | Cercozou
Il
03 21 (11) 16 (7) 1(1) 2(1) - 1(1) 1(1)
13 (8) 10 (6) 1(1) - - 1(1) 1(1)
L5 25 (11) 20 (6) 3(3) 1(1) 1(1) - -
7(6) 4(3) 3(3) - - . .
M7 20_(3) 20_(3)
14 (4) 12(2) 1(1) - 1(1) - -
RS | 22 : 1(1) : 1(1) : :
19 (5) 18 (4) 1(1) - - - -
PT 1 1) : 1(1) : : : :

Taula 1: Clons trobats a cada biblioteca, segons el grup filogenétic al que pertanyen. Entre paréntesi hi ha el nombre
de clons diferents de cada categoria. En negreta apareixen els clons no cultivats.

A la biblioteca M7 s’han trobat 20 clons positius corresponents a tres microorganismes diferents (veure
Taula 1): Oikomonas sp. SA-2.1, Paraphysomonas imperforata i Paraphysomonas foraminifera, tot i que
basicament només hi ha Oikomonas. Tots tres han estat cultivats al laboratori. En aquesta biblioteca, M7,
tots els organismes pertanyen al mateix grup filogenétic: les crisoficies (veure Figura 2).

La biblioteca R5 conté 14 clons positius corresponents a quatre organismes diferents (veure Taula 1):
Paraphysomonas imperforata, P. foraminifera, IND60.8 i NOR46.20. Els dos ultims encara no son
cultivables al laboratori. Paraphysomonas és una crisoficia, mentre que els altres dos clons no cultivables
corresponen al grup filogenétic MAST-4 i a les bolidoficies, respectivament (veure Figura 2).

A la biblioteca P7 s’han trobat 19 clons positius corresponents a 5 microorganismes diferents (veure Taula
1): Paraphysomonas imperforata, P. foraminifera, Spumella 1006, Spumella JBA536 i el clon no cultivat
BAQA232. Paraphysomonas domina aquesta biblioteca. El grup filogenétic majoritari és el de les
crisoficies, perd també es pot observar el grup dels MAST-1 (veure Figura 2).

Ja s’ha obtingut la composicié de picoflagel lats heterotrofics (PFH) que hi ha a cada condicid
d’enriquiment, perd per poder-los comparar entre si cal saber la seva diversitat. Una manera és calculant
I'index de Shannon (Shannon, 1948) per a cada enriquiment (veure Taula 2).

' 0 L M R P
Index 2207 1,774 0.731 0.707 1,236
Shannon

Taula 2: indexs de Shannon per a cada condici¢ d’enriquiment (O, L, M, Ri P)

Discussio

L'objectiu d’aquest article és comprendre millor les xarxes trofiques microbianes, concretament el paper
dels PFH al bucle microbia. Per aquest motiu s’ha determinat la diversitat d’aquests organismes a les
aiglies marines; i s’ha fet mitjangant técniques moleculars i de cultiu, per poder-les comparar entre si.
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Tota técnica molecular emprada presenta certes limitacions, perd tant la DGGE com les biblioteques de
clons permeten determinar la diversitat. Per exemple, en una DGGE hi ha poca informacié de la
sequencia (les bandes son curtes i variables) i poca resolucio en la separacié de bandes molt properes.
Tot i aixo, la DGGE és Util per determinar I'afiliacié filogenética extensa, perd inadequada si es vol un
analisi precis. Tot i aquestes limitacions, el nimero de bandes obtingudes en I'analisi de la DGGE mostra
la diversitat dels diferents microorganismes.

Les biblioteques de clons s’han convertit en una técnica molt utilitzada a I'hora d’analitzar la diversitat de
microorganismes sense necessitat d’emprar metodes de cultiu (Sogin 1989; Giovannoni et al, 2000;
Delong et al, 2001). Aquesta metodologia presenta I'avantatge que és relativament senzill amplificar,
clonar i sequienciar mostres ambientals. A més, les seqiiéncies d’ADN mostren informacié sobre la
riquesa d'espécies, aixi com de la identitat dels diferents grups filogenétics; i posseeixen suficient
variabilitat que permeten diferenciar entre grups filogenétics a nivell d’espécie (o quasi), tot i considerar
nomeés seqliéncies parcials. Per altra banda, son costoses monetariament, requereixen de molt temps per
a realitzar-se i hi ha una limitacié practica del nombre de biblioteques que es volen dur a terme i
sequenciar.

Primer de tot cal dir que a la DGGE, les dues répliques de cada enriquiment (A i B) han sortit idéntiques
(veure Figura 1), és a dir, no hi ha hagut problemes amb la técnica. Per tant, a partir d'ara es
consideraran com una sola mostra sense tenir en compte les répliques.

Hi ha dues bandes presents a totes les condicions, que indiquen que el fet d'incubar no malmet els
organismes, i que aquests es mantenen en I'habitat artificial semblant al seu que se’ls hi ha proporcionat.

La diversitat a 'enriquiment O és alta, ja que aquest mostra el maxim de bandes de DGGE (19 bandes)
(veure Figura 1), el seu index de Shannon és el més elevat (2,227) (veure Taula 2) i s on hi ha més
grups filogenétics diferents (veure Figura 2). Per altra banda, a mesura que augmenta la concentracio de
matéria organica disminueix la diversitat. Es pot veure comparant els enriquiments L i M. L'M té més
matéria organica i menor nombre de bandes de DGGE (veure Figura 1), un index de Shannon menor
(0,731 enfront de 1,774 de I'L) (veure Taula 2) i només esta format per un grup filogenétic (veure Figura
2). Aquesta disminucié de la diversitat va acompanyada d'un augment de la preséncia de
Paraphisomonas, sobretot P. imperforata (dades no mostrades), podent arribar fins al 98% de
picoflagel lats, pero representa menys d'un 1% dels PFH als ecosistemes naturals (Diez et al, 2001a).

El biaix de cultiu pot explicar perqué disminueix la diversitat de PFH en preséncia de matéria organica
afegida, sobretot d’organismes no cultivats. En addicionar nutrients, els bacteris poden créixer molt i
rapidament, fent que puguin assolir mides més grans que al medi natural. D’aquesta manera, els seus
depredadors, els petits flagel lats, no poden consumir-los; només ho podran fer els més grans, per tant,
variara la composicio de les mostres naturals (Giovannoni, 1990; Lim et al, 1999). D’aquesta manera,
s'explica perqué els flagel lats heterotrofics cultivats sén escassos a les mostres moleculars (tenen baixa
abundancia in situ) i perqué aquestes mostres recullen organismes no cultivats. Un exemple d’aquest
biaix s’obté quan es cultiva amb extracte de llevat, els bacteris augmenten la seva abundancia en dos
ordres de magnitud, i poden arribar fins a 108 cél {ules/ml (Massana et al, 2006a).

També es pot observar com preval la concentracié enfront del tipus de matéria organica amb els index de
Shannon (veure Taula 2), on els enriquiments M i R tenen un index molt semblant (al voltant de 0,7) i
tenen un 1% d’extracte de llevat i d’arrds, respectivament. A més a més, els enriquiments L i M (ambdés
amb extracte de llevat) tenen indexs més diferents: 1,774 i 0,731, respectivament.



Per altra banda, veiem que a I'enriquiment OO0 s’hi presenten la majoria de les bandes de DGGE Uniques
(son aquelles que només es troben en una mostra), concretament n'hi ha 16, mentre que a les altres
practicament no n’hi ha (veure Figura 1). Aixo indica que el fet d'incubar aigua marina durant uns dies,
encara que sigui sense afegir matéria organica (com a I'enriquiment O), altera la composicié de flagel lats
que hi podria haver a les mostres.

Observant els clons trobats a cada biblioteca (veure Taula 1) es veu que hi ha més flagel {ats no cultivats
a I'enriquiment O (13 clons) que a cap altra biblioteca. També s’han trobat resultats semblants en daltres
estudis recents (Moon-van der Staay et al, 2001; Countway et al, 2005; Massana et al, 2006a i b;), que
indiquen que al picoplancton hi ha organismes que representen noves linies filogenétiques o encara no
descrites; alguns dels quals podrien correspondre als clons no cultivats que s’han trobat a les nostres
biblioteques.

Les crisoficies son un grup d’organismes que conté flagel fats fototrofics, mixotrofics i heterotrofics, de
gran diversitat, i que tan poden ser cultivades com no cultivades. Un fet important és la dominancia
d'aquestes crisoficies en tots els enriquiments (veure Taula 1 i Figura 2), amb un minim del 76%
(biblioteca O) fins a arribar al 100% (biblioteca M) de preséncia dins els PFH. En altres estudis de la zona
de Blanes (Massana et al, 2006a i b; Massana et al, 2004b) no és aixi: dominen els MAST, els nous
alveolats i en menor mesura es troben les crisoficies. Hi ha dues hipdtesis que podrien explicar aquest fet.
Per una banda, una entrada d'aigua dolca i sediments del riu Tordera, aportant nutrients al mar; i per altra
banda, una entrada d’aigua oceanica (rica en nutrients i de salinitat elevada) a través del cané de Blanes.
En ambdés casos hi hauria una aportacié extra de matéria organica a la zona d’estudi. Les crisoficies, tot
i ser organismes d’ambients oligotrofics, poden viure en concentracions més altes de nutrients que els
MAST (Pringsheim, 1952), per tant, dominaran les crisoficies enfront dels altres organismes (MAST i nous
alveolats).

Els MAST son un altre grup d’organismes amb importancia dins les biblioteques analitzades (veure Figura
2). Considerant la seva relativa abundancia, els MAST podrien ser els responsables del 10% de la
remineralitzacié de nutrients de les arees superiors dels oceans (Massana et al, 2006b). A més a més,
també tenen un paper clau en les xarxes trofiques com a consumidors de bacteris i com a aliment de
zooplancton més gran (Massana et al, 2004b). En totes les biblioteques apareixen (amb excepcio de la
M); pero no tots els MAST hi son presents (hi ha fins a 12 linies filogenétiques diferents), sin que només
apareixen els MAST-1, 4, 7 i 8. Els MAST-1, 4 i 7 representen el 74% de tots els MAST (hem trobat els
més abundants) i corresponen a organismes encara no cultivats, amb distribucions globals, trobats tan a
mar obert com en ambients costaners i abundancies significatives a tots els mars i oceans (Massana et al,
2004; 2006a i b). La seva preséncia €s menor que en altres estudis (Massana et al, 2004; 2006a i b), per
I'entrada d’aigua oceanica rica en nutrients a través del cané de Blanes, tal com ja s’ha comentat
anteriorment.

Les prasinoficies son algues verdes primitives que no s’haurien de trobar a les nostres biblioteques
perqué no poden viure sense la seva font principal d’energia: la llum (Moon-van der Staay et al, 2001). |
les nostres mostres s’han incubat a la foscor, inhibint el creixement d’aquests organismes, per tant, la
seva presencia és accidental.

Conclusions

La diversitat de PFH és alta a I'enriquiment O, sobretot a I'aigua sense incubar (O0), i va disminuint a
mesura que augmenta la concentracié de matéria organica afegida, independentment del tipus d’extracte
de qué es tracti (llevat o arros).



El biaix de cultiu és important: es detecta un augment d’organismes cultivables en preséncia de matéria
organica afegida (enriquiments M, L, R i P); i se'n detecten més de no cultivats quan no n’hi ha (O).

La incubacié d'aigua marina en fosc altera la composicié de microorganismes de la comunitat.

La dominancia de crisoficies en detriment dels MAST es deu a I'entrada d’aigua oceanica rica en nutrients
a través del cano de Blanes.

L’aparicié d’organismes fototrofics com les prasinoficies és accidental.

Els enriquiments ajuden a descobrir les propietats biologiques i els requeriments de creixement, i poden
ser utilitzats com a primers passos en d’altres intents de cultivar organismes no cultivats fins ara, perd no
sera possible determinar el paper ecologic dels organismes desconeguts fins que no hi hagi més
sequéncies ambientals analitzades, ja que la gran diversitat de PFH ha d’anar lligada a un gran ventall de
rols funcionals, i s necessaria més investigacio per aconseguir-ho.
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