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Resum

RESUM

En aquest treball s’han estudiat diferents sistemes estratificats, un de bentonic (tapissos
microbians del delta de I'Ebre) i tres de planctonics (estanyols d'en Ciso i el Vilar i el llac Gran d'Estanya),
mitjancant I'ts combinat de técniques de microbiologia moleculars (RFLP, DGGE i FISH) i classiques
(microscopia oOptica i analisi dels parametres fisicoquimics). L'aplicacio de les tecniques moleculars ens ha
permes demostrar que genéticament hi ha variacions, tant en fondaria com al llarg del temps, en
I'estructura i la dinamica de les poblacions microbianes que habiten en aquests ecosistemes. Les
tecniques classiques aplicades, en canvi, shan emprat per a relacionar aquests canvis genétics amb les

fluctuacions ambientals i biologiques.

Inicialment, es va determinar la distribucié en fondaria i al llarg del temps de diferents parametres
fisicoquimics que s'estableixen en els sistemes estratificats estudiats. A continuacio, es van caracteritzar
mitjangant microscopia optica el gruix, el color i les poblacions dominants presents en cadascuna de les
laminacions dels tapissos microbians. De la mateixa forma, al llac Gran d'Estanya es van descriure les
poblacions dominants presents en les diferents fondaries. L'analisi preliminar de tots els sistemes
estratificats estudiats ens va permetre demostrar que, en general, les condicions i les poblacions
dominants es mantenien forca semblants a les descrites en treballs anteriors. Posteriorment, es dugué a
terme l'analisi molecular amb tecniques de caracteritzacio genética (RFLP i DGGE) i d'hibridacié in situ
(FISH), basades en l'estudi dels 16S ADNr i 16S ARNr, respectivament.

En cadascuna de les laminacions i fondaries dels diferents sistemes estratificats estudiats, els
gens dels 16S ARNr foren amplificats per PCR amb encebadors universals per als dominis Bacteria i
Archaea. El primer dels dominis es va trobar ampliament distribuit en tots els sistemes estratificats i es va
detectar al llarg de totes les laminacions i fondaries estudiades. En canvi, el domini Archaea presentava
una distribucié més heterogénia i es detectava en el sediment negre dels tapissos microbians i en les
fondaries dels llacs on les concentracions de sulfur d’hidrogen eren més elevades. A I'estanyol del Vilar i al
llac Gran d’Estanya, a més, es van detectar membres d'aquest darrer domini en algunes fondaries de la

part oxigenica.
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Seguidament, els productes de la PCR van ser digerits amb enzims de restriccio d'alta frequéncia
de tall (Alul, Hinfl i Rsal) i es van analitzar els patrons dels 16S ADNr-RFLP bacterians obtinguts per

electroforesi en cadascun dels sistemes estratificats.

Aplicant els métodes UPGMA i MDS, la similitud entre els patrons dels 16S ADNr-RFLP ens va
permetre obtenir les corresponents matrius a partir de les quals es va poder concloure que les mostres
presentaven una distribucié estacional en tots els sistemes estudiats, exceptuant les del llac Gran
d'Estanya. Malgrat aquest fet, les diferencies estacionals quant al nombre de fragments de restriccid
només foren estadisticament significatives als tapissos microbians del delta de I'Ebre i a I'estanyol del
Vilar. En tots els sistemes estratificats estudiats, les diferents submostres es van subagrupar,

majoritariament, en funcié de dos parametres abiotics, la llum i la presencia d'oxigen.

Una vegada visualitzats els patrons de restriccid, s'observa que els obtinguts en el periode de
barreja al llac Gran d’Estanya mostraven una gran similitud amb els de la part més fonda del llac en el
periode d'estratificacio. Per a corroborar aquesta observacio, es va decidir aplicar al llac Gran d'Estanya un
altra técnica de caracteritzacié genetica: la DGGE. Els patrons resultants dels 16S ADNr-DGGE, igual que
els dels 16S ADNr-RFLP, van confirmar aquesta similitud. L'aplicacié d'aquesta tecnica, a més a més, ens
va permetre obtenir una visio general de la diversitat bacteriana per escissio i seqiienciacio de les bandes
dominants. Les seqiiencies obtingudes foren afiliades dintre dels quatre filums del domini Bacteria:
Cianobacteria, Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides (CFB), Proteobacteria (classes o i ) i Chlorobi.
L'analisi de les seqliéncies obtingudes demostra que les diferéncies espacials eren degudes a variacions
de les poblacions bacterianes dominants (Cianobacteria, Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides i o.-
Proteobacteria) detectades en cadascuna de les fondaries del llac. En canvi, les diferencies estacionals
existents eren degudes, principalment, a I'aparicio del grup p-Proteobacteria a I'hivern i a I'aparicid de

Chlorobi a l'estiu.

Al llac Gran d'Estanya, a més de la informacié qualitativa obtinguda amb les técniques de
caracteritzacié genetica, per primera vegada s'ha estudiat quantitativament com es distribueixen en
fondaria i al llarg del temps les poblacions d'organismes actius mitjancant I'aplicacié de la hibridacié in situ.
Tot i estar limitada per la presencia de particules de naturalesa inorganica i per una elevada proporcid
d'organismes fototrofics autofluorescents, la informacié obtinguda amb aquesta tecnica ens va permetre
descriure canvis espaciotemporals de les poblacions bacterianes (sondes Eub338, Non338, Srh338,
Dsv698, Dss658, Alf968, Betd2a i Gam42a) i d'Archaeas (sonda Arch915) analitzades. Els percentatges

d'hibridacié obtinguts pel domini Bacteria foren superiors en la part superficial del llac en el periode
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d'estratificacio, mentre que el domini Archaea fou més abundant en la part més fonda del llac del mateix
periode. Pertanyents al domini Bacteria, i detectats en ambdds periodes de I'any estudiats, la distribucid
dels percentatges d'hibridacié dels bacteris sulfatoreductors i dels a-, B- i y-Proteobacteria varia en
fondaria. La comparacio entre els percentatges d'hibridacié obtinguts i els patrons dels 16S ADNr-RFLP
determina que, en alguns casos, tot i haver-hi diferéncies quantitatives, aquestes no es reflectien

qualitativament.

Finalment, per a esbrinar com podien quedar afectats els RFLP obtinguts en mostres naturals per
dos factors que influencien I'eficiencia de la PCR, la preséncia de mals aparellaments entre els encebadors
i les sequéncies diana d'aquests i el diferent nombre d'operons d’ADNr, es va desenvolupar una
aproximacio teoricopractica. Amb aquest proposit, es van seleccionar quatre soques bacterianes de les
quals es coneixien ambdds parametres i es van analitzar els RFLP de diferents mescles. Els resultats
obtinguts van demostrar que tots dos factors contribuien significativament a I'hora d'obtenir els perfils
geneétics. D'aquesta forma, un nombre alt d’operons d’ADNr permetia una eficiencia de detecciéo més gran,
i un grau d’homologia més baix entre els encebadors i les seves seqiiencies diana implicava una

disminucio d'aquesta.
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Introduccio

El descobriment dels microorganismes procariotes es remunta al segle XVII. Més tard, quan
Robert Koch i Albert Neisser van demostrar que els bacteris eren els causants de diferents malalties, es va
posar de manifest la gran importancia d'obtenir cultius axénics o purs dels bacteris implicats en aquestes
malalties, per a poder-los aixi aillar i caracteritzar. L'Gs de medis de cultiu solids, obtinguts inicialment per
Koch 'any 1881 amb talls aseptics de patata i gelatina i un any després per Fannie i Hesse amb un
polisacarid derivat de les algues vermelles anomenat agar, i/0 de medis liquids va permetre aconseguir
aquesta fita i va ser la base per al desenvolupament de la taxonomia bacteriana, la genética, I'ecologia, la
fisiologia i d'altres disciplines relacionades. Com a consequéncia d'aquests fets i de molts altres no
esmentats, va ser a finals del segle XIX que la microbiologia va consolidar-se com a ciéncia
(http://www.asmusa.org/mbrsrc/archive/SIGNIFICANT.htm).

La composicio del medi i les condicions fisicoquimiques de temperatura, pH, disponibilitat d’aigua,
llum, la preséncia o abséncia d'oxigen, etc. en les quals es mantenen els cultius determinen el tipus de
bacteri capa¢ de créixer. D'aquesta manera, variant la composicio i/o les condicions de creixement d'un
medi, podem obtenir un aillament selectiu de bacteris. Per exemple, els bacteris fototrofics anoxigénics
verds i vermells del sofre creixen en un medi similar, pero diferéncies de pH i de quantitat de llum ens
permetran aillar els uns o els altres (Pfennig i Triiper, 1981 i 1992a-b). Es més, la variaci6 de les
concentracions de sulfur d'hidrogen (H2S) i de la font de carboni del medi pot fer fins i tot que el grau de
seleccid sigui de nivell d'espécie (Pfennig i Trliper, 1981 i 1992a-b). Aixi doncs, els medis de cultiu sembla
que sén adequats a I'hora d'aillar diferents tipus de bacteris, pero, a la vegada, aquesta caracteristica els
fa vulnerables a 'anomenada gran anomalia del recompte en placa (Great Plate Count Anomaly) (Amann
et al., 1995): els recomptes directes dels organismes fets al microscopi no coincideix mai amb els

recomptes realitzats en placa (Roszak i Colwell, 1987).

La ra6 d'aquesta anomalia és que els bacteris poden ser tant viables com no viables depenent de
si la seva membrana esta intacta o danyada (Grégori et al., 2001). A la vegada, els viables poden ser
actius, cultivables o no cultivables, o inactius davant una determinada activitat enzimatica i/o metabolica.
Per tant, I'explicacié que el nombre total de bacteris no coincideixi amb els recomptes en placa és deguda
al fet que només una minima part del total dels bacteris creixen en cultiu, els actius cultivables. Aixi doncs,
I'anomalia del recompte en placa pot ser deguda, principalment, a: unes condicions de cultiu que no sén
les més adequades per al creixement de determinats bacteris (Aagot et al., 2001; Bull et al., 2000), la
conversio de bacteris cultivables a I'estat no cultivable (Grey i Steck, 2001; Olivier et al. 1991; Roszak et
al., 1984), la mancanca de metodes d'aillament valids (LaRiviere et al., 1991) i la preséncia de bacteris
endosimbionts o ectosimbionts no cultivables en placa (Drozanski, 1991; Gortz, 1986).




Introducci6

.1 Diversitat microbiana, un enigma sense resoldre

Fins a la década passada, la majoria d'esfor¢os per cultivar bacteris en medis de cultiu havien
estat enfocats a I'estudi d’organismes aerobis i de patdgens humans, per la qual cosa no era sorprenent
que no es conegués la major part d'organismes no cultivables dels ambients no associats a aquests

ambits.

El 1978 Hoppe va determinar que organismes actius metabolicament, els quals representaven la
microbiota marina predominant, no creixien en medi solid i estimava que els bacteris cultivables
representaven tan sols entre un 0,01-12,5% dels bacteris viables de la poblacio. Més tard, altres autors
asseguraven que al voltant del 10% del total dels bacteris trobats en la natura havien estat cultivats
(Somerville et al., 1989). Daltres afirmaven que meés del 99,9% de bacteris marins i del sol no eren
cultivables (Amann et al., 1995; Ward et al., 1990). Actualment, I'estimacio de la diversitat total d’especies
bacterianes presents en la natura és d'aproximadament 106-107 (Cowan, 2000), i només sén cultivables
entre '1-12% del total (taula I-1) (Bull et al., 1992). Aquest percentatge, a més, és molt variable segons la

naturalesa de la mostra que es vol estudiar (taula I-2) (Amann et al., 1995).

Taula I-1. Diversitat microbiana descrita per Bull (1992) i modificada per Cowan (2000)

Grup Espécies totals estimades ~ Espécies conegudes? Proporci6 (%) de les conegudes vs. totals
Virus 130.0002 5.000 4]

Archaea 2d <500 ?

Bacteris 40.0002 4.800 [12]

Fongs 1.500.000 69.000 5

Algues 60.000 40.000 67

a  Valors subestimats, probablement entre 1-2 ordres de magnitud. °, Valors de mitians dels anys noranta que
augmentaran entre un 10-50%. ¢, Valors molt subestimats. 9, Valors molt més grans que els indicats en estudis

d'ecologia microbiana cultivodependents

Mostra Proporcio (%) de bacteris cultivables
Aigua salada 0,001-0,1

Aigua dolca 0,25

Llac mesotrofic 011

Estuari no contaminat 0,1-3

Fangs actius 1-15

Sediments 0,25

Sol 0,3

Taula I-2. Proporcié de bacteris cultivables en mostres terrestres i aquatiques
(Amann et al., 1995)
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.2 Caracteritzacié d’ecosistemes naturals: metodes microbiologics

classics i moleculars

Per a comprendre la dinamica i I'estabilitat d’'un ecosistema natural és necessari estudiar-ne
I'estructura, I'activitat i la funcio de les poblacions microbianes que l'integren (Lee et al., 1996, Liu et al.,
1997).

Fins a la década dels noranta, la majoria d'estudis de les comunitats microbianes presents en
ecosistemes naturals es van basar en métodes de caracteritzacio classics (Busse et al., 1996). La principal
limitacio d'aquests metodes era que tan sols podien ser utilitzats amb bacteris préviament aillats i cultivats.
La selectivitat dels medis de cultiu descrita anteriorment i la gran complexitat de la majoria d’ecosistemes
naturals, afavorida per I'amplia gamma de nutrients i per la fluctuacié dels parametres fisicoquimics que
s'hi troben, determinaren que la majoria d'estudis realitzats fins llavors fossin incomplets, ja que la
identificacio i la funcié dels bacteris no cultivables, els quals representaven la major part del total dels
bacteris presents en la comunitat, eren ignorades, desconegudes o subestimades. No obstant aixo, tot i les
seves limitacions, l'aplicacio d'aquests metodes classics va permetre caracteritzar les poblacions

microbianes presents en els ecosistemes naturals.

Posteriorment, i complementaries a aquestes tecniques classiques, s'han descrit i aplicat
tecniques moleculars, les quals permeten analitzar i comparar la composicid, activitat i estructura de les
comunitats microbianes, incloent-hi la part cultivable i la no cultivable. En funci6 de la molécula que es
vulgui analitzar, les tecniques moleculars emprades actualment sén molt diverses (Busse et al., 1996).
Entre aquestes trobem l'analisi d'acids grassos (Macarron, 1998; Ritchie et al., 2000; Spring et al., 2000),
lipids polars, quinones (Hiraishi et al., 1999), poliamines, diaminoacids, acids micolics, sucres totals,
patrons de proteines i lipopolisacarids (LPS) en gels d’electroforesi de poliacrilamida (PAGE), polimorfisme
en la longitud dels fragments de restricci6 (RFLP) (Weidner et al., 1996), ADN genomic en gels
d'electroforesi en camp polsant (PFGE) (Méndez-Alvarez et al., 1996), ADN polimorfic amplificat a I'atzar
(RAPD) (Méndez-Alvarez et al., 1998), deteccié de bacteris per hibridacié in situ utilitzant sondes
marcades amb radioactivitat o fluorescéncia (Amann et al., 1990; Zarda et al., 1997), hibridaci6 ADN-ADN
(Voordouw et al., 1991) i ADN-ARNr (De Vos i De Ley, 1983), analisi dels gens de I'acid ribonucleic
ribosomal 16S (16S ARNr) i seqiienciacio (Barns et al., 1996; Dojka et al., 2000; Nilbel et al., 2001). Entre
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totes aquestes possibles molécules que permeten els estudis moleculars, destaca la gran importancia que
ha tingut el 16S ARNr com a base de molts estudis d'ecologia microbiana (Olsen et al., 1986).

1.3 16S ARNr, cronometre evolutiu

L’evoluci6 biologica es produeix en quedar fixades diferents mutacions en espécies diferents.
Aquests canvis mutacionals estables, fixats en I'ADN que codifica per a una determinada molecula,
determinen que poblacions amb un avantpassat comu es distanciin evolutivament. Aixi doncs, la distancia
evolutiva existent entre dues especies es pot mesurar per les diferéncies en la seqtiencia d’aminoacids o

nucleotids entre molecules homologues de les dues espécies (Madigan et al., 1997).

Perque una molécula sigui un bon cronometre filogenétic cal que doni una mesura real del canvi
evolutiu. Per aquest motiu, un cronometre ideal compliria els requisits segtients: distribucié universal dintre
del grup objecte d'estudi, funci6 homologa o identica, facil d'alinear per poder identificar les regions amb
seqliencies conservades i les que presenten variabilitat i, finalment, que la freqiiencia de canvi de la
seqiencia de la molecula escollida tingui una relacio directa amb la distancia evolutiva mesurada (Madigan
et al., 1997). Amb la finalitat de trobar aquest cronometre evolutiu, Woese i Fox (1977) van comengar a
investigar la filogenia dels procariotes classificant-los mitjancant I'’ARNr, com a alternativa a I'analisi d’ADN,
perque és una molécula que presenta tots els requisits descrits per a un cronometre filogenétic adequat.
Entre els diferents ARNr procariotics [5S (120 nucleotids), 16S (1.500 nucleotids) i 23S (3.000 nucleotids)],
van proposar I'is de les molecules d’ARNr més llargues, 16S o 23S, ja que la informacié obtinguda és, a
diferéncia del 5S, suficient i fiable per a realitzar estudis de filogenia i de diversitat basats en 'analisi
comparativa de les seqliéncies en les bases de dades (Olsen et al., 1986; Fox et al., 1977)
(http://rdpwww.life.uiuc.edu; http://www.ncbi.nlm.nih.gov; http://www.mikro.biologie.tu-muenchen.de).

Inicialment, l'analisi comparativa de diferents 16S ARNr va demostrar que era un sistema de
classificacio dels bacteris meés Util que el basat en els caracters fenotipics i, a més a més, que la historia de
la vida es podia dividir en tres linies primaries o dominis anomenats actualment Archaea, Bacteria i
Eucarya (Woese i Fox, 1977). Una analisi més exhaustiva i amplia dels 16S ARNr va demostrar
posteriorment que dintre dels diferents dominis hi havia agrupacions de bacteris anomenades divisions, i

fins aleshores van ser dotze les divisions trobades en el domini Bacteria (Woese, 1987).
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Després de ser descrita per Saiki i col-laboradors (1988) la reaccié en cadena de la polimerasa
(PCR), es van desenvolupar tecniques moleculars noves que, a diferéncia de les descrites anteriorment,
no es basaven en la comparacié directa de les molécules de 16S ARNr. Entre aquestes hi havia les que
amplificaven els gens (ADN) que codificaven pels 16S ARNr i les que permetien la sequienciacié genomica
i lanalisi posterior de les seqtiencies. El desenvolupament de totes aquestes tecniques va contribuir que hi
hagués un augment dels estudis no cultivodependents i que fins a I'any 1998 hi hagués descrites 36-40
divisions filogenetiques dintre del domini Bacteria, entre les quals hi ha actualment més de 76.000

seqiencies de 16S ARNr (figura I-1) (http://www.ncbi.nim.nih.gov). Hi ha divisions bacterianes, amb pocs o

sense cap membre cultivable, que es troben ampliament distribuides i semblen dominants en alguns
ambients (Dojka et al., 2000). L'obtencié de dades fisiologiques d'aquests membres no cultivables és dificil
pero la seva identificacio representa, entre altres coses, un gran potencial en possibles aplicacions
biotecnologiques (Bull et al., 2000; Eschenfeldt et al., 2001).

Figura I-1. Arbre de la distancia
evolutiva del domini Bacteria. Les
divisions amb bacteris cultivables
estan marcades en negre i les
divisions amb  bacteris no
cultivables estan marcades en
blanc. L'escala de la barra indica
0,1 canvis per nucleotid
(Hugenholtz et al., 1998)

.4 Tecniques de biologia molecular aplicades en estudis d'ecologia

microbiana

Inicialment, les tecniques moleculars de caracteritzacio genetica van ser desenvolupades per

discriminar i identificar soques bacterianes pures. Posteriorment, aquestes tecniques es van adaptar a




Introducci6

I'estudi dels ecosistemes naturals, on hi ha una mescla complexa de seqtiencies, cosa que permet obviar
els possibles errors derivats del cultiu dels bacteris. Les principals técniques de biologia molecular
emprades actualment en estudis d’ecologia microbiana en ambients naturals es mostren en la figura I-2
(Head et al., 1998). Mentre que la majoria de tecniques moleculars utilitzen els acids nucleics (ADN i/o
ARN) per dur a terme l'analisi qualitativa d'una comunitat, la deteccio dels 16S ARNr mitjancant la fixacio
cel-lular i la hibridacio amb sondes marcades ens permet obtenir-ne informacio quantitativa. L'analisi
directa del conjunt d'acids nucleics o extracte, on majoritariament trobem ADN, encara que també s'hi
troba ARN, permet obtenir informacio qualitativa del total analitzat de la comunitat. En canvi, I'amplificacio
de fragments especifics d'’ADN per PCR o d'ARN per transcripcio reversa (RT-PCR), els quals poden ser
posteriorment clonats i seqlienciats o bé analitzats mitjangant técniques de caracteritzacio o fingerprinting
genética, nomes permet analitzar parcialment la mostra d'aquesta comunitat. Finalment, amb I'enriquiment
i aillament previs en cultiu dels organismes presents en la comunitat, I'aplicacio de tecniques moleculars
també permet la seva caracteritzacié genética i/o identificacid, encara que, tal com ja s'ha dit anteriorment,
aquesta analisi resultara parcial, ja que només sera dels organismes cultivables.
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Figura I-2. Técniques de biologia molecular emprades en estudis d'ecologia microbiana (Head et al., 1998)
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1.4.1 Analisi qualitativa d'una comunitat

1.4.1.1 Extraccié d’acids nucleics (ADN i/o ARN)

L'extraccié dels acids nucleics es pot realitzar mitjancant metodes directes i indirectes (Leff et al.,
1995). En els metodes directes, els acids nucleics son extrets directament de la mostra juntament amb tots
els elements que constitueixen la matriu (particules de sol, etc.) (Chandler et al., 1997; Ranjard et al.,
2000). En canvi, en els metodes d’extraccio indirectes els bacteris son trencats i els acids nucleics extrets,
separant préviament la resta de la matriu (Carsten et al., 1992; Jacobsen et al., 1992; Pillai et al., 1991). La
seleccié del metode d'extraccio dels acids nucleics depén del tipus de mostra inicial de la qual es parteix.
Aixi doncs, hi ha descrits diferents métodes d’extraccid, per a mostres d'aigua (Weidner et al., 1996),
sediments (Jackson et al., 1997), sols (Hurt et al., 2001; Kuske et al., 1997), tapissos microbians (Moyer et
al. 1994), etc. Els metodes indirectes son utilitzats sobretot en mostres d'aigua, on s'extreu 'ADN separant
préeviament les cél-lules per centrifugacio o per filtracid, mentre que en la resta de casos solen utilitzar-se

meétodes directes.

L’extraccio d'acids nucleics es pot realitzar mitjancant tractaments fisics, quimics o per combinacio
d'ambdds. Entre els tractaments fisics destaquen la congelacio-descongelacio successiva de la mostra i
I'is de 'anomenat bead-beater per a facilitar el trencament de la paret cel-lular dels bacteris (Chandler et
al., 1997; Van Elsas et al., 1995; Yeates et al., 1997). D’altra banda, els tractaments quimics més habituals
son I'ls de detergents i lisozim (Moré et al., 1994; Zhou et al., 1996). No obstant aixo, el mes freqlient és
aplicar una combinacié dels dos tipus de tractaments durant I'extraccio per obtenir aixi un millor rendiment
(Yeates et al., 1997; Van Elsas et al., 1995). A diferéncia de I'extraccié de I'ADN, la petita grandaria de la
molécula d’ARN permet aplicar tractaments fisics més drastics, ja que no existeix tant perill de trencament
de la molecula (Leff et al., 1995; Moran et al., 1993).

El procés d'extraccié dels acids nucleics es considera un pas critic on s'ha d'eliminar la preséncia
de compostos indesitjables associats a la mostra. Entre aquests hi ha compostos coneguts pel fet de ser
potents inhibidors de I'enzim Taq polimerasa utilitzat en la PCR, reduir la sensibilitat de la PCR, ser potents
inhibidors o reductors de ['eficiéncia d'enzims de restriccio, reduir I'eficiencia de transformacid i
I'especificitat de la hibridacié amb ADN (Chandler et al., 1997b; Moré et al., 1994; Tebbe et al., 1993; Tsai i
Olson, 1992; Zhou et al., 1996). Per a eliminar tots aquests compostos, i tenint en compte que un nombre

elevat d'etapes de purificacio pot reduir drasticament I'eficiencia de recuperacié de I'’ADN (Johnston et al.,
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1996), és necessari tenir molta cura a I'hora de seleccionar el metode d'extraccio més adequat en funcid

de 'ambient natural que es vol analitzar.

En mostres on s'apliquen metodes directes, principalment en sols i sediments, durant o després
del procés d'extraccio dels acids nucleics s'aplica gairebé sempre alguna etapa de purificacio (Miller et al.,
1999). Entre les més habituals trobem: [laddicio de polivinilpolipirrolidona (PVPP) o bromur
d'hexadeciltrimetilamoni (CTAB) en el tamp0 dextraccid (Liu et al., 1997; Moyer et al., 1994), la
precipitacié selectiva d’ADN (Johnston et al., 1996), la centrifugacié amb gradient de densitat amb CsCl-
Bromur d'etidi (Carsten et al., 1992; Selenska-Pobell, 1995), I'electroelucié (Chandler et al., 1997b;
Rochelle et al., 1991), la cromatografia amb columnes d’hidroxiapatita (Buckley et al., 1998), la filtracié en
gel (Sephadex G-200, Sepharose 4B, i Sephadex G-50) (Tsai i Olson, 1992), els gels d’electroforesi
(Myrold et al., 1995; Kuske et al., 1997) i la dilucié de 'ADN (Chandler et al. 1997b; Wikstrom et al. 1996).
Actualment, I'extraccio d’ADN i/o ARN mitjancant I'ts de d'equips comercials ha permeés obviar les etapes
addicionals de purificacié necessaries, sobretot en extractes de sol, sediment o fangs actius (Borneman et
al., 1996; Hurt et al., 2001).

Un factor addicional a I'nora de seleccionar els métodes d'extraccid i purificacio dels acids nucleics
és el tipus d'analisi que es vol fer a posteriori. Per exemple, I'analisi de I'estructura de la comunitat
mitjangant les seqliéncies dels gens dels 16S ARNr per PCR cal fer-la amb ADN d'elevat pes molecular,
d'aproximadament 23 kb, i amb un métode que tingui una eficiéncia d’extraccio alta (Kuske et al., 1997).

[.4.1.2 Analisi dels extractes d'ADN

A partir de I'extracte d’ADN total d'una comunitat podem obtenir dos tipus diferents d'informacié en
funcié de la tecnica aplicada (Ranjard et al., 2000). D'una banda, s'obté informacid total de la comunitat
quan la investigacid se centra en l'analisi de tot I'extracte d’ADN, per exemple, per fraccionament,
hibridacio creuada o desnaturalitzacid termica i reassociacio de I'ADN total. D'altra banda, obtenim
informacié parcial de la comunitat quan la investigacié se centra en I'analisi d'una part de I'extracte d’ADN,

per exemple, de sequéncies especifiques del genoma amplificades per PCR.

1.4.1.2.1 Analisi total de la comunitat. S'investiga tota la informacié genética de I'extracte d’ADN.
Cal remarcar que els errors associats al procés d’amplificacio, i descrits en l'apartat 1.4.1.2.2.1, no hi son
presents quan s'analitza tot I'extracte. No obstant aix0, la necessitat de grans quantitats d’ADN total d'alta

qualitat ( > 50 ug), tant de puresa com d'integritat, i la possible coextraccié d’ADN de cel-lules bacterianes
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vives i d’ADN contaminant (ADN extracel-lular, ADN de bacteris no viables, ADN de fongs o d'altres
eucariotes) poden alterar el resultat final de I'analisi (Blum et al., 1997). Entre les técniques que ens

permeten analitzar el total de la comunitat trobem:

— Hibridaci6 creuada d’ADN genomic. Es posa en contacte I'ADN total d'una comunitat, marcat

fluorescentment o radioactivament, sobre un filtre amb un d'una altra comunitat. Després de realitzar tots
els passos de la hibridacio, el grau de marcatge ens indica com son de similars les poblacions bacterianes
d'aquestes dues comunitats (Lee i Furhman, 1990). Es un métode que no permet detectar diferéncies
entre poblacions que tenen un grau de similitud molt alt (Xia et al., 1995). L’ADN fixat sobre un filtre es pot
creuar també amb oligonucleotids especifics de grup, la qual cosa permet, entre d'altres, la identificacio i

quantificacio especifica del grup analitzat (Voordouw et al., 1991).

— Desnaturalitzacid termica i reassociacio d’ADN total. EI que es mesura és la composicio de les

bases i la complexitat de 'ADN total d'una comunitat. A partir de I'analisi de les corbes de fusio de 'ADN, la
composicié de les bases se sol expressar com a percentatge en mols de guanina + citosina (% G+C).
Quan el rang de distribucio del % G+C de I'ADN d'una comunitat és estret, ens indica que hi ha poblacions
dominants, mentre que si és ampli és indicatiu de la preséncia de molts grups bacterians. A més, pel que
fa al genere, el % G+C de 'ADN cromosomic és caracteristic per a molts grups bacterians, i 'abundancia
relativa d’ADN d'un determinat % G+C és un indicador de I'abundancia relativa dels grups associats en la
comunitat bacteriana estudiada (Holben i Harris, 1995). La complexitat s'estudia en ADN en solucid
mitjancant cinetiques de reassociacid d’ADN obtingut per desnaturalitzacio termica sota condicions
definides i mesurat amb I'espectrofotometre com lincrement d'absorbancia de 260 a 275 nm. Llavors, la
complexitat de 'ADN problema es pot comparar amb la complexitat d'un ADN conegut, com €s el
d’Escherichia coli, essent normalment un minim de 200-250 vegades més gran la complexitat de 'ADN
d’ambients naturals. La seva aplicacié permet detectar variacions en la composici6 de les comunitats de
mostres diferents (Torsvik et al., 1998) o de la mateixa mostra abans i després de ser contaminada
(McGrath et al., 1995), amb la qual cosa es pot determinar el nombre de genomes bacterians diferents
presents en les mostres i, per tant, es pot dir quina és la mes diversa. No obstant aixo, la seva lentitud, la
preséncia d’ADN contaminant i la manca de variacié del % G+C en casos on s’ha demostrat que la
composicié microbiana és molt diferent respecte a la inicial, per addicié d’algun contaminant a 'ambient,

fan que el seu Us sigui molt limitat (Ranjard et al., 2000; Torsvik et al., 1998).

— Fraccionament d’ADN total depenent de la seva composicid de bases utilitzant gradients de

densitat. Es basa en la variacio del contingut de G+C de I'ADN procariotic, que oscil-la entre 24-76%
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(Holben i Harris, 1995). S'afegeix un agent intercalant, bisbenzimidazole, el qual s'uneix preferentment a
A+T i aixi amplia les diferencies de gravetat de 'ADN segons la seva composicio de G+C. Llavors, 'ADN
extret se centrifuga en un gradient de clorur de calci, que proporciona un perfil caracteristic, basat en la
distribucio de 'ADN segons el seu percentatge de G+C. Proporciona una visio general de I'estructura de la
comunitat, cosa que permet detectar variacions en la composicié de les comunitats bacterianes en
ambients naturals (Nisslein i Tiedje, 1999) i a més es pot obtenir el mateix tipus d'informacié explicada

anteriorment a partir de la distribucio del % G+C de 'ADN de la comunitat.

1.4.1.2.2 Analisi parcial de la comunitat. La investigacid se centra en l'analisi d'una part de
I'extracte d’ADN, per exemple, de sequencies especifiques del genoma amplificades préviament per PCR.
Les seqiiencies més comunament estudiades son els gens de I'opero ribosomal, especialment el gen rrs
(16S ADNIr) i I'espaiador intergénic (IGS) 16S-23S entre els gens rrs i rrl. Aquests métodes inclouen el
clonatge i la seqienciacié o bé la caracteritzacio genética de fragments obtinguts per PCR. Avui dia son
les més utilitzades perque permeten estudiar la diversitat, I'estructura genetica i 'abundancia relativa de

les espécies que integren la comunitat.

1.4.1.2.2.1 PCR: amplificacio dels gens dels 16S ARNr. La PCR consta de tres etapes: i) la
fusid, a temperatures normalment d'entre 90-95 °C, d’ADN de doble cadena (ADNdc) per a obtenir-ne de
cadena senzilla (ADNcs); ii) la uni6 dels encebadors (15-25 nucleotids) a TADNcs motlle, on la temperatura
de l'etapa depén de la sequéncia dels encebadors, també anomenats primers o oligonucleotids; iii)
I'allongament d’ADNcs motlle, a temperatures normalment d'entre 70-74 °C, per a obtenir copies d’ADNdC.
Per repeticio de les tres etapes anteriors durant 20-40 cicles podem obtenir una quantitat exponencial
d’ADN de cadena doble. Al final és caracteristic, i molts cops indispensable, realitzar una etapa de 7-10
minuts amb la temperatura utilitzada en la tercera etapa perque les cadenes no acabades puguin finalitzar

la seva sintesi (Acinas et al., 1997; Martinez-Murcia et al., 1995).

L'eficiencia d’amplificacio de la PCR depen de molts factors a causa de les moltes limitacions que
té la tecnica (Wilson, 1997; Wintzingerode et al., 1997). La llargada i concentracié de I'ADN diana, el grau
d'homologia entre els encebadors i la sequéncia diana i el nombre de copies d'aquesta (Suzuki et al.,
1996; Farrelly et al., 1995) fan que es desestimin o se sobrevalorin determinades especies. Altres
desavantatges que hi trobem son: I'amplificacio inespecifica per excés de Taq polimerasa o concentracio
d'encebadors, I'amplificacié de poc producte per poca quantitat d’enzim o massa ADN diana (Chandler et
al., 1997a), I'obtencié de primers-dimers en la mescla de la reaccid per mala eleccid o elevada
concentracié d'encebadors (Blanc et al., 1997), la mala eleccio de la temperatura d'unié dels encebadors a
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I'’ADNcs motlle i del nombre de cicles, la inhibicié de la reaccié per presencia d'acids himics i derivats
fenolics, la dificil quantificacid del producte de la PCR per comparacié amb quantitats d’ADN conegudes
(Degrange i Bardin, 1995), I'amplificacio selectiva de determinades seqiiencies on hi ha petites diferéncies
en les regions universals conservades quan la unié dels encebadors es fa a elevada astringéncia (Head et
al., 1998), l'amplificacio preferent de les seqiiencies més abundants (Ward et al., 1992), I'amplificacio
discriminatoria de '’ADN motlle amb un alt % G+C deguda a la baixa eficiencia de separacié de les
cadenes durant el pas de desnaturalitzacio de la PCR (Reysenbach et al., 1992), la formacio de productes
quimerics (30-35% dels productes generats durant la coamplificacio de motlles semblants) per unié de
dues sequencies diferents durant I'amplificacio d’aquestes (Liesack et al., 1991; Wang i Wang, 1996), efc.
No obstant aixo0, actualment, la majoria de les técniques no cultivodependents basades en la PCR son les

més utilitzades en I'ambit de I'ecologia microbiana.

Els encebadors utilitzats durant el procés d’'amplificacié de I'ADN se sintetitzen a partir d’estudis
teorics basats en 'alineament i la comparacio de les zones conservades de seqtiéncies presents en les
bases de dades, com ho poden ser les dels 16S ARNr. L'alineament i la comparacié de les seqliéncies
dels 16S ARNr dels diferents dominis, grups, families, géneres, especies, etc. descrites ens determinaran
I'especificitat dels encebadors i, per tant, de la PCR (Marchesi et al., 1998). Inicialment, estudis realitzats
en mostres d'ambients naturals demostren que en aquestes hi ha moltes seqiiencies desconegudes fins al
moment dels gens dels 16S ARNr, la qual cosa corroborava que en les bases de dades, on gairebé el total
de sequéncies s’havien obtingut a partir de cultius axénics, no hi havia una representacié bona de la
diversitat bacteriana present en la natura. Aixi doncs, es demostrava I'error sistematic produit en estudis

on s'utilitzen meétodes cultivodependents respecte a estudis on s'utilitzen métodes no cultivodependents.

L'aplicacid d'aquesta tecnica ha permeés detectar bacteris presents en mostres naturals a
concentracions molt baixes (0,3 pg d’ADN diana o de 1-100 bacteris en 100 g de mostra), siguin 0 no
cultivables (Pillai et al., 1991; Steffan i Atlas, 1991). A més, s'ha emprat per detectar especificament
bacteris indicadors de determinades malalties (Baudart et al., 2000), diferenciar bacteris no manipulats
dels manipulats geneticament en ambients complexos (Steffan i Atlas, 1991), aillar i clonar seqliencies
d’ADN especifiques (Kowalchuk et al., 1997), relacionar filogenéticament espécies diferents (Yamamoto et
al., 1998), detectar gens o activitats metaboliques de diferents grups bacterians presents en la natura
(Eschenfeldt et al., 2001; Lai-King et al., 1997), etc.

1.4.1.2.2.2 Clonacio i caracteritzacio dels 16S ADNr amplificats per PCR. A partir de I'extracte
d’ADN total de cultius 0 mostres naturals, els gens dels 16S ARNr es poden amplificar per PCR, clonar

12




Introducci6

dintre de vectors i després fer llibreries. Els clons obtinguts poden caracteritzar-se genéticament per analisi
del polimorfisme en la longitud dels fragments de restriccié (RFLP), i aixi es poden agrupar pel grau de
similitud o dissimilitud existent entre ells, i es poden sequenciar per a identificar-los (Moyer et al., 1994;
Vaneechoutte et al., 1992).

1.4.1.2.2.3 Caracteritzacio genética. Ens proporciona un patr6 genétic de la comunitat, basant-se
en la separaci6 fisica dels acids nucleics d’espécies diferents previament amplificats per PCR, sense la
necessitat de construir llibreries géniques. En funcié dels encebadors seleccionats per fer I'estudi, podem
caracteritzar geneticament la comunitat en conjunt o un grup bacteria determinat d’aquesta comunitat. El
gran avantatge d'aquestes tecniques és la seva utilitat quan es volen comparar comunitats bacterianes,
canvis sobtats d'aquestes comunitats per addicio de toxics, metalls pesants, canvis genetics deguts a
fluctuacions ambientals, etc. En contraposicio, no ens donen informacié en termes d’abundancia de les
especies ni de la seva composicid. La distribucid de les bandes s'ha d'interpretar amb molta cura, ja que
una banda pot ser la conseqiiéncia de diferents espécies, sobretot quan s'analitzen espécies amb
sequeéncies ribosomals molt semblants, i una mateixa especie pot donar més d'una banda degut a
I'heterogeneitat dels gens dels 16S ARNr (Nibel et al., 1996). La caracteritzacio genética es du a terme
per amplificacid de determinades seqtiencies i la resolucid daquestes per migracié diferencial
electroforética en gels d’agarosa o poliacrilamida, segons la seva grandaria (ARDRA, analisi de restriccio
d’ADNr amplificat; T-RFLP, terminal RFLP; RISA, analisi de I'espaiador intergenic ribosomal) o de la seva
sequeéncia (DGGE, gel d'electroforesi amb gradient desnaturalitzant; TGGE, gel d'electroforesi amb
gradient de temperatura). Els patrons complexos de bandes obtinguts solen ser analitzats en termes de
similitud o dissimilitud i ser representats en dendrogrames. No obstant aixo, I'analisi de components
principals (ACP) o d'escala multidimensional (MDS) pot ser util a I'nora d'interpretar els resultats obtinguts i

poder correlacionar els patrons amb fonts de variacio externes (Borneman et al., 1996).

a) Analisi de restriccio d’ADNr amplificat (ARDRA). Genéricament anomenada RFLP, fou descrita

per Lazo (1987). A partir d’ADN total d’'una comunitat microbiana s’amplifica una determinada regié amb
I'ajut d'encebadors universals (16S ADNr, d'espaiadors dels transcrits interns d’ADNr, de fragments
terminals dels 16S ADNr, etc.) i es talla amb un o més enzims tetramérics d'alta freqliencia de tall
(Vaneechoutte et al., 1992). Els fragments de restriccio obtinguts se separen per electroforesi en gels de
poliacrilamida o d’algun tipus especial d'agaroses, com son la NuSieve o la MetaPhor (FMC Bioproducts),
els quals permeten resoldre fragments molt petits. Aquesta técnica ens permet identificar poblacions
bacterianes per hibridacié amb sondes especifiques sobre els patrons genétics obtinguts i realitzar estudis
de dinamiques de poblacions bacterianes en ambients naturals (Busse et al., 1996; Vaneechoutte et al.,
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1992). Un pas molt critic és I'eleccid dels enzims de restriccio, ja que de la seva seqliencia diana depenen
els resultats o perfils obtinguts. Aixi doncs, la necessitat de provar bateries d’enzims diferents per obtenir
resultats discriminatoris i, per tant, no dubtosos i per tenir una bona resolucié es fa palpable (Acinas et al.,
1997).

b) T-RFLP (terminal-RFLP). L'Us d'encebadors marcats fluorescentment és una alternativa a

I'’ARDRA, amb la qual s'obtenen patrons més senzills quant al nombre de bandes. En aquesta tecnica,
I'ADN total de la comunitat S'extreu i s'amplifiquen els 16S ADNr amb un encebador marcat
fluorescentment en I'extrem 5. A continuacid, es tallen els productes obtinguts amb un enzim de restriccio
tetrameric i els productes marcats proximals a l'encebador s'analitzen en un gel delectroforesi de
poliacrilamida, on son classificats per la seva grandaria i freqiéncia d’aparici6 mitjancant I'iis de la
tecnologia de sequenciacid. El sistema de deteccié amb laser incrementa la resolucio i I'especificitat, i ens
permet saber el nombre i abundancia de les unitats taxonomiques operacionals (OTU) a partir de l'algada i
I'area dels pics (Horz et al., 2001). La recent creacid d’'una base de dades dels fragments de restriccio
terminals, on podem trobar la majoria dels 16S ADNr, esta facilitant 'analisi teorica i practica de comunitats
microbianes  presents en  ambients  naturals  complexos (Marsh et al,  2000)

(http://www.cme.msu.edu/RDP/html/analyses.html).

¢) Analisi de I'espaiador intergenic ribosomal (RISA). Implica I'analisi de I''GS per PCR dels gens
16S-23S rRNA, el qual varia entre 50 bp i 1,5 kb depenent de I'especie analitzada (Girtler et al., 1996). Es

poden utilitzar també encebadors marcats fluorescentment per a fer la deteccié més resolutiva i especifica,
igual que en l'analisi dels T-RFLP, pero la base de dades disponible en aquest cas és molt reduida
(Ranjard et al., 2000). La gran variabilitat de tamany de I'espaiador pot permetre la deteccié de lleugers
canvis en l'estructura genética de la comunitat (Acinas et al., 1999) i canvis entre comunitats o especies
molt semblants (Toth et al., 2001). A més, la seqtienciacio dels fragments permet identificar poblacions

especifiques dintre d’'una comunitat (Tan et al., 2001).

d) Separacid electroforética utilitzant un gradient desnaturalitzant quimic (DGGE) o fisic (TGGE).

Mitjancant I'Gs d'encebadors universals i/o especifics de grup, els quals son normalment complementaris a
zones conservades dels gens dels 16S ARNr, s'amplifica una regié determinada del genoma de les
diferents poblacions microbianes de la comunitat. Per DGGE o TGGE, els fragments parcials dels gens
dels 16S ARNr d'una mateixa mida pero que difereixen en les seves seqtiéncies en almenys un nucleotid
se separen per electroforesi en gels de poliacrilamida (Muyzer et al., 1999; Muyzer i Smalla, 1998).
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La diferent composicié de bases dels ADNr obtinguts per PCR fa que els productes tinguin diferent
punt de fusié. La separacié dels fragments amplificats o amplicons es fa en gels de poliacrilamida, els
quals tenen un gradient lineal d’'un agent desnaturalitzant d’ADN quimic (urea i formamida en DGGE), o un
agent fisic (temperatura en TGGE), amb la qual cosa es creen perfils complexos com a consequiéncia de la

diversitat dels fragments amplificats.

Inicialment els fragments es mouen per la seva
mida perd en un moment determinat, a causa de les

condicions elevades de desnaturalitzacid, I'ADN

comenca a desnaturalitzar-se. La desnaturalitzacio
parcial retarda I'avang de la molécula en el gel, i aixi
s'observen canvis en la seva mobilitat segons la
composici6 de bases. Quan les condicions de
desnaturalitzacié son extremes, acaben separant-se les

dues cadenes.

— — Els patrons de DGGE obtinguts es poden
— - analitzar directament mitjancant l'aplicacié d'index de
similitud (Gillan et al., 1998) o be de forma indirecta. De

i ' forma indirecta, els fragments poden ser separats del
‘ gel, reamplificats, reanalitzats per DGGE i seqUienciats

; (figura 1-3). Llavors, les seqiiencies poden ser

comparades amb d'altres d'extretes de les bases de

dades (http://www.mikro.biologie.tu-muenchen.de;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Els patrons obtinguts

també es poden transferir a una membrana i/o analitzar
amb sondes especifiques dissenyades a partir de les
sequiencies dels 16S ADNr.

Figura 1-3. Analisi de l'estructura d'una comunitat bacteriana per PCR-DGGE
(Muyzer et al., 1999). a) Comunitat microbiana tenyida amb DAPI. b) Comunitat

microbiana tenyida amb una sonda especifica del domini Bacteria
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Ambdues tecniques, DGGE i TGGE, necessiten optimitzar-se, calibrar els corresponents gradients
lineals dels agents desnaturalitzants quimic o fisic i unir una cua de GC als encebadors per evitar la fusio
total de I'ADNdc i, com a consequencia, millorar la separacio i resolucidé dels fragments en el gel
d'electroforesi. La seva fiabilitat, reproductibilitat, rapidesa i la possibilitat d’estudiar moltes mostres a la
vegada fan que siguin uns dels métodes més emprats actualment en estudis d’ecologia microbiana. Entre
les aplicacions més frequents hi ha la identificacié de poblacions microbianes (Murray et al., 1998), la
deteccio de canvis poblacionals derivats de fluctuacions espaciotemporals dels parametres fisicoquimics o
de l'addicié de compostos contaminants (Ferris i Ward, 1997; Ovreds et al., 1998; Sievert et al., 1999;
Ward et al., 1998), la deteccié especifica de bandes per hibridacié amb sondes marcades (Kowalchuk et
al., 1998; Ovreas et al., 1997), etc.

A causa de la divergencia existent dintre dels gens multicopia dels ARNr, de l'alta ratio ARNr/ADN
en les cellules metabolicament més actives i de la comigracié de bandes de diferent seqliéncia a la
mateixa posicid del gradient, el nombre de bandes i la seva intensitat no estan relacionades amb el
nombre d'espécies i la seva abundancia relativa en aquesta comunitat. A més, I'amplificacio selectiva de la
PCR determina que en ambients on hi ha poblacions microbianes minoritaries i majoritaries, la identificacio
de les primeres sigui molt dificil (Muyzer et al., 1996). La necessitat d’obtenir productes inferiors a 500-700
parells de bases, facilment separables per aquesta tecnologia, limita també la mesura de la diversitat de
les poblacions que integren la comunitat, ja que és més dificil trobar encebadors universals per a amplificar
fragments petits d’ADNr (Muyzer i Smalla, 1998).

Actualment, hi ha d'altres estudis d'/ADN parcial d'una comunitat basats en l'analisi de gens que
codifiquen per determinats enzims que son molt més variables que els 16S ADNr, que permeten detectar
poblacions relacionades funcionalment pero que es distribueixen de forma diferent en I'ambient natural
(Eschenfeldt et al., 2001; Zehr i Hiorns, 1998).

1.4.1.3 Analisi dels extractes d'ARN

En els darrers anys i complementaris als descrits anteriorment, estan augmentant d'una forma molt
considerable els métodes d'analisi d'una comunitat basats en |'estudi directe de I'extracte d'ARN o bé de
determinades seqiéncies (ARNm, ARNT, etc.) d'aquest ARN. En el primer cas, l'analisi de I'extracte d'ARN

sobre un suport solid i la posterior hibridacié amb sondes especifiques marcades ens permeten obtenir una
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estimacié de l'abundancia relativa de la sequéncia complementaria a la sonda, sempre i que després es
comparin les intensitats obtingudes en la hibridacié amb quantitats conegudes d'’ARN de referencia
(Amann et al., 1995; MacGregor, 1999). Actualment, el més habitual pero és analitzar una part de
I'extracte, com poden ser TARNm o gens estructurals (pmoA), cosa que permet relacionar les diferents
especies amb les funcions d’aquestes dintre de I'esmentada comunitat per transcripcio reversa (RT) in situ
0 in vitro RT-PCR (MacGregor, 1999; Spring et al., 2000) o bé analitzar poblacions actives de bacteris i
estudiar la regulacio de la seva activitat per factors ambientals com el pH, la temperatura, el O, els ions
metal-lics, etc (Murrell i Radajewski, 2000). En aquests casos, i utilitzant un encebador d’ADN i una

polimerasa viral, la RT transcriu ADN a partir d’ARN i finalment es pot amplificar '’ADN per PCR.

.4.2 Analisi quantitativa d'una comunitat

L'aplicacio de totes les técniques descrites anteriorment permet estudiar la diversitat genética
d’'una comunitat perd no dona informacié quantitativa ni funcional de les poblacions que la integren,
sobretot quan l'analisi esta basada en I'estudi de I'extracte d'’ADN. Com a alternativa, i obviant tots els
problemes descrits i derivats, majoritariament, de I'extraccid dels acids nucleics i de la PCR, Olsen i
col-laboradors (1986) i mes tard Amann i col-laboradors (1990) proposen I'is de sondes marcades d’ADN
complementaries a les seqtiencies conservades dels gens dels ARNr, identificades mitjancant I'alineament
d'aquests gens de les bases de dades. La finalitat és identificar i quantificar les diferents poblacions
bacterianes (16S ARNTr) presents en una comunitat pel que fa a domini, ordre, génere, especie i a grups de
soques dintre d'una mateixa especie (Amann, 1995). De forma addicional, i a partir de les seqiencies dels
16S ADNr aillats de mostres d'ambients naturals, el disseny de noves sondes permet analitzar directament

els bacteris d'interés en les mostres de camp (figura I-4).

Actualment, l'andlisi d'/ARN d'una comunitat es fa majoritariament mitjangant técniques
d’hibridacio, principalment del 16S ARNr. La hibridacié no és més que la uni6 de seqiiencies de nucleotids
amb d'altres sequiéncies homologues anomenades sondes. Les sondes més utilitzades, normalment, en
hibridacié in situ sén cadenes curtes d’ADNcs, de 15-25 nucleotids, sintetitzades quimicament i
dissenyades a partir de les sequéncies dels gens dels 16S ARNr presents en les bases de dades. El grau
d'especificitat d'aquestes sondes depén de si s6n complementaries a zones altament conservades dels
gens dels 16S ARNr dintre d’'una espécie o bé especifiques de grup. La reassociacié d'ambdues cadenes
complementaries depén de diferents factors, entre els quals cal destacar la temperatura, el temps de
contacte, la concentracio de sals, el grau de mal aparellament o mismatch entre els parells de bases i la

longitud i concentracio de la seqtiencia diana i de la sonda.
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Hibridaci6 in situ
A > Mostra ambiental
Hibridacid in situ de cultius Ll
> Cultius
d'enriquiment
Dot Blot quantitatiu L1
> Extraccio d'acids nucleics
ADN ARN
PCR RT
Dot Blot/Southern @ @
> ADNr  |=| ADNrc
Clonatge @ PCR @
Dot Blot/colonies
Sonda d'’ADN >
Clons d'ADNr
Seqjienciacio @
A T Sequiéncies d'ADNr
A Analisi comparativa II
Base de dades d’ADNr

Figura |-4. Utilitzacié de sondes complementaries a seqliéncies d'/ARNr per a caracteritzar mostres ambientals

per tecniques d'hibridacié (Amann et al., 1997)

La detecci6 d’ARNr ens ajuda a conéixer la composicid de les poblacions presents en una
comunitat i, sobretot, el seu estat metabdlic, ja que el contingut de ribosomes generalment s'incrementa
amb la velocitat de creixement. No obstant aix0, aquesta relacio no sempre és lineal i pot quedar afectada
per molts factors que cal tenir en compte, com son la velocitat de creixement, la intensitat de la llum, la

temperatura i el nombre de copies d’ARNr, entre d'altres (MacGregor, 1999).

L'analisi d'aquesta molécula mitjancant técniques d’hibridacio es pot dividir principalment en dos
grans grups: la hibridacié sobre un suport solid de 'ARNr amb sondes marcades i la fluorescéncia

d'hibridacid in situ (FISH) de 'ARNr de cel-lules senceres amb sondes marcades (figura I-4).

Els principals passos del procés d'hibridacié sobre un suport solid sén la unié dels acids nucleics
diana al suport solid, la prehibridacié amb agents bloquejants per a evitar unions inespecifiques, hibridacio
amb la sonda marcada (radioactivament, fluorescentment o amb anticossos units a enzims), el rentat de

I'excés de sonda no unida a la diana i la deteccié per autoradiografia, fluorescencia o per colorimetria. Els
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suports més utilitzats per fer aquest tipus d'analisi han estat les membranes de nil6 o nitrocel-lulosa i els
medis de cultiu en placa (Phillips et al., 1999). Encara que presenta totes les limitacions associades al
cultiu de bacteris, si la hibridacié es du a terme sobre cultius en placa permet detectar i enumerar
directament organismes presents en vectors 0 hostes per aixafament o squashing (Amann et al., 1995). En
canvi, quan el suport solid és una membrana, la hibridaci6 de 'ARNr adherit a aquesta amb sondes
especifiques de grup permet obtenir informacié semiquantitativa sempre i que el grau de la hibridacio es
compari amb quantitats conegudes d’ARNTr de referéncia (MacGregor, 1999). No obstant aixo, cal recordar,
pero, que I'extraccio dels acids nucleics, la naturalesa de la mostra, les espécies presents, el trencament
diferencial de diferents tipus de céllules, etc. poden ser la causa d'errors en fer aquest tipus d'analisi. A
més, en la majoria dels casos es fa necessari I'ls de jocs de sondes que ens permetin detectar
hibridacions creuades inespecifiques. Aixo €s, per exemple, utilitzar a la vegada una sonda universal del
domini Bacteria i sondes especifiques de grup dintre d'aquest domini, i sera la suma dels percentatges
d'hibridacié de les sondes especifiques el percentatge total d'hibridacié de la sonda universal del domini
assajat (Snaidr et al., 1997; Zarda et al., 1997). El senyal produit per la hibridaci sobre un suport solid es
pot detectar o bé en forma de taca o blot 0 bé com una banda definida quan la hibridacid, com a alternativa
a la deteccié amb bromur d'etidi, es fa sobre patrons d'acids nucleics transferits a membrana (Hahn et al.,
1990; Teske et al., 1998).

Encara que aplicables també en molts casos a l'estudi d’ADN, per a revelar relacions
taxonomiques entre diferents espécies o soques bacterianes, les tecniques més noves d'analisi d’ARN per
hibridacio estan enfocades a I'estudi 0 seguiment de I'expressié génica d'organismes o poblacions dificils
de cultivar o no cultivables. En sén un exemple els microarrays 0 macroarrays 0 micromatrius o
macromatrius d’oligonucleotids per a detectar 16S ARNr a partir d'extractes d’ARN no purificats (Small et
al., 2001). L'extracte marcat s’hibrida amb oligonucleotids units a les matrius diminutes (plaques de vidre,
membranes de nilo o xips de silici) i complementaris de gens diferents, i les diferencies en la intensitat

d’hibridacié indiquen el nivell d'induccié dels diferents gens.

1.4.2.1 FISH

Mitjancant I'is d'aquesta tecnica s'obvien tots els errors associats a I'extraccié dels acids nucleics i
a la PCR. Les céllules se solen fixar directament al camp amb un dissolvent organic, com poden ser els
aldehids (paraformaldehid, formaldehid o glutaraldehid) o amb alcohols (metanol o etanol). La fixacié de la
mostra augmenta la permeabilitat de les cél-lules, sense alterar-ne la seva morfologia, respecte a les

sondes utilitzades, i evita la destruccié dels ribosomes. Les ceél-lules, en suspensid 0 unides a
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portaobjectes recoberts amb gelatina, sén submergides o immerses en un tampd d'hibridacié on s'inclou la
sonda marcada i es realitza el procés d'hibridacid (figures 1-2 i I-4). L'aplicacié de FISH permet detectar
directament en I'ambient natural seqiiéncies de bacteris no cultivables i bacteris manipulats geneticament
(GEM) (Amann, 1995). A més, el marcatge de totes les cel-lules presents en la mostra amb 4', 6'-diamino-
2-fenilindol (DAPI) o daltres colorants, respecte a les céllules marcades amb sondes universals o
especifiques de grup filogenetics, ens permet estudiar la composicid i l'estructura de les diferents
poblacions presents en una comunitat en termes d’abundancia i organitzacié espacial (Gulledge et al.,

2001; Snaidr et al., 1997) i estudiar les dinamiques poblacionals existents (Alfreider et al., 1996).

Durant el procés d'hibridacid, I'optimitzacié de la concentracié de la sonda (Amann et al., 1990),
I'amplificacio del senyal produit per la sonda amb I'ajut d’enzims conjugats o per marcatge mdltiple (Lee et
al., 1993; Zarda et al., 1991), I'is de cloramfenicol per a inhibir la degradaci6 dels ARNr (Ouverney i
Fuhrman, 1997), etc. poden ajudar a augmentar la sensibilitat de la FISH deguda a la manca d’ARNr diana
0 a problemes d'accessibilitat a 'ARNr diana derivats de l'elevada estabilitat de la seva estructura
secundaria o per unié a proteines ribosomals. Amb la mateixa finalitat, s'ha demostrat que I's combinat de
sondes especifiques marcades i sondes ajudadores o helpers no marcades augmenta el senyal obtingut
per FISH per la major accessibilitat de la seqténcia diana (Fuchs et al., 2000). L'Us de sondes marcades
radioactivament també augmenta la sensibilitat de I'analisi, pero, al mateix temps, produeix taques d'uns
quants micrometres al voltant de les cél-lules diana, la qual cosa fa dificil que es puguin estudiar cel-lules
petites agrupades (Devereux et al., 1992).

L'alta especificitat de les sondes respecte a les sequéncies diana provoca moltes vegades la
manca de deteccio en cél-lules metabolicament inactives o amb un nombre baix de ribosomes o d’ARNr
diana. Encara que és possible detectar per FISH una cél-lula diana entre 108 cél-lules no diana, treballar
per sota de 103 céllules pot representar un esfor¢c huma i economic molt gran per a fer els recomptes en el
microscopi. Per aquest motiu, en molts casos cal concentrar les mostres, mitjancant filtracio o
centrifugaci6. També és molt Gtil monitoritzar els recomptes mitjancant I'is de diferents filtres en el
microscopi per eliminar o reduir el soroll de fons produit per la presencia de determinades substancies o
elements autofluorescents, la digitalitzacio de les imatges amb detectors connectats a sistemes
informatics, I'is de microscopies alternatives, com és la de rastreig amb laser confocal, sobretot quan les

cel-lules es troben immobilitzades damunt de materials autofluorescents, etc. (Amann et al., 1995).

En resum, 'ARNr es pot detectar especificament en cel-lules intactes en I'ambient natural, cosa
que permet determinar la distribuci6 espaciotemporal i I'estat metabolic de determinats grups (Amann et
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al., 1995). L'Gs de tecniques addicionals a la hibridacio, com la citometria de flux (Gregori et al., 2001,
Vives-Rego et al., 2000) o el microscopi de rastreig amb laser confocal (Amann i Kiihl, 1998), ens ajuda a
automatitzar el procés de recompte i ens déna informacié en tres dimensions de l'estructura de la

comunitat i d'associacions entre les diferents poblacions, respectivament.

Despres d'analitzar les diferents metodologies moleculars més emprades avui dia, i depenent dels
objectius marcats per l'investigador, s'arriba a la conclusio que cal tenir molta cura en seleccionar la
tecnica que es vol aplicar, ja que cadascuna ens proporciona un tipus d'informacié diferent. Aixi doncs, el
clonatge i la seqlenciacidé dels productes obtinguts per PCR dels gens dels 16S ARNr a partir dels
extractes d’ADN d'una comunitat ens proporcionen informacid sobre la seva diversitat, siguin o0 no
cultivables els bacteris. En canvi, si el que es vol és discriminar entre clons diferents, n'hi ha prou de fer
I'analisi dels seus patrons de restriccid (De Bruijn, 1992). Els estudis de reassociacié d’ADN total d’una
comunitat ens permeten tenir una idea de la diversitat genetica total de les poblacions bacterianes (Torsvik
et al., 1998), mentre que I'analisi del nombre de bandes presents en els patrons de DGGE (Muyzer et al.,
1993) ens proporciona informacié sobre I'estructura de la comunitat de forma més resolutiva. L'analisi
directa dels 16S ADNr-RFLP no ens informa ni de 'abundancia de les especies presents en una comunitat
ni de la seva composicio, pero la similitud o dissimilitud obtinguda entre els patrons genétics després
d'aplicar aquesta técnica ens és de gran utilitat per a detectar canvis poblacionals que es donen en els
ecosistemes per alteracié de les seves propietats fisicoquimiques. En canvi, la transferéncia dels patrons
genétics a membranes de nitrocel-lulosa i la hibridacié posterior amb sondes especifiques permeten
identificar i estudiar la dinamica de les poblacions assajades. Si la DGGE es combina amb seqtienciacio o
hibridacio, es pot obtenir informacié sobre la diversitat i la connexio filogenetica dels membres presents en
la comunitat (Ovreds et al., 1997). Finalment, si el que ens interessa €s obtenir informacié global
quantitativa de les poblacions actives que integren la comunitat, I'aplicacio de sondes especifiques de

dominis o grups filogenétics determinats per FISH és la millor alternativa (Hahn et al., 1992; Amann, 1995).

Un cop vista en detall la infinitat de limitacions dels metodes moleculars descrits fins a I'actualitat al
llarg d'aquest capitol, podem afirmar que aquests no son metodes substitutoris dels convencionals, sind
que cal utilitzar-los com a metodes complementaris. Aixi doncs, les perspectives de futur en I'ecologia
microbiana es deriven de la selecci6 i combinacié de les tecniques més adients per a coneixer la funcié i la

fisiologia dels bacteris, I'estructura de I'ecosistema i la relacio existent entre els bacteris i el seu entorn.
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OBJECTIUS GENERALS DEL TREBALL

En la realitzacié d'aquest treball ens vam proposar estudiar diferents sistemes estratificats, un de
bentonic (tapissos microbians del delta de I'Ebre) i tres de planctonics (els estanyols d'en Ciso i el Vilar del
sistema carstic de Banyoles i el llac Gran d'Estanya). Aquests sistemes han estat ampliament
caracteritzats per metodes classics al llarg dels anys, mentre que I'aplicacié de metodes moleculars ha
estat pobra. En aquest estudi s'han aplicat basicament técniques moleculars i s'han combinat amb les
classiques per a ampliar el coneixement d'aquests sistemes i per a obtenir la informacié necessaria que

ens permeti assolir els objectius generals que ens vam marcar a l'inici del treball:
1. Estudiar la dinamica espaciotemporal de les poblacions bacterianes presents en els sistemes
estratificats bentonics (tapissos microbians del delta de I'Ebre) i planctonics (estanyols d'en Cisé i el

Vilar i llac Gran d'Estanya) mitjancant I'analisi dels RFLP.

2. Determinar el limit de detecci6 dels RFLP mitjancant I'avaluacio de la influéncia del nombre d’operons i

de 'nomologia dels encebadors en la PCR.

3. Estudiar les variacions de les poblacions bacterianes entre els periodes d'estratificacio i d’holomixi al
llac Gran d'Estanya mitjangant I's de DGGE.

4. Analitzar per FISH les poblacions bacterianes actives presents al llac Gran d'Estanya durant els
periodes d'estratificacid i d'holomixi.

5. Relacionar els resultats obtinguts amb les diferents tecniques moleculars amb els parametres
fisicoquimics descrits en els diferents sistemes estratificats.
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1.1 Soques tipus. Condicions de creixement

11.1.1 Soques tipus

Durant I'estudi es van emprar set soques tipus del domini Bacteria (Chlorobium phaeobacteroides
BF 8600, Escherichia coli CGSC 5073, E. coli K-12, Salmonella typhimurium LT2, Bacillus subtilis ATCC
6633, Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 i B. cereus ATCC 10876) i una del domini Archaea (Haloferax
mediterranei ATCC 33500).

Les soques C. phaeobacteroides BF 8600, E. coli CGSC 5073 i B. subtilis ATCC 6633 van ser
emprades com a control positiu del domini Bacteria en la PCR. Les quatre sogues restants d'aquest domini
es van utilitzar per a dur a terme I'experiment teoricopractic descrit en el capitol V, i el nombre d’operons
d’ADNr que hi ha per céllula en cadascuna d'aquestes soques tipus es detallen en la taula II-1
(http://rrndb.cme.msu.edu/rrndby/).

Soques tipus Nombre d’operons d’ADNr
R. sphaeroides 2.4.1 3

E. coli K-12 7

S. typhimurium LT2 7

B. cereus ATCC 10876 12

Taula Il-1. Soques tipus emprades en I'experiment teoricopractic

El control positiu del domini Archaea en la PCR fou H. mediterranei ATCC 33500, dipositada en la
col-leccié americana de soques tipus (American Type Culture Collection, Rockville, Md.) i cedida pel Dr.

Francisco Rodriguez Valera.

[1.1.2 Condicions de creixement

Els medis de cultiu liquids utilitzats i les condicions emprades per a fer créixer les soques tipus van
ser els que es detallen a continuacio: C. phaeobacteroides BF 8600 a 25 °C en medi minim Pfennig a pH
6,6-6,9 i il-luminacié continua de 50 uE m™2 s™1 (Pfennig i Trlper, 1981, 1992a); E. coli CGSC 5073, E. coli
K-12 i S. typhimurium LT2 en medi Luria-Bertani (LB) a 37 °C i ON (Miller, 1972); B. subtilis ATCC 6633 en
LB a 30 °C i ON; R. sphaeroides 2.4.1 en medi 290A (LB suplementat amb glucosa [0,1% p/v] i CaCl, -
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3H20 [0,0375% p/v]) a 30 °C durant 48-72 h; B. cereus ATCC 10876 en medi agar nutritiu (NA) (extracte
de carn [0,5% p/v], peptona [1% p/v], NaCl [0,5% p/v]) a 30 °C ON (http://www.uv.es/medios/IM.htm),
cedida per la col-leccié espanyola de soques tipus (CECT) (http://www.uv.es/cect). H. mediterranei ATCC

33500 es va fer créixer en aigua salada al 25% (p/v) suplementada amb extracte de llevat al 0,5% (p/v)
(Rodriguez-Valera et al., 1981). Quan fou necessari, els cultius de les soques tipus es van realitzar en
medi solid, en el mateix medi detallat anteriorment, pero suplementat amb agar a I'1,5% (p/v).

1.2 Zones de mostreig

11.2.1 Tapissos microbians del delta de I'Ebre

Les comunitats bentoniques verticalment estratificades objecte d'estudi es localitzen a la regio
mediterrania de la peninsula Ibérica (figura II-1A), concretament a la peninsula dels Alfacs (400 40" N, 0°
40' E), que és la més meridional del delta de I'Ebre (Mir et al., 1991). Les condicions climatiques del delta
de I'Ebre es caracteritzen per tenir un rang de temperatura mitja anual de 3-27°C, oscil-lacions importants
de temperatura entre I'estiu i 'hivern, una precipitacié mitjana anual de 500 mm, vents forts de component
nord i un balan¢ negatiu de precipitacio-evaporacié a causa de la intensa radiacié i de la manca de
precipitacions, especialment durant 'estiu (Martinez-Alonso, 1997).

Figura II-1. A) Localitzaci6 geografica de la zona de mostreig a la
peninsula Ibérica (@). B) Planol del delta de I'Ebre: punt de mostreig
(@). C) Plana arenosa on es localitzen els tapissos microbians del

delta de I'Ebre estudiats
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La zona de mostreig (figura II-1B, C) es troba limitada per la badia dels Alfacs a l'oest i per la
presencia de les salines de la Trinitat a I'est. L'eleccié d’aquest punt de mostreig, punt 3 (P3), fou deguda
al facil accés dintre de l'area limitada pel Parc Natural del Delta de I'Ebre (Decret 332/1986, de 23
d'octubre, de la Generalitat de Catalunya), I'existéncia de molts estudis previs, detallats en la introducci6
del capitol Ill, i al fet que, a diferéncia d'altres possibles punts d’estudi, s'hi troben tapissos microbians
forca desenvolupats.

11.2.2 Estanyols d'en Ciso i el Vilar

Els dos estanyols objecte d'estudi es localitzen al nord-est de la peninsula Ibérica (figura 11-2A).
Ambdds estanyols, el d’en Cis6 (42° 07" 35' N, 2° 45' 05” E) (figura 11-2B) i el del Vilar (42° 07’ 10" N, 2° 44'
50" E) (figura 1I-2C), pertanyen al sistema carstic de Banyoles (Girona) i es troben situats en la comarca
del Pla de I'Estany, a una alcada de 175 m sobre el nivell del mar. Les condicions climatiques del Pla de
I'Estany es caracteritzen per tenir precipitacions superiors als 600 mm anuals, 15 °C d'oscil-laci6 térmica
entre els estius frescos i els hiverns freds, i vents de nord-oest (garbi) i del nord (tramuntana) molt forts
(http://insma.udg.es).

T
. 2 o .;n.ln. .ﬁ'*,*.

Figura II-2. A) Localitzacié geografica de la zona de

mostreig a la peninsula Ibérica (@). B) Estanyol d'en
Ciso. C) Estanyol del Vilar
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L'estanyol d’en Cisé és holomictic i té una fondaria i un diametre maxims d'11 i 21 metres,
respectivament (Abella, 1980), els quals han anat variant al llarg dels anys per la deposicié de nous
sediments, enfonsaments dels marges, caiguda d'arbres, etc. (Garcia-Cantizano, 1992; Garcia-Gil et al.,
1985; Mas, 1982; Massana et al., 1993; Sanz, 1986). Situat a menys d’un quilometre de I'estanyol d’en
Ciso, I'estanyol del Vilar és meromictic i la seva fondaria maxima, llargada i amplada soén 9, 170 i 81
metres, respectivament (Abella, 1980). Compost per dues cubetes, I'estanyol del Vilar presenta la fondaria
maxima a la cubeta 2, on es van realitzar els mostrejos, que esta connectada amb I'estany de Banyoles

per un canal superficial.

1.2.3 Llac Gran d'Estanya

El llac Gran d'Estanya es localitzen a la comunitat autdbnoma d'Aragd, al nord-est de la peninsula
Ibérica, concretament a la provincia d'Osca. La zona de mostreig esta situada a menys d’'un km del
municipi d’Estanya, pertanyent a la comarca de la Baixa Ribagorga, a una algada de 670 m sobre el nivell
del mar i a una altitud de 420 02’ nord i una longitud de 00 32’ est (figura 1I-3A). En aquesta comarca
trobem un clima mediterrani continentalitzat, on les condicions climatiques es caracteritzen per tenir uns
estius calorosos, d'entre 22-24 °C de mitjana durant el mes d’agost, i uns hiverns freds, d'entre 6.5-8 °C
durant el mes de gener. La precipitacié mitjana anual €s inferior a 400 mm. El vent dominant a I'hivern i
comencament de la primavera €s el de nord-oest, vent sec i fred anomenat cer¢ o cierzo, mentre que a

l'estiu és el de sud-est, vent molt calid i sec anomenat botorn o bochorno (http://www.aragonesasi.com).

El llac Gran d’Estanya esta constituit per dues cubetes, que presenten forma de vuit, de 12120 m
de fondaria maxima, les quals es troben separades per una franja d’'una fondaria d'entre 2 i 3 m. La
superficie total i el volum d'aigua del llac son de 188.306 m2 i de 983.728 m3, respectivament (Gaju, 1987).
Les dues cubetes queden separades quan emergeix dita franja, fet que succeeix, habitualment, durant
anys o periodes de temps de molta sequera. Els mostrejos es van realitzar a la cubeta situada al sud-est
(figura 11-3B), la qual presenta la fondaria maxima. L'eleccio d’aquest punt fou deguda a que presenta un
facil accés dintre de I'area protegida (amb els permisos del Departament de Medi Ambient d'Aragé i de
I'Ajuntament de Benabarre) i a l'existéncia d’estudis previs (Avila et al., 1984; Gaju, 1987; Guerrero et al.,
1987a; Mir, 1997).

27




Materials i métodes

Figura II-3. A) Localitzacié geografica de la zona de mostreig a la
peninsula Ibérica (@). B) Vista del llac Gran d'Estanya des de la part

sud: punt de mostreig (@). C) Extraccié de la mostra, de 10 m de
fondaria, del dia 20/09/01, amb I'ajut de 'ampolla Ruttner, on s'observa
clarament la coloracié rosada deguda a la preséncia de bacteris

fototrofics anoxigénics del sofre del tipus Chromatiaceae

1.3 Mostreig i tractament de les mostres

11.3.1 Dies de mostreig i presa de les mostres

Als tapissos microbians del delta de I'Ebre, els mostrejos es van realitzar a la mateixa hora, les
12.00 del migdia, els dies 28/04/97 (S), 07/07/97 (Su), 16/10/97 (A) i 19/01/98 (W). La presa de les mostres
es va dur a terme amb I'ajut de plaques de Petri i un ganivet. La placa de Petri servia per a marcar |'area
del tapis microbia, que posteriorment era tallada, i per a guardar la mostra extreta. Una vegada obtingudes
les mostres, es van conservar a la foscor i a 4 °C fins a arribar al laboratori per a evitar canvis quantitatius

i/o qualitatius de les poblacions microbianes.

Als estanyols d'en Cisd i el Vilar, els mostrejos es van realitzar els dies 22/05/00 (S), 17/07/00
(Su), 09/10/00 (A) i 23/01/01 (W), entre les 10.00-13.00 h. Les diferents mostres de la columna d'aigua,
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seleccionades per les seves caracteristiques fisicoquimiques, s'extreien amb I'ajut d’'una embarcacié
pneumatica del tipus zodiac, que ens permetia accedir fins al punt de mostreig, i una ampolla Ruttner
transparent (Hydro-Ex, Upsala) d'1,8 litres de capacitat (figura 11-3C).

Al llac Gran d'Estanya, els mostrejos es van dur a terme a les 12.00 del migdia, els dies 20/09/01

(Su) 1 19/02/02 (W), i la presa de les mostres va ser igual que la descrita als estanyols d'en Cisé i el Vilar.

En aquests ambients lacustres, una part d'aquestes mostres es guardava en ampolles de
polipropile de 500 ml de capacitat, a la foscor i a 4 °C, per a fer les analisis pertinents al laboratori al cap
de 3-4 hores després de la presa, mentre que la determinacid del sulfur d'hidrogen es comencava a
processar en el camp (apartat 11.3.3.1). Al llac Gran d'Estanya, i per a dur a terme les analisis descrites en
els apartats 11.3.5.2 i 11.3.6.4, 100 ml de cadascuna de les mostres es van fixar in situ al 3,7% amb

formaldehid durant 2-4 hores a 4 °C.

11.3.2 Mesures de camp

11.3.2.1 Intensitat de llum incident, conductivitat, salinitat, temperatura i oxigen dissolt

En la columna d'aigua, la intensitat de llum incident es va mesurar amb un mesurador (Li-189,
LiCor) que presenta un sensor de resposta uniforme en linterval 400-700 nm. La intensitat de llum en la
superficie dels tapissos microbians es va mesurar amb un mesurador (Luxmeter HD 8366, Delta Ohm) que

té un sensor de silici i un rang que va de 0,1 Ix a 199,9 kix.

La conductivitat i la salinitat es van mesurar amb un conductivimetre (YSI 33 S-T-C, Yellow Spring
Instruments). La temperatura es va mesurar amb els termometres que porten incorporats I'ampolla Ruttner
i l'oximetre (Oxi 92, Crison). El valor final de la temperatura es va obtenir fent la mitjana de les dues

mesures.

L'oxigen dissolt de les diferents fondaries de la columna d'aigua es va mesurar amb un oximetre
(Oxi 92, Crison).

29




Materials i métodes

11.3.3 Analisis fisicoquimiques

11.3.3.1 Determinacié del sulfur d'hidrogen

La determinaci6 del sulfur d’hidrogen es va fer seguint el metode colorimétric del blau de metile
(Trlper i Schlegel, 1964). En el camp i una vegada extretes les mostres del llac, 13,5 ml d'aquestes es
fixaven amb acetat de zinc a una concentracio final de 0,1 N i es guardaven a la foscor i a 4 °C, fins a
arribar al laboratori. Llavors, a 10 ml de la solucid fixada se li afegia 1 ml de DPDS al 0,2% per acidificar el
medi, redissoldre el precipitat i reaccionar amb els ions Sz per a formar el blau de leucometilé. Finalment,
s'afegien 100 pl de sulfat ferric amonic (10% de FeNHs(SOa4), - 12 H,O i 2 ml de H,SO4 en aigua
destil-lada) per reduir 6 Fe3* a Fe?* i alliberar el blau de metilé en quantitat proporcional al sulfur que hi
havia en la mostra. Després d'incubar la mescla durant 30 minuts a la foscor, es va mesurar I'absorbancia
a 670 nm en un espectrofotometre (Du-70, Beckman) i, a partir d'una recta patrd feta amb sulfur sodic, es

va calcular la concentracié de sulfur d'hidrogen.

1.3.3.2 Determinaci6 del pH

El pH de les diferents fondaries de la columna d'aigua es va mesurar al laboratori amb un pH-
metre (420A, Orion).

11.3.4 Analisis bioguimiques

11.3.4.1 Pigments

La concentracié de clorofil-la a (Chl a), bacterioclorofil-la a (Bchl a) i bacterioclorofil-les ¢, d i e
(Bchl c, d i e) es va determinar filtrant 200 ml de cadascuna de les mostres sobre filtres Sartorius d'acetat
de cel-lulosa de 0,45 um de porus, on hi havia 5 ml d’'una solucié saturada de carbonat magnesic, per a
formar una capa homogenia sobre el filtre i evitar-ne la colmatacié rapida i la degradacié acida de les
clorofil-les durant I'extraccié (Humphry i Woottom, 1966). La mostra, amb el carbonat, es va retirar del filtre
rascant amb una espatula esteril i es va guardar a la foscor i a 4 °C amb acetona al 90% durant tota la nit
(ON). L'endema es van eliminar el carbonat i les restes cel-lulars per centrifugacio. El sobrenedant es va
transvasar a un tub nou i, resguardant-lo de la llum, es mesurava l'espectre d'absorcié entre 300-900 nm

en l'espectrofotometre (Du-70, Beckman). La concentracio dels pigments fotosintétics es va determinar
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emprant les formules descrites per Strickland i Parsons (1972), Takahashi i Ichimura (1968) i Caraco i

Puccoon (1986), per les quals:

Chla (},lg |'1) = (11,6 A¥ges - 1,31 A*ess - 0,14 A*eso) v Vi
Bchla (ug 1Y) =25,2 A*773 v V1
Behlc, die (ug ) =10,2 A*gss v V-1

on v és el volum total de I'extracte en mil-lilitres, V és el volum de la mostra en litres, | A* = Ay - Agao.

Si bé Strickiand i Parsons recomanen restar I'absorbancia de fons de la mostra emprant Azso, en
mostres on hi ha bacterioclorofil-les, aixo no es pot fer, ja que aquestes absorbeixen justament al voltant
de 750 nm. Per aixo restem Agso, 0n no hi ha cap pigment que interfereixi en la determinacié (Gasol, 1988;

Montesinos et al., 1983).

[1.3.4.2 Proteines

La concentracié de proteines de les diferents fondaries de la columna d'aigua es va realitzar a
partir de les cél-lules, un cop extrets els pigments amb acetona, utilitzant el métode colorimetric del blau de
Coomassie (Bradford, 1976). El sediment amb les cél-lules es va resuspendre amb NaOH 1 N a 100 °C
durant 10 minuts (Herbert et al., 1971). Llavors, la determinacio de la concentracio de proteines es va dur a
terme amb un equip comercial seguint les recomanacions del fabricant (Coomassie Protein Assay
Reagent, Pierce Chemical). Després d'incubar la mescla durant 30 min a la foscor, es va mesurar
I'absorbancia a 595 nm amb l'espectrofotometre (Du-70, Beckman) i, per extrapolacio a una recta patré

feta amb albumina sérica bovina (BSA), es va calcular la concentracié de proteines.

11.3.5 Analisis biologiques

11.3.5.1 Laminacio dels tapissos microbians del delta de I'Ebre

Amb I'ajut d'una lupa binocular (SZ-PT, Olympus), es va determinar el nombre, el color i el gruix de
les diferents laminacions dels tapissos microbians del delta de I'Ebre. El gruix de cadascuna de les

laminacions es va obtenir fent la mitjana d'un minim de 30 mesures, nombre que es va escollir perqué

linterval de confianga fos del 95% a partir de la distribucid t de Student (Sokal i Rohlf, 1983). De cada
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laminacié es van guardar 0,1 grams a -20 °C. En la figura -4 es pot observar una mostra d'una seccié
vertical d'un tapis on es posen de manifest les diferents capes pigmentades.

Figura II-4. Perfil vertical dels tapissos microbians del
delta de I'Ebre. Laminacions: A, groc-marr6; B, verd; C,
taronja-roig; D, sediment negre. Imatge cedida per

Maira Martinez Alonso

11.3.5.2 Microscopia

11.3.5.2.1 Caracteritzacié microscopica

La caracteritzacié microscopica de les comunitats microbianes presents en els tapissos microbians
del delta de I'Ebre es va fer in vivo. Aixi doncs, una vegada determinats el nombre, el color i el gruix de les
diferents laminacions, l'observacio i la caracteritzacio de les diferents poblacions microbianes es van
realitzar directament a partir de mostra sense fixar amb I'ajut d’'un microscopi (BH-2, Olympus). La
caracteritzacio microscopica de les comunitats microbianes presents en el llac Gran d'Estanya es va

realitzar a partir de les mostres fixades al camp amb formaldehid (apartat 11.3.1).

Mitjangant un equip d'exposicié automatica (PM-10AK, Olympus) acoblat al microscopi (BH-2,

Olympus) es van obtenir les imatges de les poblacions microbianes dominants.
1.3.5.2.2 Recomptes cel-lulars
Per fer els recomptes cel-lulars de les soques tipus, es va centrifugar un mil-lilitre dels cultius

liquids a 12.000 rpm durant 2 min, es va descartar el sobrenadant i les cél-lules recuperades es van rentar
dues vegades amb 1 ml de PBS 1X (130 mM NaCl; 10 mM de tamp6 fosfat sodic). Al final es van tornar a
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resuspendre amb 1 ml d'aquesta solucio. 100 ul d'aquesta suspensio cel-lular es van mesclar amb 10 ml
de PBS 1X per a obtenir una solucié homogeénia i després es van filtrar en filtres de 0,22 um (GTTP,
Millipore). Finalment, el filtre es va tenyir amb DAPI (1 ug ml1) i els recomptes cel-lulars es van realitzar al
microscopi de fluorescéncia (BH, Olympus). A partir del recompte de més de 1.000 cél-lules, i tenint en

compte totes les dilucions realitzades fins al moment, es van calcular les concentracions cel-lulars.

Per calcular el nombre de cél-lules per ml al llac Gran d'Estanya, 500 ul de cada fondaria van ser
mesclats amb 10 ml de PBS 1X, filtrats en filires de 0,22 um (GTTP, Millipore) i tenyits amb DAPI

(1 ng ml2). Els recomptes cel-lulars es van realitzar al microscopi de fluorescéncia (Axioskop, Zeiss).

[1.3.6 Analisis moleculars

1.3.6.1 Extraccio d'’ADN genomic

Les céllules obtingudes a partir d'un mil-lilitre de cultiu liquid de les soques tipus i les mescles
bacterianes, descrites en l'annex 2, es van centrifugar a 14.000 rpm durant 10-20 minuts i, descartant el
sobrenadant, es van guardar a -20 °C per a extreure posteriorment 'ADN genomic. En canvi, les cél-lules
de H. mediterranei ATCC 33500 es van obtenir directament del cultiu solid amb un escuradents estéril i es

van guardar a -20 °C.

L'extraccié de I'ADN genomic de les diferents laminacions dels tapissos microbians es va realitzar
a partir dels 0,1 grams separats i guardats a -20 °C després del procés de laminacio i caracteritzacio
microscopica de les lamines. En les mostres recollides als estanyols d'en Cisé i el Vilar, 250 ml d’aigua de
cadascuna de les fondaries es van centrifugar a 14.000 rpm durant 20 minuts i els pél-lets obtinguts es van
guardar a -20 °C. A més, en aquest cas, es van filtrar 100 ml d’aigua en filtres de 0,22 um de porus
(Durapore, Millipore) i es van guardar a -20 °C, la qual cosa ens permetria comparar els resultats obtinguts
a partir de mostres centrifugades i filtrades. En les mostres del llac Gran d'Estanya es van filtrar 200 ml

d'aigua de cada fondaria i els filtres es van guardar a -20 °C.

L'extraccio6 d’ADN genomic es dugué a terme mitjangant I'is del protocol descrit per Zhou i
col-laboradors (1996), lleugerament modificat, es fa tal com s'indica:
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10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.

Es mescla la mostra amb 1 ml de tampé d’extraccio [L00 mM Tris-HCI (pH 8,0); 50 mM EDTA (pH 8,0);
NaCl 1,5 M; CTAB 1%)] i 10 ul de lisozim (50 pg wlt) en un eppendorf d'1,5 ml de capacitat i incubacio
a 37 °C durant 1 hora (cada 15 minuts es fan inversions suaus).

S'hi afegeixen 5 ul de proteinasa K (10 ug pl?) i 100 ul de SDS 20% i incubacio a 65 °C durant 6
hores (cada 30 minuts es fan inversions suaus).

Es refreden les mostres durant 10 minuts a temperatura ambient.

S'hi afegeixen 0,3 ml de fenol:cloroform:isoamilic (24:24:1) i s'agiten molt suaument de les mostres
durant 5 minuts en un agitador oscil-lant (table oscillant AB-1, SBS), per a mesclar totalment el
contingut dels tubs i evitar el trencament de 'ADN.

Se centrifuga a 14.000 rpm (Centrifuge 5415 C, Eppendorf) durant 10 minuts a temperatura ambient i
es transfereix el sobrenedant a tubs nous.

Es repeteixen els passos 4 i 5.

S'hi afegeixen 0,3 ml de cloroform:isoamilic (24:1). Agitacié molt suau durant 5 minuts.

Se centrifuga a 14.000 rpm durant 10 minuts a temperatura ambient i es transfereix el sobrenedant a
tubs nous.

Es repeteixen els passos 7 i 8 dues vegades.

Es precipita 'ADN en 0,6 volums d'isopropanol a -20 °C durant 12 hores.

Se centrifuga a 14.000 rpm durant 15 minuts a 4 °C. Es retira el sobrenedant.

Es fa un rentat amb 1 ml d’etanol al 70% durant 5 minuts a 4 °C.

S'elimina el sobrenedant. Es renta amb 0,5 ml d’etanol al 70% i durant 5 minuts a 4 °C.

S'elimina el sobrenedant i s'asseca el pél-let a temperatura ambient durant 1 hora.

Es resuspen el pel-let en 40 pl de 10 mM Tris-HCI pH 7,5. Se solubilitza 'ADN a 55 °C durant 10
minuts.

Es guarda a -20°C.

Independentment del seu origen, i un cop extret 'ADN genomic, es van fer dilucions (1/10, 1/100 i

1/1000) dels extractes. L'ADN, diluit o no, i amb electroforesi previa a 70V durant 45 minuts en gels
d'agarosa de punt de fusi6 intermedi (FMC Bioproducts) a 1% en TAE 1X (40 mM Tris acetat [pH 7,2], 1

mM d'EDTA) i posterior tincié amb bromur d'etidi (0,5 mg I'1) (Sambrook et al., 1989), fou visualitzat sota

llum ultraviolada utilitzant una camera digital (Kodak DC 120, Invitrogen). A partir del senyal emes per

I'ADN, es quantificava la concentracio final d'aquest en els extractes (Méndez-Alvarez et al., 1998). A més,

en el mateix pas s'observava el grau de puresa i la integritat de I'ADN dels extractes, sent meés pur i menys

fragmentat quan l'extracte es visualitza en forma de banda i sense fons o senyal en la resta del carril

electroforetic.
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1.3.6.2 PCR-RFLP
11.3.6.2.1 Optimitzacié de la concentraci6 de clorur magnesic emprat en la PCR

Amb l'amplificacié previa de I'ADN total dels sistemes estratificats estudiats, i amb la finalitat
d’optimitzar la quantitat de producte amplificat, es van provar diferents concentracions de clorur magnesic
en la mescla de la reaccid (apartat 1.3.6.2.2) de la PCR per a amplificar els gens dels 16S ARNr

bacterians, utilitzant com a patré C. phaeobacteroides BF 8600. El resultat obtingut es mostra en la figura
[I-5.

Les concentracions més optimes de MgCl, per a amplificar per PCR aquests gens, amb els
encebadors especifics del domini Bacteria (Invitrogen) indicats en la taula Il, van ser 1,5 mM de MgCly i
1,75 mM de MgCla. Es va triar la primera, ja que és la concentracio optima trobada en altres estudis quan

s'empren aquests encebadors i perqué és la més economica quant a la quantitat del compost utilitzat.

N
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Figura I1-5. Amplificacio dels gens dels 16S ARNr de C. phaeobacteroides BF 8600 amb encebadors del domini
Bacteria per a determinar la concentracié Optima de clorur magnésic en la reaccié de PCR control positiu
(negatiu). Carrils: 1 i 8, marcador de pes molecular d’ADN 1 kb plus (Invitrogen); 2, control negatiu; 3, 1 mM
MgClz; 4, 1,25 mM MgClz; 5, 1,5 mM MgClz; 6, 1,75 mM MgClz; 7, 2 mM MgClz

11.3.6.2.2 PCR

A partir de 5-40 ng ml1 d’ADN genomic, es van amplificar els gens procariotics dels 16S ARNr
presents en les mostres d'aigua, laminacions dels tapissos microbians i mescles bacterianes. Els
encebadors, la mescla de reaccid i les condicions de la PCR es descriuen a continuacio.
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Nom Seqiiencia dels encebadors Temperatura d'uni6 dels encebadors Amplificacié
FORB 5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ 55°C Domini Bacteria
Archaea 5 TTCCGGTTGATCCTGCCGGA 3 55°C Domini Archaea
REVB 5 GGTTACCTTGTTACGACTT 3 55°C Dominis Bacteria i Archaea

Taula II-2. Encebadors emprats per amplificar els gens procariotics dels 16S ARNr per PCR (Martinez-Murcia et al. 1995;
Yeates et al. 1997)

La mescla de reaccié emprada fou:

tamp6 PCR 10X (200 mM Tris-HCI pH 8,0; 500 mM KCl) 150 pl
Taq DNA polimerasa (5 U/ul) 15 pl

50 mM MgCl2 45 pl

25 mM de cada dNTP 12 pl

1% W-1 75 ul
Aigua MiliQ 9235 ul
TOTAL 12205l

Al final es van dispensar 40 pl de la mescla de reacci6 en microtubs de 0,5 ml (Rubilabor). Per a
arribar a reaccions amb un volum final de 50 pl, es van afegir els encebadors (200 uM de cadascun),
I'ADN motlle (5-40 ng) i aigua milliQ.

El programa d’amplificacié emprat fou:

(1 cicle) 94 °C 5 min
(35 cicles) 94 °C 1 min; T2 d'uni6 de I'encebador 1 min ; 72 °C 2 min

(1 cicle) 72 °C 10 min

L'observacié dels productes de la PCR es va dur a terme en el mateix tipus de gel d'electroforesi
emprat per visualitzar i quantificar els extractes d'/ADN, tal com s'ha explicat en I'apartat 11.3.6.1. El dominis
Bacteria i Archaea foren visualitzats en forma d'una banda de 1500 pb a partir de 2 ul i 50 pl,

respectivament, del total de la reaccio.
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Per a obtenir més material de partida en els tapissos microbians del delta de I'Ebre que facilités la
posterior reaccié amb enzims de restriccid i la visualitzacio dels fragments de restriccié, es van unir dues
aliquotes dels productes de la PCR d'una mateixa laminacio, es van evaporar i resuspendre amb un volum
petit (10-20 wl). En canvi, en la resta de mostres, aquest pas fou innecessari, ja que la quantitat inicial del

producte de la PCR era suficient.

11.3.6.2.3 Restriccid i separacio electroforética dels fragments

Els productes de la PCR es van digerir amb els enzims de restriccio descrits en la taula 11-3, tal

com suggeria el fabricant (Amersham). Les reaccions de restriccio es van fer amb 20 U d’enzim.

Enzim Tampé Temperatura d'incubacié (°C)  Temps d'incubacié (h) Segiiéncia de tall
Hinfl H 37°C 2 GANTC
Alul L 37°C 2 AGCT
Rsal L 37°C 2 GTAC

Taula 1I-3. Condicions i enzims emprats en les reaccions de restriccio dels gens dels 16S ARNr

Els fragments de restriccié obtinguts a partir dels 16S ADNr amplificats van ser analitzats en gels
al 3% d'agarosa MethaPhor (FMC Bioproducts) en TAE 1X a 100 V durant 3 hores. Els gels van ser
visualitzats amb bromur d'etidi, tal com s'ha descrit anteriorment, i els fragments de restriccié van ser

analitzats amb un paquet informatic d'analisi d'imatges (1D Image Analysis, Invitrogen).

11.3.6.3 PCR-DGGE

1.3.6.3.1 PCR

A partir de 5-40 ng d’ADN motlle es van fer les amplificacions per PCR de les diferents poblacions
bacterianes presents al llac Gran d'Estanya, tal com es descriu en l'apartat 11.3.6.2.2 d'aquest capitol, pero
els encebadors i les condicions d'amplificacié van ser diferents. L'amplificacié de les seqiencies parcials

dels gens dels 16S ARNr del domini Bacteria es va dur a terme amb els encebadors 341F-GC i 907RM

(taula I1-4), els quals s'uneixen a les posicions 344 i 907 d'E. coli (Brosius et al., 1981).
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Sonda Diana Sequéncia (5'-3") Especificitat Referéncia
341F-GCa  341-356 CCTACGGGAGGCAGCAG Domini Bacteria  Brosius et al., 1981
907RM 907-926 CCGTCAATTCMTTTGAGTTT Domini Bacteria  Brosius et al., 1981

Taula Il-4. Encebadors utilitzats per amplificar seqliéncies parcials dels 16S ADNr de les mostres del llac
Gran d'Estanya. GCs, seqliéncia de 40 nucleotids rics en GC, unida a I'extrem 5' del primer. La seqliéncia
de la cua de GC és 5-CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCLGLeeecaeee-3

Les condicions de la PCR (Muyzer et al., 1995) varen ser les que s'indiquen a continuacio:

1 cicle) 94 °C 5 min
20 cicles) 94 9C 1 min; 65 °C 1 min (-0,5 °Clcicle); 72 °C 3 min
15 cicles) 94 °C 1 min; 55 °C 1 min; 72 °C 3 min

(
(
(
(1 cicle) 72°C 7 min

11.3.6.3.2 Separacio electroforetica dels productes de la PCR per DGGE

De la mateixa mida pero amb diferent composicié nucleotidica, les diferents seqtiencies parcials
dels gens del 16S ARNr obtingudes per la PCR, detallada en l'apartat anterior, es van separar per DGGE
en un gradient desnaturalitzant d'urea-formamida de 20%-70% (Muyzer et al., 1998). Els passos per a la
preparacio del gel van ser els segiients:

1. Esvan netejar amb etanol els vidres i accessoris i es van deixar assecar.
2. Esva fer el muntatge del gel i es va comprovar que no hi hagués perdues.
3. Esva preparar una soluci6 al 6% de poliacrilamida al 0% desnaturalitzant i una altra al 80% (taula I1-5).

Es van filtrar ambdues solucions amb filtres de 0,22 um (Millex-GP, Millipore).

Solucié estoc ~ Urea Formamida (29:1)*  Acrilamida-bisacrilamida* 40% TAE 50X Aigua milliQ
(%) @) (ml) (ml) (ml) (ml)
0 0 0 75 1 41,5
80 16,8 16 75 1 41,5

Taula II-5. Composicié de les solucions estoc emprades en DGGE. *Desionitzades amb una resina (mixed bed

resin, Sigma)
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4. Esva preparar el gel de carrera, de 0,75-1 mm de gruix i amb un gradient de desnaturalitzacié de 20-
70% (taula 11-6), a partir de les solucions estoc (0% i 80%) i amb I'ajut d'una bomba peristaltica (flux de

5 ml mint). Es va deixar assecar durant una hora.

Gradient (%) Estoc 0% (ml)  Estoc 80% (ml)  APS (ml) TEMED (ml)
20 75 2,5 52,3 6,9
70 1,25 8,75 52,3 6,9
o* 10 0 52,3 6,9

Taula II-6. Composicié de les solucions utilitzades per fer el gradient de desnaturalitzacid. *Gel apilador

5. Es va preparar el gel apilador (taula 11-6), gruix de 0,75-1 mm i gradient de desnaturalitzacio de 0%,
amb I'ajut d'una bomba peristaltica (flux de 5 ml min-1), i es va deixar assecar durant una hora.

6. La separacio electroforética es va dur a terme a 60 °C en una cubeta d'electroforesi Protean Il (Bio-
Rad) durant 11 hores a 100 V.

~

Es va tenyir el gel amb bromur detidi (0,5 ug ml?) durant 30 minuts i es va destenyir amb aigua
destil-lada.
8. Esva visualitzar el gel amb UV.

11.3.6.3.3 Extraccid, reamplificacio i seqlienciacio de les bandes de DGGE

Un cop visualitzat el gel i seleccionades les bandes d'interes, aquestes es van extreure amb ['ajut
d'un bisturi i es van guardar a 4 °C ON en un eppendorf d'1,5 ml on hi havien 100 ul d'aigua milliQ, amb la
qual cosa es permetia la difusié de I'ADN. La suspensid d'ADN extret es va guardar a -20 °C fins que va

ser reamplificat.

La reamplificacié es va fer a partir de 5 pl de la suspensio d'/ADN i amb els mateixos encebadors
utilitzats per fer l'amplificacio inicial, 341F i 907RM (taula 1I-4), pero sense la cua de GC, per a facilitar la
reaccio final de sequenciacid. La quantitat de producte reamplificat es va calcular per comparacié amb

quantitats d'’ADN conegudes (Low Mass DNA Marker, Invitrogen) en gels a I'1% d'agarosa en TAE 1X.

La reaccio de seqenciacié de 50-100 ng d'’ADN reamplificat es va realitzar amb els mateixos

encebadors utilitzats per reamplificar-lo. La seqtiencia de nucleotids es va obtenir en la direccio 5'-3' amb
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nucleotids marcats amb fluorofors amb un equip comercial (BigDye Terminator 3.0, Applied Biosystems).
Tot aquest procés es va dur a terme a I'Hospital Universitario de la Candelaria (Santa Cruz de Tenerife).

11.3.6.3.4 Analisi de seqliencies

Les seqliéncies parcials dels 16S ADNr obtingudes es van comparar amb les seqiencies
dipositades en la base de dades del NCBI mitjancant el programa d'alineament basic local alignment
search tool (BLAST) (Tatusova i Madden, 1999). Posteriorment, les seqtiencies parcials dels 16S ADNr es
van addicionar a una base de dades que té unes 25.000 seqtiencies homologues de I'estructura primaria
de 16S ARNr emprant la funcié d'alineament del programa ARB (Strunk et al., 1998). Les seqtiencies
alineades van ser incorporades a un arbre base mitjancant el métode Parsimonia del programa ARB,
utilitzant com a base de dades unes 1.800 seqiéncies (Strunk et al., 1998). EI métode Parsimonia permet
introduir les noves seqtiencies sense canviar la topologia de I'arbre base (Ludwig et al., 1998). Una vegada
que l'arbre base disposava de totes les nostres seqiiéncies, es van seleccionar les que ens interessava

que apareguessin en els arbres filogenétics i la resta s'eliminaren.

1.3.6.4 FISH

Les mostres d'aigua del llac Gran d'Estanya, préviament fixades al camp amb formaldehid al 3,7%
durant 2-4 hores a 4 °C, es van concentrar en filtres de 0,22 um (GTTP, Millipore). Els filtres es van rentar
amb 10 ml de PBS 1X, es van assecar a temperatura ambient i es van guardar a -20 °C fins a ser
analitzades. La hibridacid6 amb les sondes universals i/o especifiques (annex 1), marcades amb

sulfoindocianina (CY3) en I'extrem 5', i el rentat posterior es van realitzar com s'indica:

1. Esvan tallar els filtres en seccions i es van dipositar sobre el portaobjectes.

2. Esvan addicionar 8 pl del tampo d'hibridacio corresponent sobre els trossos de filtre (taula I1-7) i 1 ul
(50 ng ul?) de la sonda que es volia hibridar (annex 1).

3. Es van incubar a la foscor durant 1,5-2 h a 46 °C en una cambra humida on hi havia el tampd
d'hibridacio corresponent (annex 1).

4. Es van preescalfar 40-50 ml del tampd de rentat corresponent (taula 1I-8) en un tub de 50 ml de
capacitat en un bany a 48 °C durant 15 min.

5. Es va ficar els portaobjectes amb els trossos de filtre dintre del tub on hi havia el tampd de rentat
corresponent i es van deixar incubar a 48 °C durant 15-30 min. En aquest pas els filtres es van separar

del portaobjectes i van quedar submergits dintre el tampd de rentat.
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6. Esvan pescar els trossos de filtre i es van assecar els filtres amb paper 3 MM.

Formamida (%) Formamida NaCI5M  TrissHCI1M  SDS 10%  Aigua milliQ

en tampo d'hibridacid () () pH 8.0 (ul) () ()
20 400 360 40 2 1.198
35 700 360 40 2 898
60 1.200 360 40 2 398

Taula II-7. Tampons d'hibridaci6 utilitzats en FISH. Exceptuant I'SDS 10%, la resta dels components van

ser filtrats amb filtres de 0,22 um (Millex-GP, Millipore)

Tampo de EDTA05M NaCI5M Tris-HCI1M  SDS 10% Aigua milliQ
rentat pH 9,0 (ml) (ml) pH 8.0 (ml) (ml) (ml)
20 0.5 215 1 0.05 46.3
35 0.5 0.7 1 0.05 47.75
60 0.5 0.04 1 0.05 48.41

Taula 1I-8. Tampons de rentat utilitzats en FISH. Exceptuant I'SDS 10%, la resta dels components van ser

filtrats amb filtres de 0,22 um (Millex-GP, Millipore)

7. Esvan tenyir amb 10 pl (1 ug ml1) de DAPI durant 2-3 min.

8. Esvan rentar amb aigua milliQ i es van assecar els filtres amb paper 3 MM.

9. Esvan dipositar els trossos de filtre sobre un portaobjectes nou.

10. Es van afegir unes gotes de Citifluor (Citifluor Ltd.), per a evitar la pérdua de senyal fluorescent, entre
els trossos de filtre del portaobjectes i es va finalitzar el muntatge amb I'addici6 del cobreobjectes.

11. Es van visualitzar al microscopi de fluorescéncia (Axioxkop, Zeiss) amb els filtres adequats.

12. Es va fer el recompte de les cél-lules marcades especificament amb CY3 i les cél-lules totals marcades
amb DAPI d'un minim de 103,

[1.3.7 Analisi estadistica

Una vegada obtinguts els patrons de bandes, per RFLP o DGGE, es van analitzar amb el
programa informatic d'analisi d'imatges 1D, versid 3.0 (Invitrogen). Cal destacar que els fragments de
restriccid mes petits de 150 parells de bases van ser descartats per evitar confusions amb els possibles
fragments resultants de la unié dels encebadors entre si, com a conseqtiencia d'una elevada homologia

entre les seves seqliencies (Blanc et al., 1997). Llavors, cada fragment o banda va ser tractat com un Unic
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caracter, puntuant la seva preséncia (1) i la seva abséncia (0). En el cas de l'analisi dels RFLP, per a
minimitzar els efectes produits per un mal alineament de fragments de mida identica, en el mateix gel i
entre gels diferents, produit per imperfeccions de la mateixa tecnica, es van utilitzar uns valors de
tolerancia de 0,5% i 1% per a fragments de 150-900 i 900-1.500 parells de bases, respectivament. A partir
de la matriu binaria es va determinar la similitud dels patrons emprant el coeficient de Jaccard. La matriu
de les distancies obtinguda es va utilitzar per a aplicar el métode d'agrupament jerarquic unweighted pair-
group method (UPGMA) (Sneath i Sokal, 1973), basat en distancies euclidianes, utilitzant el paquet
informatic Systat (Systat Software Inc., Londres, Regne Unit). El metode UPGMA permet l'agrupacio de
mostres diferents segons el grau de similitud existent entre si, pero l'aplicacié exclusiva d'aquest metode
pot donar-nos una informacié erronia quan s'analitzen mostres relacionades entre si amb variables no

relacionades linealment (Lessa, 1990).

Emprant la matriu de distancies obtinguda en el pas anterior, es va fer a més I'analisi métrica
d’escala multidimensional o multidimensional scaling (MDS) (Lessa, 1990) per contrastar els resultats
obtinguts pel métode UPGMA, utilitzant el mateix paquet informatic. L'analisi MDS es considera un metode
alternatiu a l'analisi de components principals (ACP) i a l'analisi factorial comuna (AF) (Arabie i
Maschmayer, 1988). L'MDS és un metode estadistic d'analisi per a avaluar la proximitat d'un conjunt de
mostres quan només es disposa de matrius de similitud o de dissimilitud entre aquestes

(http://www.xlstat.com/119e.htm) (Borneman et al., 1996). L'objectiu de [lanalisi és representar

espacialment la proximitat entre les diferents submostres, sovint en un espai de baixa dimensid
(generalment dues dimensions), revelant relacions entre les submostres i fent més facil la interpretacio
dels resultats obtinguts. Aixi doncs, la seva aplicacio permet detectar agrupacions i subagrupacions de les
mostres, d'una forma molt més acurada que el metode UPGMA, segons el grau de similitud existent entre
aquestes, pel fet de no assumir linealitat entre les variables analitzades. Els punts representats en el pla
euclidia s6n més propers entre si com més semblants son les mostres entre si. D'altra banda, I'orientacio
dels eixos és arbitraria, i es poden rotar en qualsevol direccio sense alterar les distancies entre les mostres

representades (http://www.statsoftinc.com).

Per realitzar 'analisi estadistica de les mostres es van seleccionar diferents proves en funcié del nombre
(una, dos o superior a dos), del tipus (qualitativa o quantitativa) i de la distribucié (normal o lliure) de les
variables a analitzar. La distribucié de la variable és un factor molt important a I'nora de determinar el tipus
de prova estadistica a aplicar per avaluar la hipotesi nul-la d'igualtat, de forma que quan la seva distribucid
és normal s'utilitzen les denominades proves parameétriques (t de Student, ANOVA, etc.) i quan la seva
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distribucid és lliure s'utilitzen les denominades proves no parametriques (Kruskal-Wallis, Friedman, Mann-
Whitney, etc.) (http://www.graphpad.com; http://www.statsoftinc.com/textbook/) (Sokal i Rohlf, 1983).

La t de Student és una prova estadistica paramétrica utilitzada per comparar dos grups
independents quan el que s'avalua €s una variable quantitativa que presenta una distribucio normal.
Aquesta prova es va emprar per comparar la mitiana del nombre de fragments obtinguts a diferents
fondaries d'un mateix llac (per exemple, SC5m amb SC6m) o a la mateixa fondaria de llacs diferents (per
exemple, SC5m i SV5m). Donat que es va realitzar la comparacio dels valors mitjans, i que aquests es van
obtenir almenys per duplicat, el nombre total de valors de la mostra va ser el total de valors utilitzats per

calcular les mitjanes, motiu pel qual el tamany mostral va ser suficientment alt per aplicar aquesta prova.

La prova estadistica no parametrica d'analisi de la variancia de Kruskal-Wallis s'utilitza per
comparar més de dos conjunts de valors independents quan el que s'avalua és una variable quantitativa
que presenta una distribucid lliure. Aquesta prova es va utilitzar per comparar el nombre total de fragments
obtinguts en totes les fondaries o estacions de I'any analitzades, ja que es tracta de més de dos poblacions
de valors i mostres no significativament elevades. Davant d'aquest fet, el métode de Kruskal-Wallis permet
generar una subrutina bootstraping de 10.000 mostres, és a dir, simula un ampli rang de mostres

estadisticament significatives en base a les mostres reals que s'havien introduit inicialment.

La prova estadistica no paramétrica d'analisi de la variancia de Friedman s'utilitza per comparar
mesures repetides dependents quan el que s'avalua és una variable quantitativa que presenta una
distribucio lliure. Aquesta prova va ser utilitzada per comparar el nombre de fragments de restriccio i el
nombre de bandes de DGGE obtingudes en fondaria i en els diferents periodes de I'any al llac Gran
d'Estanya, mitjancant la generacio d'una subrutina bootstraping de 10.000 mostres amb la simulacio de
Montecarlo. A partir d'una taula de valors reals, la simulacio de Montecarlo permet generar milers de taules
estadisticament possibles. Amb aquestes taules, finalment, s'obté un nombre de mostres suficientment

elevat per a que diferents proves estadistiques ens permetin obtenir una probabilitat exacta.

L'analisi estadistica del nombre de fragments de restriccié i bandes de DGGE observats en
fondaria i al llarg del temps, realitzada amb les proves t de Student, Kruskal-Wallis, Friedman i la simulacid
de Montecarlo, la van dur a terme el Dr. Antonio Cabrera i el Dr. Armando Aguirre a I'Hospital Universitario
de la Candelaria (Santa Cruz de Tenerife).

11.3.8 Namero d'accés de seqiiéncies
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El nimero d'accés a les seqiiencies de nucleotids de les seqiiencies utilitzades per realitzar
I'analisi teorica esta disponible a la base de dades del Centre Nacional d'Informaci6 Biotecnologica (NCBI)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov): seqliéncia X53855 per a I'ADNr de R. sphaeroides 2.4.1, seqiiéencia
AF176322 per a 'ADNr de B. cereus ATCC 10876, sequéncia Z49264 per a 'ADNr de S. typhimurium LT2
i seqiiencia AE000406 per a 'ADNr d’E. coli K-12.
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Tapissos microbians del delta de I'Ebre

1.1 Introduccio

[11.1.1 Tapissos microbians

Els tapissos microbians son ecosistemes bentonics estratificats localitzats, normalment, en
ambients extrems, que es desenvolupen en la interfase aigua-substrat solid gracies als gradients dels
parametres fisicoquimics que s'estableixen. El gran interes d’aquestes estructures es deriva de la seva
homologia amb els estromatolits (Awramik, 1984) i del fet que, juntament amb les fonts termals marines,
son avui dia exemples vius de comunitats de I'época precambrica (Bauld, 1984). A més, els organismes
presents en els tapissos tenen importancia en l'ambit de la biotecnologia, ja que poden participar
activament en la majoria de cicles biogeoquimics (Pierson et al., 1999; Overmann i Van Gemerden, 2000),
actuar com a destoxificadors naturals de petroli (Al-Thukair i Al-Hinai, 1993) i d'aigiies residuals amb
elevades concentracions de metalls pesants (Bender et al., 1994) o utilitzar-se en aplicacions industrials
com l'aquicultura (Phillips et al., 1994).

L'estructura, composicio, fisiologia i evolucid dels tapissos microbians han estat molt estudiats i
ampliament descrits (Cohen, 1989). Aquests ecosistemes habitualment presenten una estructura laminar,
la qual esta determinada per les variacions en fondaria de diferents parametres fisicoquimics, com son la
llum (Jorgensen, 1989), temperatura (Skirnisdottir et al., 2000), salinitat (Thomas, 1984), etc. No obstant
aix0, també es poden trobar tapissos microbians no laminats (Guerrero et al., 1993a; Mir et al., 1991, Minz
et al., 1999a-b). En els tapissos microbians laminars, el gradient d'un dels parametres clau, com és la llum,
determina el desenvolupament i el tipus d'organisme fototrofic que es podra adaptar millor en cada punt al
llarg del seu perfil vertical. La distribucid especifica d’aquestes poblacions fototrofiques, amb els seus
pigments corresponents, determina una de les caracteristiques tipiques dels tapissos microbians, com €s

la coloracié en cadascuna d’aquestes lamines.

Els tapissos microbians es troben majoritariament en ambients extrems. En aquests ecosistemes, i
malgrat que els parametres fisicoquimics determinen els organismes que es troben en cada punt del tapis
microbia, la preséncia de condicions restrictives d'intensitat de llum, elevades temperatures, salinitat,
dessecacio, etc., determina que, en la majoria dels casos i per poder sobreviure, els organismes hagin
hagut d'adaptar la seva fisiologia, alternant el seu metabolisme primari amb altres estratégies fisiologiques.
Entre aquestes estratégies podem trobar poblacions que augmenten la quantitat de pigments per cél-lula
per optimitzar el procés fotosintétic (Broch-Due et al., 1978); altres acumulen pigments intracel-lularment o
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extracel-lularment com l'escitonemina o els [-carotens per protegir-se d'elevats nivells de radiacio solar
(Garcia-Pichel i Castenholz, 1991), i algunes afavoreixen metabolismes secundaris o alternatius per viure
sota condicions d'extrema salinitat (Thomas, 1984). En altres casos, quan les condicions son
extremadament restrictives, la supervivéncia dels organismes és afavorida per la formacié d'una estructura
més compacta, en forma de crosta (figura I-1). La compactacié del tapis incrementa la resisténcia davant
alguns dels parametres que més poden afectar els organismes que hi viuen,
com és la sequera, i, a la vegada, aquesta estructura €s un inocul per quan
les condicions de I'ecosistema es tornen més favorables. Aquesta estructura
es manté i s'estabilitza per la preséncia d'exopolimers excretats per
Microcoleus chthonoplastes i d'altres organismes (D’Amelio et al., 1987) i
per inclusions citoplasmatiques de biopolimers (Mas-Castella, 1991;
Macarron, 1998). En aquestes situacions, els biopolimers son utilitzats pels
organismes que integren el sistema com a font d’energia, carboni i nitrogen
(Jensen i Sicko, 1971).

Figura I-1. Macroestructura

dels tapissos microbians del L'estructura dels tapissos microbians evoluciona en funcio, entre
delta de I'Ebre d'altres factors, de les condicions extremes en que es desenvolupen i de la
capacitat adaptativa a escala fisiologica dels organismes que els integren

(Anton et al., 2000; Nubel et al., 2000). Aixi doncs, per exemple, quan la salinitat és alta, els cianobacteris
coccoidals son els majoritaris i els tapissos formats tenen consistencia gelatinosa, mentre que amb
salinitat baixa els tapissos presenten graus de compactacio i laminacié superiors a causa de I'entramat que
formen els cianobacteris filamentosos com M. chthonoplastes i alguns cianobacteris coccoidals (Thomas,
1984). El grau de compactacio entre els organismes i les particules de sediment que els envolten,
principalment sorra fina, argiles i llims, determina el seu drenatge, la seva capacitat de retencio d'aigua,
d’intercanvi cationic i d'aireacio, i aixo els proporciona entre d'altres funcions, la capacitat d'evitar I'erosio
del terreny (Grant i Gust, 1987; Parsiegla et al., 1994; Rampone et al., 1993) provocada per diferents

factors, com son el vent, corrents maritims, canals d'aigua, ones, etc. (figura I-2).

En els darrers vint-i-cinc anys, els coneixements sobre els tapissos microbians s'han incrementat
significativament perque s’ha dut a terme la millora de tecniques com la microscopia electronica (Stal et al.,
1985), els microeléctrodes (Revsbech i Jorgensen, 1986) i la fibra microoptica (Pierson et al., 1987).
L'aplicaci6 d’aquestes técniques ha permes, entre altres coses, mesurar gradients quimics in situ, fer

estudis de distribucié espectral de la llum i estudiar I'estructura i la composicid de les comunitats
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microbianes i les relacions interespecifiques i intraespecifiques (Brune et al., 2000; Overmann i Van
Gemerden, 2000).

Figura I-2. Estabilitzacio del sediment del delta de I'Ebre pels

tapissos microbians enfront els canals d'aigua

11.1.2 Distribucid i localitzacio dels tapissos microbians

En el mon, la distribucio dels tapissos microbians es concentra en ambients salins o hipersalins en
zones litorals (Esteve et al., 1992; Martinez-Alonso, 1997; Mir et al., 1991), fonts termals terrestres i
marines riques en sulfur d'hidrogen (Ferris i Ward, 1997; Jannasch, 2000; Moyer et al., 1995; Teske et al.,
2000), fonts sulfuroses (Martinez et al., 1997), deserts calids (Novichkova-lvanova, 1980), llacs alcalins o
antartics (Cohen, 1989) i en els craters d'alguns volcans, com el Kilauea a Hawaii (Esteve et al., 1992).

En el territori espanyol, tant a la peninsula Ibérica com a les illes Canaries, la distribucio dels
tapissos microbians és molt amplia, i n'hi ha al voltant de vint zones descrites fins al moment (Esteve et al.,
1992). A la regi6 mediterrania hi ha sis localitzacions on els tapissos microbians han estat descrits i
caracteritzats: les salines de San Rafael (Almeria), les salines del cap de Gata (Almeria), la llacuna del cap
de Gata (Almeria), les salines Bonmati de Santa Pola (Alacant), les salines de la Trinitat (Tarragona) i la
font de la Puda (Girona).
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I1.1.3 Tapissos microbians del delta de I'Ebre

Descrits en diferents treballs (Esteve et al., 1992; Guerrero et al., 1993a; Mir et al., 1991), i
localitzats majoritariament a la peninsula dels Alfacs, els tapissos microbians del delta de I'Ebre son
ecosistemes estratificats bentonics que es troben periodicament inundats i protegits de mar obert per
barreres superficials, com les dunes fixades per la vegetacio. L'analisi de la distribucié geografica dels
tapissos microbians en aquest delta duta a terme per Rampone i collaboradors (1993) ha permeés

descriure una de les extensions més grans de tapissos trobades fins al moment al mon (figura 111-3).

L'andlisi de la diversitat estructural d'aquests tapissos ha permes classificar-los en cinc tipus
diferents, en funci6 dels organismes dominants que s'hi troben (Guerrero et al., 1993a). En els de tipus |,
els tapissos estan poc desenvolupats (formats per una lamina molt prima de filaments entrecreuats de
cianobacteris que pertanyen majoritariament a una sola espécie) i estan dominants per Lyngbya;
I'absencia dels bacteris fototrofics anoxigénics del sofre i el poc gruix del sediment negre en sén les
caracteristiques meés diferencials. Els de tipus Il i lll, dominats respectivament per Spirulina i Oscillatoria,
son poc habituals al delta de I'Ebre. Els de tipus Ill presenten habitualment una lamina roja deguda als
bacteris fototrofics anoxigénics vermells del sofre de la familia Chromatiaceae. Lyngbya i Microcoleus
coexisteixen en proporcions similars en els de tipus IV, on es pot trobar la lamina de color roig poc
gruixuda i sediment negre molt gruixut. L'0ltim grup, el V, on s'inclouen els tapissos més ben
desenvolupats (caracteritzats per la presencia de nombroses laminacions que presenten diferent coloracio)

i dominats per Microcoleus, es troben en llocs on les condicions son forca estables.

Figura l1l-3. Vista de la gran extensi6 dels tapissos microbians del
delta de I'Ebre
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Al llarg dels anys, I'estudi dels tapissos microbians del delta de I'Ebre amb técniques classiques ha
permes: caracteritzar els parametres fisicoquimics que s'estableixen al llarg dels seus perfils verticals
(Martinez-Alonso, 1997; Mir, 1997), investigar I'ecofisiologia de les poblacions bacterianes (Martinez-
Alonso, 1997; Mir, 1997; Navarrete et al., 2000), aprofundir en el coneixement de l'estructura i la
biodiversitat de les comunitats (Martinez-Alonso, 1997; Mir et al., 2000; Navarrete, 1999; Sole et al., 2001),
mesurar la produccio i I'acumulacié de materials de reserva (Mas-Castella, 1991; Navarrete, 1999),
determinar la biomassa present amb marcadors com son el nitrogen, carboni organic, sofre i pigments (Mir,
1997; Navarrete, 1999), etc. Més recentment, amb I'aplicacié de técniques moleculars basades en l'estudi
de marcadors lipidics, s’ha aconseguit obtenir informacio complementaria sobre I'estructura dels tapissos,

la biomassa de les poblacions bacterianes i el seu estat nutricional (Macarrdn, 1998; Navarrete, 1999).

A més, cal destacar que l'estudi dels tapissos microbians del delta de I'Ebre mitjancant
microscopia electronica de transmissio i de rastreig ha permés descriure la preséncia d'organismes molt
interessants des del punt de vista evolutiu, com és Spirosymplokos deltaeiberi (Guerrero et al., 1993b), i
fisiologic, com és Titanospirillum velox (Guerrero et al., 1999).

[11.1.3.1 Punt de mostreig P3

Descrits en el punt de mostreig P3 (figura Il-1, C) (Mir et al., 1991), i molt sovint inundats amb
2-5 cm d'aigua superficial, els tapissos microbians de tipus IV han estat uns dels més estudiats a causa de

I'elevat grau de desenvolupament que presenten.

La taxa de creixement dels tapissos microbians en aquest punt és de 0,43 = 0,03 mm per any
(Sanchez-Cabeza et al., 1999) i, normalment, s'observen tres capes acolorides en la seva estratificacio
vertical i sediment negre en la part inferior (Esteve et al., 1992; Mir et al., 1991). En la capa superior, de
color marr6 groguenc i de 0-1,5 mm de gruix, diatomees com Nitzschia, Navicula, Amphora i cianobacteris
coccoidals (Gloeocapsa) son els dominants. La segona capa, de color verd fosc i de 0,5-2 mm de gruix,
esta dominada per M. chthonoplastes i s'hi troben alguns cianobacteris coccoidals i filaments de Lyngbya
aestuarii. En la tercera capa, de 0,5-1,5 mm de gruix i de color roig-taronja, els organismes majoritaris son
els bacteris fototrofics anoxigénics, perd M. chthonoplastes i alguns cianobacteris coccoidals també hi son
presents. Per sota d'aquesta laminacio, quan la concentracié de sulfur d'hidrogen és alta, la llum incident
és molt baixa i 'oxigen és absent, podem trobar-ne una altra laminaci6 de color verd on els organismes

dominants pertanyen a la familia Chlorobiaceae (Guerrero et al., 1993a). En el sediment negre del fons, els
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bacteris sulfatoreductors sén els predominants. La seva activitat sulfatoreductora i la formacié de
precipitats de sulfur de ferro determina la seva coloracié (Mir et al., 1991). No obstant aixo, cal ressaltar
que al llarg de tot el perfil vertical dels tapissos s'observen morfologies molt diverses d'organismes
heterotrofics no identificats (Martinez-Alonso, 1997; Mir et al., 1991).

La correlacid existent entre els pigments presents en cadascuna d'aquestes laminacions
acolorides i els organismes fototrofics dominants que hi viuen ha permes estudiar la distribucio
espaciotemporal de les diferents poblacions (Esteve et al., 1992; Martinez-Alonso, 1997; Mir et al., 1991).
Aixi doncs, i associada a la presencia de diatomees i de cianobacteris, la Chl a es localitza majoritariament
en la capa de color verd fosc, encara que a més baixa concentracio es troba distribuida al llarg de tot el
perfil vertical del tapis. De la mateixa manera, la Bchl a es localitza principalment en una de les lamines, la
roja, per la preséncia majoritaria dels bacteris fototrofics anoxigenics, perd també és detectada en la
laminacid verda i en menys quantitat en el sediment negre. En el sediment negre es troben també, encara
que a molt baixes concentracions, tots els pigments trobats i caracteritzats a tota la zona pigmentada del
tapis microbia (Martinez-Alonso, 1997; Mir et al., 1991). Els maxims d'ambdoés pigments, Chl a i Bchl a, a
més d'estar separats en l'espai, ho estan en el temps, cosa que indica que la variacid estacional dels
parametres fisicoquimics afecta l'estructura del tapis i, a la vegada, les poblacions que s'hi troben
(Martinez-Alonso, 1997). Els maxims de Chl a es troben entre agost i octubre, i els maxims de Bchl a es
detecten els mesos de juny i juliol. La preséncia constant durant l'estiu i a l'inici de la tardor d'aigua
superficial en els tapissos (Martinez-Alonso, 1997), la qual dificulta la difusié d'oxigen cap a dintre dels
tapissos, afavoreix el desenvolupament d'una zona anaerobica i el creixement subsegiient dels bacteris

fototrofics anoxigeénics en aquesta época de I'any (De Wit i Van Gemerden, 1989).

11.2 Objectius

Als tapissos microbians del delta de I'Ebre, I'aplicacié de técniques classiques i/o, més recentment,
marcadors lipidics ha permés estudiar canvis estructurals (Guerrero et al., 1993a), la diversitat microbiana,
les interrelacions poblacionals i la distribucié espaciotemporal d'aquestes poblacions (Guerrero et al.,
1993a; Martinez-Alonso, 1997; Mir, 1997). En la realitzacid d'aquest treball s’ha aplicat per primera
vegada, i de forma combinada amb la microscopia optica, una tecnica de biologia molecular basada en
I'analisi dels gens procariotics dels 16S ARNr presents als tapissos microbians del delta de I'Ebre. Els

objectius principals que ens vam marcar van Ser:
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1. Determinar si hi ha canvis al llarg del temps en [l'estructura genética de les poblacions dominants
procariotiques presents en els tapissos microbians del delta de I'Ebre per analisi dels patrons dels 16S
ADNr-RFLP.

2. Comparar els resultats observats per microscopia optica amb els obtinguts per I'analisi dels patrons
dels 16S ADNr-RFLP.
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[11.3 Resultats

L'aplicacié combinada de la microscopia oOptica i I'analisi dels gens procariotics dels 16S ARNr
presents als tapissos microbians del delta de I'Ebre han estat de gran utilitat per a descriure els canvis
poblacionals que es donen en l'espai i en el temps en aquests sistemes estratificats bentonics (Ramirez-
Moreno et al., 2003). En aquest capitol es descriuen les diferéncies estructurals (nombre, gruix i coloracio
de les diferents laminacions) observades en fondaria en aquests sistemes estratificats al llarg d'un cicle
anual, les poblacions predominants en cadascuna de les diferents laminacions i dies de mostreig i,

finalment, les variacions genétiques derivades de I'analisi dels ADNr-RFLP.

[11.3.1 Parametres fisico-quimics

La conductivitat, salinitat i temperatura de l'aigua de mar i de l'aigua superficial que cobria els
tapissos van ser dades complementaries que es van mesurar en cadascun dels mostrejos per a obtenir
informacio addicional a I'hora d'interpretar tots els resultats. En la taula Ill-1 es mostren els valors dels

diferents parametres.

Dies de mostreig Temperatura Intensitat de llum Salinitat Conductivitat

(°C) (klx) (%00) (mS - cm)
28/04/97 22,52 23,32 272 402
07/07/97 322 97,5 362 582

350 80,20 >4Qb >50p
16/10/97 262 23,22 272 472

28P 18,50 36° 55p
19/01/98 172 3,52 23,52 42

Taula 1ll-1. Valors de conductivitat, salinitat i temperatura en l'aigua de mar (2) i en I'aigua superficial (°) que cobreix els
tapissos microbians del delta de I'Ebre. En les mostres de primavera i hivern els valors dels diferents parametres no van

ser determinats a causa de la manca d'aigua superficial
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Les dades meteorologiques dels dos anys consecutius que va durar I'estudi van ser facilitades per
la Direccid General de Qualitat Ambiental del Departament de Medi Ambient de la Generalitat de
Catalunya, a partir dels valors de I'estacié meteorologica d’Amposta (annexos 2 i 3). En aquests dos anys,
la zona d'estudi va gaudir de les condicions climatiques tipiques de I'area mediterrania en qué es troba,
caracteritzada per temperatures i index d'irradiacié més alts a I'estiu que a la resta d'estacions i per un
hivern amb temperatura més baixa i humitat relativa i quantitat de pluja més elevades. En contrapartida a

aquestes dues estacions més marcades, trobem un comportament intermedi a la primavera i la tardor.
I11.3.2 Caracteritzacié macroscopica i microscopica

Els resultats de la caracteritzacio microscopica i macroscopica dels tapissos microbians del delta
de 'Ebre es mostren en la figura ll-4 i la taula Ill-2, respectivament.

Figura lll-4. Caracteritzacié microscopica dels microorganismes presents en les laminacions dels tapissos microbians del

delta de I'Ebre. A, Nitzschia sigma; B, Navicula sp.; C, Lyngbya aestuarii; D, Microcoleus chthonoplastes; E, Chroococcus
sp.; F, bacteri fototrofic anoxigenic
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Laminacions Caracteritzacid microscopica
Mostra Color (codi) Gruix (mm) Microorganismes dominants
S verd (S1) 0,72 Girosigma sp., Lyngbya aestuarii,
(primavera) Microcoleus chthonoplastes,
negre (S2) 2 Bacteris heterotrofics
negre (S3) 2 Bacteris heterotrofics
negre (S4) 2,4 Bacteris heterotrofics
Su marr6 (Sub) 3,64 Nitzschia sp., Navicula sp., Amphora sp.,
(estiu) rotifers, Lyngbya aestuarii,

cianobacteris unicel-lulars

verd (Su6) 2,44 Microcoleus chthonoplastes
roig (Su7) 0,50 Chromatium-like
negre (Su8) 1,44 Bacteris heterotrofics
A verd fosc (A9) 0,37 Microcoleus chthonoplastes,
(tardor) cianobacteris unicel-lulars
verd (A10) 0,36 Microcoleus chthonoplastes,
roig (A11) 0,48 Chromatium-like
negre (A12) 1,6 Bacteris heterotrofics
negre (A13) 16 Bacteris heterotrofics
negre (A14) 2 Bacteris heterotrofics
w marré (W15) 0,21 Lyngbya aestuarii
(hivern) verd (W16) 0,71 Microcoleus chthonoplastes,
cianobacteris unicel-lulars
roig (W17) 1,36 Chromatium-like
negre (W18) 2 Bacteris heterotrofics
negre (W19) 2 Bacteris heterotrofics

Taula ll-2. Caracteritzacié macroscopica de les laminacions dels tapissos microbians del delta de I'Ebre

Tal i com queda reflectit en la taula I1I-2, la zona pigmentada dels tapissos microbians del delta de
I'Ebre va anar variant en gruix (entre 0,72 mm a la primavera i 6,58 mm a l'estiu) i en nombre de
laminacions (entre 1 a la primavera i 3 a l'estiu i 'hivern) en funcié de l'estacio de I'any analitzada. La
coloracié de les diferents laminacions, tant la verda, com la roja, la negra o la marr6, depenia del tipus
d’organismes predominants en cada una. Mentre que en les laminacions verdes i marrons els organismes
dominants van ser els oxigenics, en les laminacions roges i el sediment negre van ser, respectivament, els

fototrofics anoxigenics i els bacteris heterotrofics.
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[11.3.3 Extracci6 d'ADN

L'extraccio d’ADN genomic de les diferents laminacions dels tapissos microbians i de les soques
tipus es va visualitzar en forma d'una banda superior de 23 kb, tal com es mostra a la figura IlI-5. En
aquesta figura es pot observar que els carrils més bruts, amb més soroll de fons, eren els que pertanyien
als extractes crus obtinguts a partir de les laminacions del sediment negre, tant de les mostres de tardor
com d'hivern (A12, A13, Al4, W18 i W19). Per a minimitzar la preséncia en aquests extractes bruts de
restes cel-lulars i possibles inhibidors de la PCR, aquests es van diluir abans d'amplificar els gens
procariotics dels 16S ARNT.

1 23 456 78 910111213 14 151617 1819 20

,2.:L 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

Figura IlI-5. Extraccions d’ADN genomic de les diferents laminacions i dies de mostreig dels tapissos microbians del delta
de I'Ebre visualitzades en un gel d'electroforesi (negatiu). Carrils: 1, 20, 21 i 36 (marcador de pes molecular Il de la
Boehringer Manheim); 4, 7, 10, 13, 16, 19, 24, 27, 30 i 33 (diluci6 1/10); 2, 5, 8, 11, 14, 17, 22, 25, 28, 31 i 34 (diluci6 1/100);
3,6,9, 12, 15, 18, 23, 26, 29, 32 i 35 (dilucié 1/1000). Distribucié de les mostres en el gel: A9 (carrils 2-3); A10 (carrils 4-6);
All (carrils 7-9); A12 (carrils 10-12); A13 (carrils 13-15); A14 (carrils 16-18); W15 (carrils 19, 22-23); W16 (carrils 24-26);
W17 (carrils 27-29); W18 (carrils 30-32) i W19 (carrils 33-35). La fletxa senyala la banda d’ADN genomic obtinguda per a la

mostra W18m

11.3.4 Amplificacio dels gens procariotics dels 16S ARNr

Els dominis Bacteria i Archaea es van detectar en totes les estacions de I'any analitzades, en
forma de banda de 1.500 pb (figura Ill-7). Mentre que el domini Bacteria es va detectar en totes les
mostres i laminacions, el domini Archaea va ser present en totes les mostres pero fou localitzat només en
el sediment negre (S4, Su8, A12-14 i W18-19).
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Figura llI-7. Amplificacions dels gens dels 16S ARNr, amb encebadors
especifics per al domini Bacteria, de les laminacions de la mostra d'hivern (W)
dels tapissos microbians del delta de I'Ebre (negatiu) . Carrils: 1, marcador de
pes molecular d’ADN 1 kb plus (Invitrogen); 2, control negatiu; 3, control positiu
(Chlorobium phaeobacteroides BF 8600); 4 , W15; 5, W16; 6, W17; 7, W18; 8,
W19. La fletxa indica la banda de 1.500 pb corresponent als 16S ADNr

amplificats

111.3.5 16S ADNr-RFLP

Després d'amplificar per PCR els gens dels 16S ARNT, els productes amplificats van ser digerits
amb els enzims de restriccio tetramérics Rsal, Hinfl i Alul. Cal ressaltar que la quantitat inicial de producte
de la PCR obtinguda per al domini Archaea fou insuficient per a ser posteriorment visualitzats i, per tant,
analitzats els RFLP. En canvi, el nombre de fragments de restriccid i la representacid esquematica dels
16S ADNr-RFLP bacterians obtinguts en cadascuna de les laminacions analitzades es mostren en la taula
l1I-3 i la figura 11I-8. En la figura I1l-9 es mostren dos gels amb els patrons de restricci6 obtinguts amb els

enzims de restriccié Hinfl i Rsal, en les mostres d'hivern i primavera.

Color  Laminacions Rsal Hinfl Alul Total
verd S1 13 13 14 40
negre S2 13 11 12 36
negre S3 7 12 9 28
negre S4 10 14 9 33
marrd Su5 4 4 3 11
verd Su6 8 4 8 20
roig Su7 9 3 8 20
negre Su8 9 9 7 25
verd fosc A9 14 14 13 41
verd A10 12 12 11 35
roig All 14 8 12 34
negre Al2 10 8 14 32
negre Al13 11 10 9 30
negre Al4 11 9 9 29
marré W15 11 14 18 43
verd W16 10 14 13 37
roig w17 10 10 12 32
negre W18 10 14 13 37
negre W19 8 13 12 33
Taula 1lI-3. Nombre de fragments dels 16S ADNr bacterians per restriccid amb els enzims
Rsal, Hinfl i Alul
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Tapissos microbians del delta de I'Ebre

Figura lI-8. Distribucié estacional i
en fondaria dels 16S ADNr-RFLP
bacterians a la primavera (S), estiu
(Su), tardor (A) i hivern (W) després
de realitzar digestions separades
amb els enzims Rsal, Hinfl i Alul.
Carrils: 1, S1; 2, S2; 3, S3; 4, S4; 5,
Sub; 6, Sub; 7, Su7; 8, Su8; 9, A9,
10, A10; 11, A11; 12, Al12; 13, A13;
14, Al4; 15, W15; 16, W16; 17, W17,
18, W18; 19, W19. Hi ha alguns
fragments comuns a totes les
laminacions d’una mateixa mostra
(fletxa gruixuda per a la mostra W) i
d'altres especifics (fletxa prima per a

la mostra W)
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Figura 111-9. Patrons dels 16S ADNr-RFLP bacterians de primavera (S) i hivern (W) als tapissos microbians del delta de
I'Ebre després de digerir amb els enzims de restriccid Rsal i Hinfl (negatiu). A) Digestions amb Rsal. Carrils; 1, marcador de
pes molecular d'ADN 1 kb plus (MW) (Invitrogen); 2, S1; 3, S2; 4, S3; 5, S4; 6, control negatiu de la digestié. B) Digestions
amb Hinfl. Carrils: 1, W15; 2, W16; 3, W17; 4, W18; 5, W19; 6, MW

La comparacié del nombre total de fragments de restriccid bacterians obtinguts en les quatre
mostres estacionals mostrava una diferenciacio clara entre la mostra d'estiu i la resta d'estacions (taula IlI-
3). En la zona pigmentada de la mostra d'estiu, el nombre total de fragments de restriccié detectats fou
molt inferior al de la resta d'estacions de I'any. Aquest fet s'evidencia més en la part superficial del tapis on
el nombre de fragments de restriccio detectats a I'estiu va ser d'onze fragments, mentre que en la resta
d'estacions de l'any variava entre 40 fragments en la mostra de primavera i 43 en la mostra d'hivern. A
més, cal destacar que, mentre que el nombre total de fragments de restriccié va incrementar en fondaria a
I'estiu, en la resta d'estacions aquest disminuia. En la mostra de la tardor, perd, aquesta disminucié en
fondaria fou més evident que en la resta d'estacions de I'any. Finalment, també cal dir que el nombre total
de fragments en el sediment negre de la primavera, tardor i hivern es mantenia amb un nombre de bandes

alt i relativament constant dintre de cadascuna de les mostres estacionals. A l'estiu, I'inica mostra
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analitzada presentava un nombre de fragments més baix. Tot i les diferencies en fondaria en cadascuna
de les mostres estacionals analitzades, quant al nombre total de fragments de restriccio observats en
cadascuna de les laminacions, en tots els mostrejos es van detectar fragments comuns entre totes les

laminacions i fragments especifics en alguna de les laminacions (figura 111-8).

[11.3.6 Analisi de dades

Una vegada obtinguts els patrons dels 16S ADNr-RFLP bacterians en les diferents mostres
estacionals dels tapissos microbians, la preséncia o absencia dels fragments en cadascun d'aquests ens
va servir de base per a obtenir una matriu binaria, a partir de la qual es va calcular la similitud dels patrons
de bandes emprant el coeficient de Jaccard, tal com s'indica en l'apartat 11.3.7. La matriu de les distancies
obtinguda es va utilitzar per a representar graficament l'agrupacié de les mostres segons la seva
dissimilitud o similitud amb els métodes UPGMA (figura 111-10) i MDS (figura 1lI-11), respectivament,

Quan les mostres van ser analitzades pel metode UPGMA, aquestes es van agrupar en quatre
grups o clusters diferents en funcio del dia de mostreig o, el que és el mateix, de I'estacionalitat (figura IlI-
10). L'analisi per separat de cadascun d'aquests agrupaments estacionals ens indicava que entre algunes
de les laminacions que els componen hi havia una similitud elevada. A I'hivern, l'estiu i la tardor les
submostres de la zona pigmentada del tapis (W15-17, Su5-7, A9-11) quedaven separades de les de la
zona afotica (W18-19, Su8, A12-14), mentre que la distribucié de les diferents submostres no seguia el
mateix patré a la primavera. Cal ressaltar també que, a diferencia de la resta d'estacions, només en un
dels mostrejos, el de tardor, les submostres de la part oxigenica (formada per les laminacions de color
marro, verd i verd fosc) quedaven completament separades de les de la part anoxigénica (formada per les
laminacions roges i el sediment negre). Aquest fet va passar perque sempre s'hi trobaven laminacions amb
caracteristiques o propietats intermedies (S2, Su7 i W17) que feien impossible aquesta separacié de les
mostres. A l'estiu, la submostra dominada per diatomees, la Su5, quedava molt separada de la resta de

submostres, tant oxigeniques com anoxigeniques.

En el mapa MDS (figura Ill-11), on les mostres s'agrupen segons el grau de similitud existent entre
aquestes i es representen en un pla euclidia, els resultats obtinguts foren similars als visualitzats en el
dendrograma. Es diferenciaven 4 clusters segons el dia de mostreig o I'estacionalitat i, a més a més, hi
havia diferents subagrupaments dintre de cadascun dels dies de mostreig. La distribucio de les diferents
submostres a I'hivern, pero, mostrava una petita diferéncia respecte a la que es va observar en el

dendrograma, mentre que a la resta d'estacions de l'any es mantenien similars. En aquest cas, les
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submostres de la part oxigenica (W15-16) del tapis microbia de la mostra d'hivern quedaven completament

separades de les submostres de la part anoxigénica (W17-19), igual que succeia a la tardor.
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Figura 111-10. Dendrograma de dissimilitud dels 16S DNAr-RFLP de les comunitats bacterianes presents als tapissos microbians del

delta de I'Ebre per analisi de la suma dels fragments generats amb Rsal, Hinfl i Alul amb el metode UPGMA. L'analisi de grups esta

basada en les distancies euclidianes quadrades com a mesura de la dissimilitud genética utilitzant el métode d’unié per mitjanes o

average linkage method. El color de cadascuna de les laminacions és el color amb el qual s’han escrit els seus codis

Després de ser analitzat i comparat, amb la prova de Kruskal-Wallis, el nombre total de fragments

de restriccio obtinguts en les diferents estacions de I'any mostra diferencies estadisticament significatives,

amb un valor exacte de 0,008. Dintre de cada estacio de l'any, en canvi, les diferencies no foren

significatives quan aquest nombre va ser comparat en fondaria (valors de significacio exacta a la

primavera, estiu, tardor i hivern de 0,176, 0,216, 0,211 i 0,449, respectivament).
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Figura Ill-11. Mapa MDS on es reflecteixen els canvis de les poblacions bacterianes presents als tapissos microbians
del delta de I'Ebre, obtingut per la suma dels fragments generats amb Rsal, Hinfl i Alul. Els nimeros que acompanyen el

simbol (0) es corresponen amb les diferents laminacions

l11.4 Discussio

En aquest estudi voliem analitzar i correlacionar les dades obtingudes en I'ambit macroscopic,
microscopic i molecular, als tapissos microbians del Delta de I'Ebre. Mitjancant I'analisi macroscopica i
microscopica es va poder tenir una visio general de l'estructura dels tapissos, identificar els organismes
dominants en les diferents laminacions i determinar-ne la seva distribucio al llarg del perfil vertical en
aquests sistemes estratificats. L'analisi microscopica va permetre detectar i identificar les poblacions
d'organismes fototrofics (diatomees, algues, cianobacteris, etc.) presents en les diferents laminacions. Les
poblacions bacterianes heterotrofiques també van ser detectades, pero I'analisi morfologica d'aquestes
poblacions resulta insuficient per a diferenciar-les grupalment. La deteccid d'organismes eucariotes com
els copepodes, nematodes i rotifers va ser possible només en una lamina de la mostra d'estiu, la Su5, a

causa de la seva baixa concentracio en els tapissos microbians estudiats (Martinez-Alonso, 1997).
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L'aproximacié molecular es va dur a terme mitjancant I'amplificacié dels gens procariotics dels 16S
ARNr i la subseguent analisi dels patrons de restriccio. Tot i no donar informaci6é quantitativa i de no
identificar quins organismes tenim presents en l'ecosistema, l'analisi d'aquests patrons és util per a
estudiar dinamiques poblacionals en ambients naturals on diferents factors abiotics i biotics poden induir
canvis en les poblacions bacterianes que integren el sistema (Martinez-Murcia et al., 1995; Smit et al.,
1997).

Aquesta tecnica ens va permetre, en primer terme, observar que la distribucié dels dominis
Bacteria i Archaea era molt diferent. Mentre que les primeres es trobaven presents en totes les mostres i
laminacions durant tot I'any, les Archaeas només van ser detectades en el sediment negre. La baixa
eficiéncia d'amplificacio en aquest grup o la falta de producte de la PCR va ser deguda, probablement, a la
preséncia de molt pocs membres d'aquest domini en les mostres analitzades, tal com es demostra per la
baixa taxa d'activitat metanogenica detectada en el sediment negre (0,035 ml de meta per gram; Sanz JL,
comunicacié personal). No obstant aix0, no es poden descartar d'altres efectes derivats de I'estructura de
I'’ADN diana i de la seqiéncia dels encebadors, ampliament explicats en el capitol V (Hansen et al., 1998;
Reysenbach et al., 1992).

La digesti6 amb enzims d'alta freqtiencia de tall dels gens bacterians dels 16S ARNr amplificats
previament per PCR ens va permetre comparar el nombre de fragments de restriccio observats en
cadascuna de les laminacions analitzades, la seva distribucio en fondaria i els patrons obtinguts en les
diferents laminacions. Primerament, cal comentar que el nombre de fragments de restriccié obtinguts amb
cadascun dels enzims en les diferents submostres fou similar al que d'altres autors descriuen en sols,
oscil-lava entre 3 i 18 fragments (Smit et al., 1997). A meés, el nombre total de fragments fou similar en
laminacions equivalents de diferents estacions de l'any i, llevat de la mostra d'estiu, s'observa una
disminucié d’'aquests en fondaria. Tal com s’ha descrit, aquest fenomen podria ser degut al fet que els
bacteris es troben concentrats en els primers mm dels tapissos i disminueixen en fondaria a mesura que
incrementa la quantitat de materia mineral (Martinez-Alonso, 1997). El fet que el nombre total de fragments
de restriccié augmentés en fondaria en la mostra d’estiu podria ser degut a fluctuacions dels diferents
parametres biotics i abiotics en I'ecosistema. Aixi doncs, a I'estiu, el baix nombre de fragments de restriccio
detectats en les laminacions superiors podria ser degut a I'elevat grau d'irradiacié solar incident, en el qual
un dels seus components, la radiacié UV, pot augmentar drasticament el moviment i les respostes
fototactiqgues de determinats organismes fotosintetics (Castenholz i Garcia-Pichel, 2000; Kruschel i

Castenholz, 1998), els quals poden fer migracions verticals, en aquest cas cap a la part baixa del tapis, per
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evitar ser danyats o la mort (Krekeler et al., 1998). A més, la diferéncia observada entre els patrons de
restriccio en el sediment negre (S2-4, A12-13 i W18-19) va confirmar que s'estaven produint canvis
poblacionals no observables directament per microscopia, la qual cosa demostra la gran utilitat dels
estudis polifasics. L'increment de sulfurs des de la laminacio roja, on ja n'hi ha a baixes concentracions,
fins a fondaries superiors als 20 mm pot ser la causa de les diferencies observades en els RFLP de les
diferents laminacions del sediment, per la sensibilitat diferent al sulfur d'hidrogen dels bacteris que la
integren (Frind i Cohen, 1992; Krekeler et al., 1998; Martinez-Alonso, 1997).

Un altre parametre dels RFLP que ens déna informacid és la deteccio de fragments especifics en
moltes de les laminacions analitzades, els quals ens indicaven que alguns ribotips dominants es podien
trobar en fondaries concretes. En son un exemple els bacteris fototrofics anoxigénics que presenten Bchl a
com a pigment majoritari, com €s el cas d'un bacteri dominant descrit per Martinez-Alonso (1997), ja que la
necessitat de llum i sulfurs com a donadors d’electrons determina que aquests bacteris es trobin en una
part molt concreta del tapis constituint la lamina roja (Kondratieva et al., 1992). D'altra banda, la presencia
de fragments comuns a totes les laminacions d’'una mateixa mostra ens podria indicar que alguns dels
ribotips estan presents al llarg de tot el perfil vertical del tapis. Aquesta observacié no és d'estranya, ja que
molts organismes que es troben en aquests ambients extrems presenten un grau elevat d’adaptabilitat a
canvis ambientals, com son diferents tipus de vies metaboliques i/o alternatives (Bebout i Garcia-Pichel,
1995; Brune et al., 2000; Garcia-Pichel et al., 1994; Jorgensen et al., 1986; Krekeler et al., 1998; Sass et
al., 1997, 1998). Tal com s’ha descrit, als tapissos microbians del delta de I'Ebre hi ha molts pigments que
es troben a baixes concentracions o com a elements traca en totes les laminacions del tapis, incloent-hi el
sediment negre (Martinez-Alonso, 1997). Com a exemple, les bacterioclorofil-les es troben al llarg de tot el
perfil vertical del tapis. Aquest fet indica que, probablement, els bacteris fototrofics que els presenten
poden sobreviure a qualsevol punt d’aquests sistemes estratificats (Caumette i Matheron, 1989). A més,
I'analisi microscopica de la distribucié vertical dels diferents grups taxonomics que integren els tapissos
microbians del delta de I'Ebre ens aporta dades a favor d'aquesta hipotesi, ja que molts grups com els
cianobacteris coccoidals (grups de Cyanothece, Gomphosphaera i Gloeocapsa), cianobacteris
filamentosos (Microcoleus chthonoplastes), bacteris fototrofics anoxigénics i bacteris heterotrofics
oxigenics o anoxigenics es troben distribuits homogeniament al llarg de tot el perfil vertical i podrien ser la
causa de l'aparicio de fragments de restricci6 comuns en totes les laminacions d'una mateixa mostra
(Martinez-Alonso, 1997; Minz et al., 1999; Solé et al., 2002).

A I'hora d'analitzar els resultats obtinguts per aquesta técnica, pero, cal anar amb molta cura, ja
que I'elevat grau de conservacid dels gens dels 16S ARNr ens pot induir a cometre errors. Aixi doncs, no
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podem descartar que bacteris diferents, relacionats o no filogenéticament, presentin els mateixos llocs de
restriccio i que, per tant, donin els mateixos patrons de restriccio, tot i correspondre a organismes diferents
(Urakawa et al., 1997, 1998). Durant la realitzacio de I'estudi, i per a minimitzar aquest efecte, es van
emprar tres enzims de restriccid diferents, tal com es descriu en d'altres estudis (Acinas et al., 1997,
Urakawa et al., 1997, 1998). També cal destacar que la falta de sensibilitat del metode, derivada del
procés d'amplificacid per PCR i la tincio del gel d’electroforesi amb bromur d'etidi, pot subestimar la
preséncia de ribotips no dominants, com serien, per exemple, els bacteris sulfatoreductors en la zona

fotica dels tapissos (Martinez-Alonso, 1997).

L'analisi dels patrons de restriccié obtinguts en les diferents laminacions i la seva comparacio
mitjancant els metodes UPGMA i MDS van permetre concloure que aquests presentaven una distribucio
estacional. Aquest fet concorda amb l'analisi estadistica duta a terme en aquest ecosistema, que
determina que les diferéncies observades en l'ambit molecular son estadisticament significatives
estacionalment (valor exacte de 0,008) i no en fondaria (valor exacte d'entre 0,176-0,449). A més, aquests
resultats corroboren estudis previs basats en l'analisi de diferents factors biotics i abiotics, els quals
demostren que tapissos microbians desenvolupats, constituits per diferents grups d'organismes distribuits
al llarg de gradients verticals, sofreixen any rere any fluctuacions que son una conseqiiéncia derivada de
I'estacionalitat (Martinez-Alonso, comunicacié personal). Aixi doncs, mentre que alguns treballs determinen
que l'estructura de les poblacions és determinada per I'estratificacié vertical (Acinas et al., 1997), en el
nostre estudi es mostra que les fluctuacions estacionals que es donen en els tapissos microbians del delta
de I'Ebre son les més importants per a determinar-ne l'estructura. No obstant aix0, es van poder
discriminar subagrupaments en fondaria a causa dels gradients abruptes dels diferents parametres abiotics

(Ilum, oxigen, sulfur d'hidrogen, etc.) que s'estableixen.

l11.5 Conclusions

Les conclusions principals que s’han extret de I'estudi realitzat als tapissos microbians del delta de

I'Ebre son les seglients:

1. L'Us combinat de metodologies ens permet obtenir informacid complementaria dels tapissos
microbians estudiats i salvar les deficiencies de cadascuna de les metodologies emprades per separat.
Aixi doncs, diferencies observables en I'ambit molecular no ho van ser en I'ambit macroscopic i

microscopic.
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2. El métode d'extraccid dels acids nucleics aplicat als tapissos microbians del delta de I'Ebre ens ha
permes extreure ADN de puresa i integritat suficients per poder amplificar per PCR els gens
procariotics dels 16S ARNr i fer la subsegtient analisi dels RFLP.

3. El domini Bacteria es troba en tots els dies de mostreig i laminacions analitzades, mentre que el domini

Archaea nomes es detecta en el sediment negre (S4, Su8, A12-14 i W18-19).

4. La complexitat dels patrons dels 16S ADNr-RFLP bacterians tendeix a augmentar en fondaria en totes
les mostres analitzades, exceptuant la mostra d’estiu, on mostra un comportament invers. A més, la
detecci6 de fragments de restriccio especifics en determinades laminacions i fragments de restriccié
comuns en totes les laminacions d'una mateixa mostra ens indica que algunes poblacions
predominants es troben en fondaries especifiques i d'altres al llarg de tot el perfil vertical del tapis

microbia, respectivament.

5. La comparacié dels patrons dels 16S ADNr-RFLP bacterians de totes les laminacions, mitjancant
I'analisi de similitud amb els metodes UPGMA i MDS, mostra una distribucio de tipus estacional. Duta
a terme amb la prova de Kruskal-Wallis, I'analisi estadistica del nombre total de fragments de restriccio
obtinguts en les diferents estacions de I'any mostra diferéncies estadisticament significatives (valor
exacte de 0,008). En canvi, les diferencies no son significatives quan aquest nombre es compara en
fondaria (valors de significacid exacta a la primavera, estiu, tardor i hivern de 0,176, 0,216, 0,211 i

0,449, respectivament) en cadascuna de les estacions de l'any.
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V.1 Introducci6

Els llacs de les zones temperades son sistemes planctonics verticalment estratificats, com a
consequencia dels gradients fisicoquimics que s'hi estableixen en fondaria. Alguns dels elements que
trenquen 'homogeneitat vertical d'aquestes masses d'aigua, cosa que afavoreix la diferenciacio de capes,
son l'aparicid d'una quimioclina i el procés d'extincié de la llum i la distribuci6 dels diferents elements
quimics en fondaria (oxigen, sulfur d’hidrogen, fosfat, nitrit, nitrat, etc.) (Gasol, 1988; Mitchell, 1987).
L'estratificacié d'aquests ecosistemes determina que les poblacions d'organismes que hi viuen se situin en

punts del perfil vertical on les condicions els son més favorables per a créixer.

IV.1.1 Zona carstica de Banyoles

Els estudis de la zona carstica de Banyoles i el seu entorn es van iniciar l'any 1946 (Margalef,
1946). Primerament, es va descriure la microbiota fototrofica de I'estany de Banyoles (Planas, 1973), el
zooplancton (Miracle, 1976) i els bacteris que lintegren (Abella, 1980). Posteriorment també es van
estudiar els estanyols del seu voltant, el Vilar (Garcia de Emiliani, 1973; Abella, 1980; Guerrero et al.,
1980; Montesinos i Esteve, 1984; Brugada i Montesinos, 1986), el d'en Cisé (Guerrero i Abella, 1978) i
I'estanyol Nou (Turet, 1981). L'estanyol d'en Cisd ha estat sens dubte, per les caracteristiques que

presenta, el que ha rebut molta més atenci6 i estudi.

IV.1.1.1 Estudis a I'estanyol d'en Ciso

L'estanyol d’en Cisé és holomictic (mescla total de l'aigua de la columna) i té una fondaria i un
diametre maxims d'11 i 21 metres, respectivament (Abella, 1980; Garcia-Gil et al., 1985). Aquest estanyol
ha estat ampliament estudiat des que va ser descobert pels investigadors, atrets per la coloracié rogenca
de la seva aigua superficial deguda a la presencia de bacteris fototrofics (Gasol et al., 1990; Guerrero i
Abelld, 1978; Pedros-Alié i Guerrero, 1993). Durant el periode en que l'aigua esta barrejada (holomixi),
I'estanyol és totalment anaerobic i presenta concentracions de sulfur d'hidrogen forca elevades. En canvi,
en el periode d'estratificacio, I'epilimnion esdevé aerobic, mentre que I'hipolimnion es manté anaerobic i
amb concentracions de sulfur d'hidrogen elevades. En el periode de barreja es pot observar el creixement
d'alguns eucariotes, com les algues (Gasol i Pedros-Alid, 1991), protists fototrofics (Gasol et al., 1990;
Pedros-Ali6 et al., 1987; Turet, 1981), ciliats (Dyer et al., 1986; Gasol, 1988; Gasol et al., 1992), metazous
(Gasol, 1988), rotifers i crustacis (Alfonso i Miracle, 1987), pero basicament la comunitat de l'estanyol esta
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formada per organismes procariotes, entre els quals destaquen els bacteris fototrofics (Guerrero et al.,
1985, 1987). Cal ressaltar també que en aquest estanyol s'ha descrit, més recentment, la preséncia de
membres del domini Archaea (Casamayor et al., 2000, 2001b).

La primera descripcio de les caracteristiques fisicoquimiques de l'estanyol d'en Cis6 i de la
distribucio espaciotemporal dels bacteris fototrofics anoxigenics del sofre, verds i vermells, la va dur a
terme Guerrero i Abella (1978). Treballs posteriors han anat descrivint molts altres aspectes relacionats
amb els bacteris fototrofics, com son: la seva identificacid i abundancia (Abella, 1980; Esteve et al., 1981;
Gasol, 1988; Gasol et al., 1990; Montesinos et al., 1983), distribucid (Abella et al., 1980; Gasol et al., 1990;
Guerrero et al., 1980; Montesinos et al., 1983; Montesinos i Esteve, 1984; Montesinos i Van Gemerden,
1986; Pedros-Alio et al., 1983, 1984) o les relacions interespecifiques com la competéncia (Abella et al.,
1980; Montesinos et al., 1983), la simbiosi (Esteve et al., 1988) i la predacié (Esteve et al., 1983; Gaju et
al., 1992; Guerrero et al., 1986).

Entre els anys 1984 i 1987, es va fer un seguiment molt exhaustiu del biotop i de la biocenosi de
I'estanyol d'en Cis6 (Gasol, 1988). Es van estudiar, entre d'altres, quins organismes hi havia en tota la
biomassa planctonica de la comunitat, la seva abundancia, la seva distribucio en I'espai i I'evolucié de les
poblacions al llarg del temps. Es va determinar que Cryptomonas, diatomees i Peridinium sén els Unics
organismes fototrofics eucariotes que aporten una biomassa significativa. A més, mentre que a I'hivern el
100% de la biomassa a I'estanyol és practicament procariota, a I'estiu varia entre el 25% i el 60% en funci6
de I'any. D'aquesta biomassa total, el 70% a I'hivern i el 50% a I'estiu son biomassa fototrofica, mentre que
la biomassa no fototrofica a I'hivern és tota d'origen bacteria i a I'estiu es diversifica molt. Addicionalment,
la caracteritzacio de I'estratificacié vertical de la comunitat microbiana metalimnica de I'estanyol d'en Cisd
ha aportat moltes dades ecofisiologiques i de migracio vertical dels organismes metalimniques, entre els
quals hi ha Cryptomonas phaseolus i els bacteris fototrofics del sofre (Gasol et al., 1990; Pedros-Alio i
Guerrero, 1993).

L'analisi funcional de les comunitats microbianes presents a l'estanyol d'en Cis6 ha demostrat que
la fixacié anual de carboni és de 200-275 gC m2 i que en aquesta hi participen organismes fototrofics
oxigenics, organismes fototrofics anoxigenics i organismes capacos de fixar carboni en la foscor (Garcia-
Cantizano, 1988 i 1992; Guerrero et al., 1985; Montesinos i Esteve, 1984). De la fixacio anual de carboni,
la fotosintesi oxigénica és responsable del 17%, la fotosintesi anoxigenica del 25% i el 57% restant es fixa
en la foscor. Cal remarcar, pero, que l'activitat dels organismes implicats en aquesta fixacid presenta

variacions espacials, diaries i estacionals (Garcia-Cantizano, 1992).
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Si s'analitza l'estructura de I'estanyol i els factors que la controlen, en funcié de I'abundancia dels
diferents organismes, s'observa que la comunitat planctonica epilimnica queda completament separada de
la comunitat de la part metalimnica i hipolimnica (Gasol, 1988). D'altra banda, I'analisi de components
principals de les dades fisicoquimiques i biologiques obtingudes al llarg del temps ha demostrat que el
principal factor estructurador de la variabilitat de la comunitat és la fondaria, que explica el 26% de la
variacio, mentre que tindria una importancia menor I'estacionalitat, a la qual correspondria un 18% (Gasol,
1988). Els resultats trobats a I'estany de Banyoles i en d'altres sistemes lacustres reforcen la hipotesi que
I'eix principal d'estructuracié de la comunitat passa de ser la variacié estacional a ser-ho la variacio en
fondaria en augmentar el grau d'estabilitat termica del llac (a causa de la morfologia i la vegetacié que

l'envolten) i la preséncia de sulfur d’hidrogen (Avila et al., 1984: Bosshard et al., 2000; Gasol, 1988).

IV.1.1.2 Estudis a I'estanyol del Vilar

Situat a menys d'un quilometre de I'estanyol d’en Cisd, el Vilar és un estanyol eutrofic crenogenic
meromictic (mescla parcial de la columna d’aigua amb aiglies freatiques sulfatades que entren pel fons de
I'estanyol) (Guerrero et al., 1980), format per dues cubetes i amb una fondaria maxima, longitud i amplada
inicials de 9, 170 i 81 metres, respectivament (Abella et al., 1980). La propia naturalesa de I'estanyol del
Vilar determina que la cubeta 2, la més fonda i que esta connectada amb I'estany de Banyoles per un
canal superficial, pugui arribar a fondaries superiors als 30 metres per la presencia de sediment en
suspensid a les zones centrals (Abella, 1980). L'estanyol del Vilar presenta una capa d'aigua profunda
(monimolimnion), altament mineralitzada i de densitat superior, que no es barreja amb les capes superiors
(mixolimnion). L’estratificacié del mixolimnion a l'estiu, juntament amb la dificultat per a barrejar-se el
monimolimnion amb la capa d'aigua superior, facilita I'aparicio de condicions anoxigéniques amb
concentracions elevades de sulfur d’hidrogen (Abella, 1980; Avila et al., 1984; Guerrero, 1987). Igual que
succeeix en el d'en Cisd, a l'estanyol del Vilar s'ha descrit també la preséncia d'organismes eucariotes,
com son les algues Cryptomonas sp. i Crucigenia (Brugada i Montesinos, 1986; Casamayor et al., 2000) i
els ciliats (Casamayor et al., 2000). Entre els organismes procariotes descrits trobem bacteris heterotrofics,
bacteris fototrofics, als quals s'han dirigit la major part dels treballs (Abella, 1980; Casamayor et al., 2002),

I membres del domini Archaea (Casamayor et al., 2000, 2001b).

L'estanyol del Vilar fou descrit ampliament per Abella (1980), qui va determinar la distribucio dels
diferents parametres fisicoquimics, biologics, bioguimics, la produccié primaria fotosintética i l'activitat

sulfatoreductora en la columna d'aigua. Des de llavors i fins a l'actualitat, en aquest ecosistema s'han
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identificat i quantificat diferents poblacions bacterianes fototrofiques (Abella, 1980; Casamayor et al., 2000;
Guerrero et al., 1987), se n'ha analitzat la distribucio (Abella, 1980), shan determinat els factors que
regulen la biomassa i la quantitat de pigments que presenten (Abella, 1980; Guerrero et al., 1980;
Montesinos et al., 1983), s'han estudiat les variacions espaciotemporals (Abella, 1980; Guerrero et al.,

1987) o les relacions interespecifiques com la competencia (Montesinos et al., 1983).

En aquest estanyol, la fixacio anual de carboni és du a terme majoritariament per fotosintesi
oxigenica, el 83% (Montesinos, 1982). No obstant aix0, la importancia de la fixacid en la foscor i per
fotosintesi anoxigenica envers la fixacio per fotosintesi oxigenica pot augmentar en funcié de la fondaria i
I'epoca de l'any analitzades (Garcia-Cantizano, 1988 i 1992). Aquest fet es demostra quan s'analitza la
quimioclina durant els mesos d'estiu, on la fixacidé en la foscor pot arribar fins a valors del 81% de la
produccio total (Garcia-Cantizano, 1988 i 1992).

L'analisi comparatiu dels parametres fisicoquimics i biologics que s'estableixen en diferents
ecosistemes planctonics estratificats, entre els quals es troba l'estanyol del Vilar, permet diferenciar les
fondaries que pertanyen al mixolimnion de I'estanyol, caracteritzades per variables com la temperatura, la
llum, la Chl a i l'oxigen, de les fondaries de la quimioclina i del monimolimnion on variables com el sulfur

d'hidrogen i la conductivitat en son caracteristiques (Mir, 1997).
V.2 Objectius

L'estudi de llacs que pertanyen al sistema carstic de Banyoles, com son els estanyols d'en Cisd i el
Vilar, durant llargs periodes de temps, ha permes obtenir informacié molt completa sobre l'estructura, la
composicié i les dinamiques poblacionals dels organismes que viuen en ambdds sistemes planctonics
estratificats, principalment per I'aplicaci6 de metodologies classiques d'analisi (Gasol, 1988; Mir, 1997,
Gasol et al., 1990; Pedros-Ali¢ i Guerrero, 1993). Amb la finalitat d'aprofundir en I'estudi de les variacions
que es donen estacionalment, pero emprant de forma combinada tecniques convencionals i de biologia

molecular, ens vam marcar els objectius segtients:
1. Determinar les variacions espaciotemporals de les poblacions dominants procariotiques en ambdos

estanyols, el d'en Cisd i el Vilar, mitiancant 'analisi dels patrons dels 16S ADNr-RFLP, i la relacid

d'aquestes amb les fluctuacions dels parametres fisicoquimics que s'hi estableixen.
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2. Comparar els resultats obtinguts en ambdds ecosistemes, com ara els estanyols d'en Cisé i el Vilar,
amb els obtinguts en un altre sistema planctonic estratificat (llac Gran d'Estanya) i un de bentonic
(tapissos microbians del delta de I'Ebre). Aquest objectiu sera tractat en la discussié general (capitol

vy,

72




Estanyols d"en Cisé i el Vilar

V.3 Resultats

IV.3.1 Distribucid vertical dels parametres fisicoquimics

En les figures IV-1 i IV-2 es mostra la distribucid vertical dels parametres fisicoquimics
(concentracio d'oxigen dissolt, concentracio de sulfur d’hidrogen, temperatura, llum, conductivitat, pH,
concentracié de pigments i proteines) obtinguts en ambdos estanyols durant un cicle anual d’estudi. En
aquests estanyols, el periode de barreja s'observa durant I'hivern i 'estratificacio termica es va mantenir
durant la primavera i l'estiu, mentre que a la tardor els estanyols presentaven unes caracteristiques
intermedies. No obstant aix0, i a causa de la naturalesa meromictica de I'estanyol del Vilar, en totes les
estacions de l'any s'observa una capa d'aigua al fons de l'estanyol (monimolimnion), molt més densa i

mineralitzada, que no es barrejava amb les capes d'aigua de la part superior (mixolimnion).

A I'estanyol d'en Cis6, excloent la llum incident que disminuia en fondaria des de 120 uE cm2sta
0 m fins a 0,1 uE cm?2 s a 2 m, tots els parametres es mantenien for¢a uniformes en tota la columna
d'aigua durant el periode de barreja (figures IV-1 i IV-2). Durant aquest periode, els valors obtinguts per als
diferents parametres van ser d'1 + 0,15 mg de proteina per litre, 118,3 + 19,3 ug Chl a I'1, 20,84 + 2,6 ug
Bchla I, 8,43 + 1,05 ug Behl ¢, d i e I, conductivitat de 1.295 + 19,9 uMhos cm, 8,66 + 0,43 °C, 0,68 +
0,13 mg Oz ml, concentracio de sulfur d’hidrogen de 0,147 + 0,01 mM i pH de 7,37 £ 0,03. En canvi,
durant el periode d'estratificacio, la termoclina que separa I'epilimnion de Ihipolimnion es localitza a
diferents fondaries depenent de l'estacio de lany analitzada (figura IV-1). Durant aquest periode
d'estratificacio, mentre que el pH i la conductivitat disminuien en fondaria a I'estiu, a la primavera els seus
valors es mantenien molt semblants en tota la columna d'aigua. El valor maxim de Chl a fou de 761,3 pug I
a 2 ma la primavera, 64,38 ug I'* de Bchlaa 7 m a la tardor i 568,52 ug I'* de Bchic,diea2mala
primavera. Els perfils de sulfur d’hidrogen i oxigen obtinguts en totes les estacions de I'any analitzades,

exceptuant la mostra d'hivern, foren inversos.

A l'estanyol del Vilar, la llum incident disminuia en fondaria de forma més gradual que a I'estanyol
d'en Ciso, i arribava al valor minim de 0,15 uE cm2 s a 8 m en el periode de barreja (figura IV-1). La
resta de parametres es mantenien forca uniformes des de 0 fins a 8 m de la columna d'aigua, i s'obtenien
valors de 0,518 + 0,08 mg de proteina per litre, 2,81 + 1,71 pg Chl a |1, 913,78 + 81,98 uMhos cm de
conductivitat, 8,99 + 0,61 °C, 5,36 + 2,05 mg O, ml, 6,32 104 + 5,38 104 mM de sulfur d’hidrogen i pH de

7,72 £ 0,05. En aquest cas, les concentracions de Bchl a i de Bchl ¢, d i e foren molt baixes, i només
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Figura IV-1. Distribucié vertical
dels parametres fisicoquimics en
els estanyols d'en Cis6 i el Vilar. A)
Primavera (S) (22 de maig de
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de 2000). D) Hivern (W) (23 de
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van ser detectades en aquesta época de l'any a 4 i 9 m de fondaria, on la concentraci6 de sulfur d'hidrogen
fou molt petita. En el monimolimnion, la concentracio d'oxigen dissolt disminuia en fondaria i els valors
més alts de conductivitat i temperatura van ser detectats des de 10 m fins al fons. En el periode
d'estratificacio, la quimioclina es trobava localitzada entre els 9 i els 10 m de fondaria i separava el
mixolimnion del monimolimnion (figura 1V-1). A la primavera, la temperatura i el pH disminuien
esglaonadament en fondaria, la concentracié de proteina es mantenia forga constant i la conductivitat
augmentava. A l'estiu, en canvi, la conductivitat es mantenia en fondaria fins a arribar al monimolimnion, la
temperatura disminuia de forma molt brusca entre els 6 i els 8 m, el pH disminuia suaument en fondaria i la
concentracio de proteina mostrava dos pics a 0 i 6 m. Llevat de la mostra d'hivern, i igual com succeia a
I'estanyol d'en Cisd, els perfils de sulfur d’hidrogen i oxigen obtinguts en la resta d'estacions de l'any
analitzades foren inversos. Els valors maxims de Chl a, Bchl a i Bchl ¢, d i e van ser de 31,66 ug I, 15,81

ug 122,29 ug I al'estiu i a 6 m, respectivament.

Els valors de la concentracid de proteines i de pigments es van integrar, i els resultats obtinguts es
mostren graficament en la figura IV-3 i numeéricament en els annexos 4 i 5. A l'estanyol d'en Ciso, la
comparacié dels valors integrats de les proteines mostraven variacions entre les diferents estacions de
I'any analitzades; el valor més baix era l'obtingut a la primavera (1.877 mg m=2) i els més alts i similars
entre ells, en la resta d'estacions de l'any (6.280- 7.816 mg m2) (figura 1V-3). Les concentracions més
elevades de Chla (1.324 mg m2) i Bchl a (276 mg m2) s'obtingueren a la primavera, mentre que la de Bchl
c, die(1.625 mg m2) ho fou a la tardor. A I'estanyol del Vilar, els valors de proteina obtinguts a l'estiu i la
primavera van ser similars i superiors als detectats a la tardor i I'hivern (figura IV-3). En aquest estanyol,
les concentracions més elevades de Chl a (137 mg m2) i Bchl ¢, d i e (109 mg m2) es van observar a la
primavera, mentre que la Bchl a ho fou a l'estiu (20 mg m2).

Si comparem els valors obtinguts en ambdos estanyols ens adonem que els valors integrats de
proteina a 'estanyol del Vilar son més grans que els detectats a I'estanyol d'en Cis6. No obstant aix0, en
ambdos ecosistemes l'ordre de magnitud es manté. En canvi, els valors dels pigments son molt superiors a
I'estanyol d’en Ciso respecte al del Vilar, i s'observa fins a un ordre de magnitud de diferéncia. En ambdos
sistemes planctonics, la concentracio maxima de Chl a va ser detectada a la primavera, mentre que els

valors maxims de Bchl a Bchl ¢, d i e van ser detectats en diferents estacions de I'any.
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Figura IV-3. Valors integrats de pigments i proteines als estanyols d'en Cisd i el Vilar
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IV.3.2 Extraccio d’ADN
L'extraccio de 'ADN genomic de les diferents mostres i fondaries i de les soques tipus es van
visualitzar en forma d'una banda superior a les 23 kb, tal com es mostra a la figura IV-4.

1 2 345 6 548 910 11

/

i1

Figura IV-4. Extraccions d’ADN genomic de les diferents fondaries

de la mostra d'estiu (Su) de dos estanyols del sistema carstic de

12 13 1415 1617 18 19 2021 22 Banyoles, el d'en Cisd (C) i el del Vilar (V), visualitzades en un gel

e d'electroforesi (negatiu). Carrils: 1 i 12 marcador de pes molecular

! : d’ADN 1 kb plus (Invitrogen); 2, SuvVOm; 3, SuVim; 4, Suv4m; 5,
f SuVsm; 6, Suvem; 7, Suv6,5m; 8, SuV7m; 9, Suv7,5m; 10, Suv8m;

== £ 11, Suv10m; 13, SuCOm; 14, SuCim; 15, SuC1,25m; 16, SuC1,5m;
. . 17, SuC2m; 18, SuC2,5m; 19, SuC3m; 20, SuC4m; 21, 12, SuCsm;

: 21, 22, SuCém. La fletxa senyala la banda d’ADN genomic

r obtinguda d'aproximadament 23kb

En aquesta figura, per exemple, podem observar que 'ADN extret de la part més fonda dels dos
estanyols, Cisé (SuC2,5m, SuC3m, SuC4m, SuCbm i SuCém) i Vilar (Suvém, SuV6,5m, SuV7m,
SuV7,5m, Suv8m i SuvV10m), presentava, durant I'estiu, els carrils més bruts, amb una coloracié marr6 de
I'extracte cru, fet que ens indicava la possible presencia d'inhibidors de la PCR. Aquest fet es repetia en la
resta d'estacions de l'any. Per a minimitzar la preséncia d'aquests possibles inhibidors de la PCR i
aconseguir la maxima rendibilitat d’aquesta reaccio, els extractes crus de les capes més profundes es van

diluir fins a 10-2.
IV.3.3 Amplificacio per PCR dels gens procariotics dels 16S ARNr

Els dominis Bacteria i Archaea es van detectar en totes les estacions de I'any en els dos estanyols
analitzats, Ciso (C) i Vilar (V), en forma de banda de 1.500 pb. Mentre que el domini Bacteria es va

detectar en tots els dies de mostreig i fondaries, el domini Archaea estava present en tots els dies de
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mostreig i majoritariament en les capes més fondes, on la concentracid de sulfur d’hidrogen fou més
elevada. Les submostres on es va detectar aquest darrer domini van ser: SC2-7m, SuC2,5-4m, AC2-7m,
WCO0-7m, SV5-10m, SuV8-10m), AVO, AV8-11m i WV0-9m (figura IV-5).

1 2 3456 7 8 910

Figura IV-5. Amplificacions dels gens dels 16S

ARNr, amb encebadors especifics per al domini !

Bacteria (carrils 2-10) i Archaea (12-20), de les -—H-Qﬁﬂﬂb
mostres de primavera (S) de I'estanyol d'en Cis6

(C) (negatiu). Carrils: 1 i 11, marcador de pes - |

molecular d’ADN 1 kb plus (Invitrogen); 2, control = R AT o

positiu de bacteris (E. coli CGSC 5073); 12,
control positiu d'Archaeas (H. mediterranei ATCC

. X i Ll — o -
33500); 3 i 13, SCOm; 4 i 14, SC1lm; 5 i 15, o = &
SC2m; 6 i 16, SC3m; 7 i 17, SC4m; 8 i 18, ‘
SC5m; 9i 19, SC6m; 10120, SC7m

IV.3.4 16S ADNr-RFLP

Una vegada amplificats per PCR els gens dels 16S ARNr dels dominis Archaea i Bacteria i digerits
amb els diferents enzims de restriccio, els patrons dels 16S ADNr-RFLP van ser resolts com s'indica en
I'apartat 11.3.6.2.3. Els patrons del domini Archaea no es van poder visualitzar i, per tant, no es van poder
analitzar perqué la quantitat final de producte obtingut per PCR fou insuficient per a fer-ho. Els resultats
obtinguts per al domini Bacteria en ambdds estanyols, el nombre de fragments de restriccio i els patrons
dels 16S ADNr-RFLP bacterians, es detallen en les taules IV-1 i IV-2 i en les figures V-6, IV-7 i V-8,

respectivament.

A l'estanyol d'en Cis0, el nombre total de fragments de restriccioé bacterians es mantingué constant
en fondaria en la mostra d'hivern i gairebé invariable en la de la tardor. En canvi, el nombre més alt de
fragments totals fou trobat a la part anoxica del llac en la mostra d'estiu (SuC3m) i a la part més superficial
de l'estanyol a la primavera (SCOm) (Taula IV-1). Per sota d'aquesta capa superficial de la primavera, i
llevat de la submostra adjacent al sediment (SC7m), el nombre total de fragments trobats en totes les
fondaries (S1-6m) fou semblant. A l'estiu, en canvi, aquest nombre disminuia en fondaria a la part
oxigenica de I'estanyol, mentre que a la part anoxica s'incrementava una altra vegada per assolir els valors
més elevats en aquest mostreig. L'analisi comparativa dels patrons de restriccio obtinguts amb els tres

enzims de restriccid en totes les estacions de l'any va posar de manifest una diferenciacio entre les
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submostres oxigéniques (SCO0-1m, SuC0-2,5m i AC0-2m), on la llum era present, i les anoxigéniques
(SC2-7m, SuC2,5-5m i AC3-7m) (figura IV-6), on era present el sulfur d’hidrogen. En funcié de l'enzim
emprat, a més, es van detectar petites diferencies entre els patrons de restriccié obtinguts en les diferents
submostres anoxigeniques (SC7m al digerir amb els tres enzims; AC3-7m en digerir amb Hinfl i Alul)
(Figures IV-6 i IV-7B). Igualment, també foren observades algunes diferéncies entre les submostres més
superficials i la resta de submostres oxigeniques (SOm en digerir amb Hinfl, Rsal i Alul). També es va
poder determinar que alguns dels patrons de restriccio de les submostres situades en la interfase d'oxigen-
sulfur dhidrogen presentaven similituds a ambdues parts de l'estanyol, I'oxigénica i l'anoxigénica
(SuC2,5m en digerir amb Hinfl i Rsal). En canvi, seguint la distribucio uniforme dels diferents parametres
fisicoquimics, l'analisi dels patrons de les diferents submostres del periode de barreja mostrava perfils
identics en tota la columna d'aigua (figures IV-5 i IV-8B). Cal destacar que els RFLP obtinguts a partir de
diferents repligues d'una mateixa submostra eren idéntics, tant si aquesta havia estat filtrada com

centrifugada (figura IV-8B).

A l'estanyol del Vilar, el nombre total de fragments de restriccio bacterians més elevat fou trobat a
I'hivern i es mantenia gairebé constant en fondaria (taula IV-2). A la tardor, aquest nombre fou inferior al
d'hivern i també es mantingué forca homogeni en fondaria. A la primavera i I'estiu, en canvi, es van
observar diferéncies entre les dues parts de I'estanyol, 'oxigénica i I'anoxigénica, quant al nombre total de
fragments de restriccio trobat en cadascuna. A la primavera, el nombre total de fragments fou més elevat
en les submostres de la part oxigenica (SV0-5m) de I'estanyol que en les de la part anoxigenica (SV6-
10m). En canvi, la distribucio del nombre total de fragments a l'estiu fou inversa a la trobada a la
primavera, és a dir, aquest fou més petit a la part oxigenica (Suv0-5m) que a la part anoxigenica (SuVeé-
10m). En aquest estanyol es van poder detectar variacions entre els patrons de restriccio dels 16S ADNr-
RFLP analitzats en funcié de la preséncia o absencia d'oxigen i de llum (figura IV-6). Aixi doncs, els
patrons obtinguts en la zona fotica oxigenica (SV0-5m, SuV0-5m i AV0-5) eren diferents dels obtinguts en
la zona afotica anoxigenica (SV6-10m i Suv6-10m) i en la zona afotica oxigenica i anoxigénica (AV6-11m).
A més, en funcié de I'enzim emprat es van detectar també petites diferéncies entre els patrons de restriccio
obtinguts en les diferents submostres anoxigeniques (SV10m en digerir amb Rsal i Alul; SV6-10m en
digerir amb Rsal i Alul) (figura IV-6). Igualment, s'observaren diferéncies entre les diferents submostres de
la part oxigénica (SV0-1m en digerir amb Hinfl i Alul). Els patrons de les submostres localitzades en la
interfase d'oxigen-sulfur d'hidrogen, i en funcié de I'enzim emprat i I'época de I'any analitzada, presentaven
caracteristiques intermedies a ambdues parts de l'estanyol, i tenien una major versemblanca amb les
submostres de la part anoxigenica de I'estanyol en alguns casos (SuVém i SV5m en digerir amb Hinfl i
Rsal, respectivament) i en d'altres un grau més alt de similitud amb les submostres de la part oxigenica
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(Suvém en digerir amb Rsal). En el periode de barreja, i seguint la distribucid uniforme dels diferents
parametres fisicoquimics, els patrons van ser gairebé iguals en tota la columna d'aigua (figura IV-6).

Si comparem els dos estanyols, el nombre total de fragments de restriccid obtinguts a I'estanyol
del Vilar fou més gran que al d’en Cisd. A més a més, en ambdos estanyols es van poder detectar
fragments de restriccio especifics de fondaria i fragments presents en totes les fondaries per un mateix dia

de mostreig (figura 1V.6).

IV.3.5 Analisi de dades

L'analisi global de les dades es va dur a terme tenint en compte els valors acumulats de similitud
de tots els fragments obtinguts amb els enzims Rsal, Alul i Hinfl, tal com s'indica en l'apartat 11.3.7. En les
diferents representacions, dendrogrames (figures 1IV-9 i IV-10) i mapes MDS (figura 1V-11), es veu com
l'agrupament de les mostres és determinat pel dia de mostreig, i s'obtenen quatre grups principals en
ambdds estanyols. S'ha de remarcar que la submostra de 5 m de fondaria del Ciso a I'estiu, la SuC5m, no
fou inclosa en I'analisi. Com a consequencia dels problemes que es van tenir a I'hora d'amplificar els gens
bacterians dels 16S ARNr per PCR, la submostra SUC5m nomes es va poder digerir amb un enzim de
restriccio | per aquest motiu el nombre total de fragments obtinguts fou molt inferior al de la resta (taula IV-
1).

L'analisi dels patrons de restriccio pel metode UPGMA ens va permetre obtenir els dendrogrames
de similitud dels 16S rDNA-RFLP bacterians de les comunitats presents en ambdds estanyols (figures V-9
i IV-10). A l'estanyol d'en Ciso, a la primavera i la tardor es podien diferenciar les submostres on hi havia
oxigen i llum (SCO-1m i AC0-2m) d'aquelles en qué aquests parametres no eren detectats (SC2-7m i AC3-
7m) (figura IV-9). A la primavera, a més, les submostres hipolimniques on es va detectar una davallada de
la temperatura, els pics de proteina i pigments i una concentraci6 de sulfur d'hidrogen important (SC2-3m)
van quedar lleugerament separades de la resta de submostres d'aquesta part de I'estanyol. En aquesta
epoca de l'any es van detectar també diferéncies entre les capes anoxigeniques, sobretot entre les
superiors (SC2-6m) i les de la part més fonda de I'estanyol (SC7m). A la tardor, en canvi, la submostra
hipolimnica (AC3m) que es va separar de la resta fou la fondaria on s'hi trobaven la temperatura més alta,
la concentracié de sulfur d'hidrogen superior i els pics de proteina i pigments. Els resultats obtinguts a
I'estiu foren complexos i dificils d'interpretar. No obstant aix0, s'observa una separacid entre les

submostres de la zona fotica (SuC0-2,5m) i les de la zona afotica (SuC3-7m). A diferencia de la resta
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d'estacions, les submostres d’hivern no es van separar en subgrups, tot i haver-hi llum en dues de les vuit
submostres (WCO0-1m).

Taula IV-1. Nombre de fragments dels 16S ADNr bacterians per analisi de restriccié amb els enzims Rsal, Hinfl i Alul a 'estanyol d’en Cis6

Mostra Codi Fondaria Rsal Hinfl Alul Total
Primavera S SCOm 13 13 12 38
SCim 7 14 12 33
SC2m 9 9 14 32
SC3m 10 9 14 33
SC4m 10 9 15 34
SC5m 10 9 15 34
SCém 10 9 15 34
SC7m 8 6 5 19
Estiu Su SuCOm 10 10 15 35
SuClm 9 8 14 31
SuC1,25m 9 8 14 31
SuC1,5m 9 8 15 31
SuC2m 9 8 12 29
SuC2,5m 10 9 8 27
SuC3m 14 11 12 39
SuC4m 14 11 11 36
SuCsm ND ND 11 11
Tardor A ACOm 8 13 14 35
AC1m 8 13 14 35
AC2m 8 13 14 35
AC3m 11 12 12 35
AC4m 11 11 13 35
AC5m 11 11 13 35
AC6m 10 10 13 33
AC7m 10 10 12 32
Hivern w WCOm 14 9 11 34
WC1m 14 9 11 34
WC2m 14 9 11 34
WC3m 14 9 11 34
WC4m 14 9 11 34
WC5m 14 9 11 34
WC6m 14 9 11 34

ND: no determinat
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Taula IV-2. Nombre de fragments dels 16S ADNr bacterians per analisi de restriccié amb els enzims Rsal, Hinfl i Alul a I'estanyol del Vilar

Mostra Codi Fondaria Rsal Hinfl Alul Total
Primavera S SVOm 15 12 14 41
SVim 15 12 14 41
SV4m 14 13 14 41
SV5m 14 14 14 42
SV6m 15 10 14 39
SV8m 11 10 11 32
SV10m 15 10 13 38
Estiu Su SuvVom 10 10 11 31
SuVim 10 10 11 31
Suv4m 10 10 11 31
Suvsm 10 10 11 31
Suvém 10 14 18 42
Suv6,5m 11 16 14 41
Suv7m 11 16 13 40
Suv7,5m 11 16 13 40
Suv8m 12 16 12 40
SuviOm 12 17 12 41
Tardor A AVOm 11 12 17 40
AV1m 11 12 17 40
AV5m 11 12 16 39
AV6m 11 11 16 38
AV8m 10 14 16 40
AVIm 12 14 16 42
AV10m 12 14 16 40
AV1lm 12 14 16 40
Hivern w WV0Om 11 14 19 44
WVim 11 14 19 44
WV2m 11 14 18 43
WV3m 11 14 18 43
WV4m 12 14 18 44
WVT7m 13 14 18 45
WV9m 13 14 16 43
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Figura IV-6. Distribucié esquematica dels patrons dels 16S ADNr-RFLP bacterians de primavera (S), estiu (Su), tardor (A) i hivern (W) després de realitzar
digestions separades amb els enzims Rsal, Hinfl i Alul als estanyols d'en Cis6 (carrils: 1, SOm; 2, S1m; 3, S2m; 4, S3m; 5, S4m; 6, S5m; 7, S6m; 8, S7m; 9,
SuOm; 10, Sulm; 11, Sul,25m; 12, Sul,5m; 13, Su2m; 14, Su2,5m; 15, Sudm; 16, Sudm; 17, AOm; 18, Alm; 19, A2m; 20, A3m; 21, Adm; 22, ASm; 23,
ABm; 24, A7m; 25, WOm; 26, W1lm; 27, W2m; 28, W3m; 29, W4m; 30, W5m; 31, W6m; 32, W7m) i el Vilar (carrils: 1, SOm; 2, S1m; 3, S4m; 4, S5m; 5, Sém;
6, S8m; 7, S10m; 8, SuOm; 9, Sulm; 10, Sudm; 11, SuSm; 12, Suém; 13, Su6,5m; 14, Su7m; 15, Su7,5m; 16, Su8m; 17, Sul0m; 18, AOm; 19, Alm; 20,
ABm; 21, A6m; 22, A8m; 23, A9m; 24, A10m; 25, Al1m; 26, WOm; 27, W1m; 28, W2m; 29, W3m; 30, W4m; 31, W7m; 32, W9m). Hi ha alguns fragments

comuns a totes les profunditats d’'una mateixa mostra (fletxa gruixuda) i d'altres d'especifics (fletxa prima)
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Figura IV-7. Patrons dels 16S ADNr-RFLP bacterians de primavera (S) i estiu (Su) després de realitzar digestions separades amb els
enzims Rsal, Hinfl i Alul als estanyols d’en Cis6 (C) i el Vilar (V). A) Digestions de totes les capes amb Hinfl. Carrils: 1, SCOm; 2, SC1m; 3,
SC2m; 4, SC3m; 5, SC4m; 6, SC5m; 7, SC6m; 8, SC7m; 9, marcador de pes molecular d'ADN 1 kb plus (Invitrogen). B) Digestions de les
capes anoxigéniques amb Alul. Carrils: 1, SC2m; 2, SC3m; 3, SC4m; 4, SC5m; 5, SC6m; 6, SC7m; 7, marcador de pes molecular d'ADN
1 kb plus. C) Digestions de totes les capes amb Hinfl. Carrils: 1 i 12 marcador de pes molecular d'ADN 1 kb plus; 2, control positiu de
bacteris (E. coli CGSC 5073); 3, SuvVOm; 4, SuVim; 5, Suv4m; 6, Suv5m; 7, Suvém; 8, Suv6,5m; 9, Suv7m; 10, Suv7,5m; 11, Suv8m
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Figura IV-8. Patrons dels 16S ADNr-RFLP
bacterians de tardor (A) i hivern (W) després de
realitzar digestions separades amb els enzims Rsal,
Hinfl i Alul a I'estanyol d’en Cis6. A) Digestions amb
Rsal. Carrils: 1, control positiu d'eubacteris (E. coli
CGSC 5073); 2, AOm; 3, Alm; 4, A2m; 5, A3m; 6,
Adm; 7, A5m; 8, A6m; 9, A7m; 10, control negatiu de
la digestio; 11, marcador de pes molecular d'/ADN 1
kb plus (Invitrogen). B) Digestions amb Hinfl (carrils
2-9) i Rsal (carrils 14-20). Carrils: 1, 11, 13 i 22
marcador de pes molecular d’ADN 1 kb plus; 2 i 14,
controls positius de bacteris (E. coli CGSC 5073); 3
15, WOm; 4116, Wim; 5i 17, W2m; 6i 18, W3m; 7 i
19, W5m; 8 i 20, Wem; 9, aigua filtrada amb filtres

de 0,22 pum; 10 i 21, controls negatius de les

digestions
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A l'estanyol del Vilar, les submostres de la primavera on hi havia oxigen i llum i la temperatura era
elevada (SV0-4m) es podien diferenciar d'aquelles en qué la llum i 'oxigen eren gairebé o totalment
inexistents i la temperatura era inferior (SV5-10m). A més, les submostres on es van detectar traces
d'oxigen i els pics de proteines i pigments (SV5-6m) van quedar separades de la resta de submostres
anoxigeniques. A l'estiu, en canvi, es van separar les submostres epilimniques (Suv0-5m) de les
hipolimniques (SuV6-10m). Una d'aquestes submostres hipolimniques (SuvVém) es diferencia de la resta, i
es va caracteritzar per la presencia dels pics de proteina i pigments, temperatura superior, poca llum i la
preséncia d'una concentracié de sulfur d’hidrogen inferior. En aquest cas, la mostra que presentava una
distribucio més complexa fou la de la tardor. Cal destacar, d'una banda, que les submostres més properes
al sediment de I'estanyol (A10-11m) es van diferenciar de la resta, caracteritzant-se pel fet de tenir una
temperatura i un pH inferiors i una concentracio de sulfur d'hidrogen, conductivitat i Bchl ¢, d i e superiors.
D'altra banda, de la resta de submostres es van poder diferenciar dos subgrups, les més superficials (AVO-
6m) i les que es trobaven en la interfase d'oxigen-sulfur d’hidrogen (AV8-9m). A I'hivern, les submostres es
van separar en diferents grups segons la preséncia de llum incident alta (WV0-1m), la preséncia de llum
incident baixa i temperatura constant (WV2-3m), I'absencia de llum i on la temperatura disminuia (WV4-
7m) i on la temperatura era més baixa i la conductivitat i la concentracié d'oxigen s'incrementaven
(WC9m).

Quan es va dur a terme l'analisi dels mapes obtinguts amb el metode MDS (figura 1V-11), a
I'estanyol d’en Cisé s'hi observa una diferenciacio clara entre les submostres mes superficials de la tardor
(AC0-2m), on la llum i l'oxigen son presents, de les més fondes (AC3-7m), on les condicions son
anoxigeniques i majoritariament no es detecta llum. A la primavera, en canvi, aquesta distribucié no fou tan
clara, ja que la submostra (SC1m) on hi havia oxigen i poca quantitat de llum quedava molt més propera a
la resta de submostres anoxigeniques (SC2-7m) que la de 0 metres de fondaria (SCOm). A mes, la
submostra adjacent al sediment de I'estanyol (SC7m) quedava completament separada de la resta de les
submostres anoxigeniques (SC2-6m). A l'estiu, en canvi, s'observa una distribucio molt heterogenia de les
diferents submostres, la qual cosa impedia establir una relacié clara entre aquestes i els diferents
parametres fisicoquimics mesurats en aquesta epoca de I'any. A I'hivern, totes les submostres s'agrupaven
juntes perqué tenien els patrons de RFLP identics (figura IV-11A). A l'estanyol del Vilar, i excepte a
I'hivern, es van poder detectar diferencies entre les submostres de la part oxigénica (SV0-6m, SuV0-5m i
AV0-9m) i les de la part interfasica-anoxigenica (SV8-10m, SuV6-10m i AV10-11m). En aquest estanyol,
I'agrupacid de les diferents submostres a I'hivern depengué de si la llum incident que hi arribava es trobava
en grans quantitats (WV0-1m) o no (WV2-9m) (figura IV-11B).
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Figura IV-9. Dendrograma de dissimilitud dels 16S ADNr-RFLP de les comunitats bacterianes presents a I'estanyol d'en
Ciso per analisi de la suma dels fragments generats amb Rsal, Hinfl i Alul amb el metode UPGMA. L'analisi de grups
esta basada en les distancies euclidianes quadrades com a mesura de la dissimilitud genética utilitzant el métode d'unié

per mitjanes o average linkage method
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Figura IV-10. Dendrograma de dissimilitud dels 16S ADNr-RFLP de les comunitats bacterianes presents a I'estanyol del
Vilar per analisi de la suma dels fragments generats amb Rsal, Hinfl i Alul amb el métode UPGMA. L'analisi de grups
esta basada en les distancies euclidianes quadrades com a mesura de la dissimilitud genetica utilitzant el métode d'unié

per mitjanes o average linkage method
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En comparar les diferents mostres estacionals de I'estanyol d'en Ciso en els mapes MDS (figura
IV-11A), on els punts son més propers com més similars sén les mostres entre si, podem concloure que la
mostra de la primavera tenia un grau de similitud superior amb les mostres d'estiu i hivern que amb la de la
tardor. Cal destacar també que els valors de similitud més baixos s'observaren entre les mostres d'estiu i
hivern. A l'estanyol del Vilar els agrupaments estacionals dins de les diferents mostres van ser molt més
proxims entre si, a diferéncia del que s'observa en el d'en Ciso. Els graus de similitud més baixos es van
donar entre la mostra de la primavera amb la d'estiu i hivern, mentre que les mostres més semblants entre

si foren les d'estiu i hivern.

La comparacio entre el nombre total de fragments de restriccié obtinguts en les diferents estacions
de l'any a l'estanyol del Vilar mostra diferencies estadisticament significatives (p < 0,05) després de ser
analitzades amb la prova de Kruskal-Wallis. A I'estanyol d'en Cis0, en canvi, aquestes diferencies no foren
significatives. Finalment, l'analisi per t de Student de la mitjana de fragments obtinguts en cadascuna de
les fondaries determina que en ambdds estanyols hi havia una disminucié significativa (p < 0,001)
d'aguesta mitjana a fondaries iguals o superiors a 7 m. A més, l'analisi de la mitjana del nombre de
fragments obtinguts en ambdds estanyols per t de Student demostra també que aquesta era
estadisticament diferent (p < 0.001).

V.4 Discussio

Durant molts anys, 'aplicacié de métodes cultivodependents a permés estudiar I'estructura de les
comunitats bacterianes presents als ambients naturals. Els estanyols d’en Cis6 i el Vilar no en van ser una
excepcio i, basant-se en els resultats obtinguts amb técniques convencionals de microbiologia, es van
determinar variacions en la composicio de les comunitats bacterianes de tipus estacional (Abella, 1980;
Esteve et al., 1990; Guerrero et al., 1980; Gasol et al., 1990; Mir et al., 1991; Pedrds-Ali6 i Guerrero, 1993).
Actualment, I'is de tecniques no cultivodependents combinades amb les técniques classiques ha permes
ampliar els coneixements de multitud d'ecosistemes complexos. Amb la finalitat de completar els
coneixements en ambdds estanyols, el d'en Ciso i el del Vilar, ens vam proposar fer un seguiment
estacional dels parametres fisicoquimics que s'hi estableixen en fondaria, obtenir els RFLP a partir de
I'amplificacid dels gens bacterians dels 16S ARNr per PCR i de la subseglent digesti6 amb enzims de
restriccio i, finalment, relacionar els canvis dels RFLP amb les fluctuacions dels diferents parametres

mesurats.
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Figura IV-11. Mapes MDS on es reflecteixen els canvis de les comunitats bacterianes als estanyols d’en Cisé (C) i el Vilar (V),
obtinguts per la suma dels fragments generats amb Rsal, Hinfl i Alul. Els nimeros de fora el simbol (0) es corresponen amb les
diferents submostres
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La preséncia d’'una capa densa i mineralitzada d'aigua al fons de I'estanyol del Vilar indicava la
seva naturalesa meromictica, i la distribucié en fondaria de la conductivitat a I'estanyol d’en Cis6 mostrava
la seva naturalesa holomictica (Guerrero et al., 1987). La distribucid vertical d'alguns dels parametres
fisicoquimics com son la llum, la temperatura i I'oxigen es mantenia en un rang de valors similar als
previament descrits (Pedros-Alio i Guerrero, 1993), mentre que la concentracié de sulfur d’hidrogen fou
més baixa que la descrita en treballs anteriors (Gasol, 1988; Guerrero i Abella, 1978; Mir, 1997), cosa que
mostra que hi ha hagut variacions als dos estanyols estudiats. Entre aquestes variacions hi trobem els
enfonsaments produits els anys 1982 (Mas, 1982), 1984, 1986 (Garcia-Gil et al., 1985) i 1992 (Garcia-
Cantizano, 1992) i els canvis poblacionals (Massana et al, 1993), com [aparicid d'elevades
concentracions a l'estiu de bacteris fototrofics anoxigénics com Chromatium i d'organismes fototrofics com
Cryptomonas, els quals determinen, respectivament, que el consum i el grau d'oxidacid del sulfur

d’hidrogen siguin molt més elevats (Brugada i Montesinos, 1986; Gasol, 1988).

L'amplificacié per PCR dels gens dels 16S ARNr ens va permetre detectar el domini Bacteria en
totes les mostres i submostres dels dos estanyols, mentre que la deteccio del domini Archaea en ambdds
estanyols depengué de I'epoca de I'any i/o de les fondaries analitzades. Aixi doncs, mentre que el domini
Archaea només es detectava a la part anoxigénica en totes les estacions de I'any a I'estanyol d’en Ciso, al
Vilar es detectava a la part oxigénica (en tota la columna d'aigua a I'hivern i a 0 m a la tardor) i a la part
anoxigenica total o parcial (a la primavera, estiu i tardor). La presencia d'Archaeas a I'estanyol del Vilar, en
les zones aerobia i anaerobia, posava de manifest la possible versatilitat fisiologica d'aquest grup que s'ha
descrit en treballs anteriors (Cytryn et al., 2000; Jungers et al., 1997; Massana et al., 2000; Ovreés et al.,
1997). Els nostres resultats concorden, quant a la presencia o absencia de poblacions d’Archaeas, amb
estudis previs realitzats en aquests sistemes estratificats (Casamayor et al., 2001b). En aquests estudis,
es demostra la preséncia d’Archaeas del tipus metanogens i Thermoplasma en la part anoxigenica de
I'estanyol d’en Cis0 i la preséncia d'una poblacio planctonica del tipus Crenarchaeota a I'estanyol del Vilar.
La poca quantitat de 16S ADNr d'Archaeas obtinguda per PCR podria indicar que hi ha molt pocs
membres d’'aquest domini als estanyols estudiats, encara que no es poden descartar altres efectes

derivats de I'estructura de I'’ADN diana i/o de la seqiiéncia dels encebadors (Martinez-Murcia et al., 1995).

El nombre total de fragments de restriccidé obtinguts a partir dels 16S ADNr bacterians en les
diferents estacions de I'any a l'estanyol d'en Ciso (32,1-34,4) era molt similar i no presentava diferéncies
estadisticament significatives. Més elevat que |'anterior, aquest nombre va ser també molt semblant entre
les diferents estacions de l'any al Vilar (36,8-43,7), perd en aquest cas mostraven diferéncies
estadisticament significatives. Si es compara la mitjana del nombre total de fragments obtinguts al llarg de
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I'any en ambdos estanyols, s'hi troba una diferéncia (33,19 + 3,5 en el d'en Cisé i 39,6 + 4,05 al Vilar)
estadisticament significativa deguda, probablement, al fet que I'origen limnologic i les condicions biotiques i
abiotiques que s'hi estableixen sdn diferents (Gasol et al., 1990; Guerrero et al., 1987; Murray et al., 1996).
Aixi doncs, com ja sha descrit en estudis anteriors (Jorgensen et al., 1982), mentre que el sulfur
d’hidrogen no es detecta en les capes superficials de I'estanyol del Vilar perqué pot ser oxidat a la
interfase d'oxigen-sulfur d'hidrogen, al Cis6 es troba en tota la columna d'aigua durant el periode de
barreja. Ambdds estanyols estan compostos, a més a més, per diferents poblacions bacterianes, tal com
es demostra en treballs anteriors, i son els membres dels grups dels proteobacteris a., B i y les poblacions
dominants a l'estanyol d'en Cisé i el grup Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides i els cianobacteris els
dominants al Vilar (Casamayor et al., 2000, 2002). El nombre total de fragments de restriccio detectats en
fondaria i en les diferents estacions en ambdds estanyols era variable. Malgrat aixo, s'observa en la mostra
d'estiu, a I'estanyol del Vilar, que el nombre de fragments de restriccio incrementava en fondaria i passava
de 31 en la part aerobica de I'estanyol (SuV0-5m) a 41 en la part anaerobica (SuV6-11m), fet no observat
tan clarament en el Cis6. L'obtencid d'un nombre total de fragments de restriccio inferior a la part
superficial de I'estanyol, entre d'altres, podria derivar-se de les diferéncies quant a la concentracio d'oxigen
i sulfur d’hidrogen en ambdues parts de l'estanyol. No obstant aix0, tampoc no podem descartar que hi
hagi migracions verticals d'alguns organismes fototrofics per a evitar la mort, depredacié o ser danyats
com a consequéncia de I'elevada irradiacio solar incident, tal com s’ha descrit préviament en tapissos
microbians (Garcia-Pichel et al., 1994; Krekeler et al., 1998) o en ambients aquatics (Guyoneaud et al.,
2001).

En les estacions de I'any on la distribucio vertical dels parametres fisicoquimics no és constant en
fondaria, les diferéncies intramostra entre els patrons dels 16S ADNr-RFLP bacterians es van observar
majoritariament entre les parts oxigénica i anoxigénica en ambdds estanyols, tal com es descriu en d'altres
llacs estratificats mitjancant I'ls de DGGE (Konopka et al., 1999) i TGGE (Bosshard et al., 2000a-b).
Addicionalment, la deteccié de fragments comuns a totes les fondaries en aquestes estacions de I'any ens
podria indicar que alguns dels ribotips poden estar adaptats a condicions ambientals molt diferents
mitjangant la migracid vertical al llarg de tota la columna d’aigua o I'is de vies metaboliques diferents i/o
alternatives a les utilitzades habitualment (Gasol et al., 1990; Glockner et al., 2000; Guerrero et al., 1987,
Gordon i Gionannoni, 1996; Pedrds-Ali¢ i Guerrero, 1993; Soutourina et al., 2001). Aquest fet podria ser
I'explicacié, a més a més, que tots els pigments analitzats siguin detectats al llarg del perfil vertical de
I'estanyol, encara que a diferents percentatges en funcié de la concentracié d'aquests ribotips en la
fondaria analitzada (Guerrero et al., 1980; Pedros-Alié et al., 1983, 1984). Tal com es podia esperar, i

seguint la distribucio vertical uniforme de la majoria dels parametres fisicoquimics, durant el periode de
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barreja els patrons de restriccio al llarg de tota la columna d'aigua no variaven o ho feien molt poc, cosa
que ens indicaria la presencia només d'uns quants ribotips dominants durant aquest periode. A causa de
I'elevat grau de conservacid dels gens del 16S ARNr, no podem descartar que diferents bacteris tinguin els
mateixos llocs de restriccid i, per tant, presentin els mateixos patrons de restricci6 (Urakawa et al., 1997,
1998). Cal destacar també que els RFLP obtinguts a partir de diferents répliques d'una mateixa submostra
eren identics, tant si aquesta havia estat filtrada com centrifugada. Aquest fet ens permet afirmar, aixi, que
la metodologia utilitzada no afectava el grau de recuperacio dels bacteris dominants en ambdds sistemes |
que, per tant, els resultats obtinguts amb aquesta técnica son fiables independentment del metode de

recuperacio cel-lular utilitzat.

A l'estanyol d'en Cisd, quan comparavem visualment els patrons dels 16S ADNr-RFLP bacterians
obtinguts en les diferents mostres estacionals, veiem que les mostres de la primavera i les dhivern
s'assemblaven entre si. Concretament, els patrons de la mostra d’hivern presentaven un grau de similitud
superior per a les submostres de la part anaerobica de la primavera que per a les submostres de la part
aerobica (figura IV-6). Aquest fet podria ser degut al creixement de noves poblacions heterotrofiques del
domini Bacteria en I'epilimnion del Ciso a la primavera, tal com s'ha descrit anteriorment (Casamayor et al.,
2000). A l'estanyol del Vilar, en canvi, el creixement de noves poblacions fototrofiques oxigéniques i
heterotrofiques en les parts metalimniques i hipolimniques a la primavera determinen que aquesta similitud

sigui gairebé inapreciable (Casamayor et al., 2000).

Els patrons de restriccio es van comparar emprant el coeficient de Jaccard i construint els
dendrogrames i mapes MDS pertinents a partir de les matrius de similitud (figures IV-9 i IV-10). Amb els
tres enzims, els resultats mostraven una distribucio estacional de les mostres. A I'estanyol del Vilar s'ha
confirmat aquesta estacionalitat amb [l'analisi estadistica, ja que les diferéncies obtingudes son
significatives. En el d'en Cisd, en canvi, aquesta distribucié estacional no s'ha posat de manifest. A
diferencia d'altres estudis on es veu que ['estratificacio vertical és el principal factor estructurador (Acinas
et al., 1997; Gasol, 1988), en aquests ecosistemes la fluctuacio estacional és el component principal a
partir del qual es deriva I'estructura de les poblacions, tal com s'ha descrit en tapissos microbians
(MacGregor et al., 2001; Ramirez-Moreno et al., 2002) i a I'estany de Banyoles (Gasol, 1988). A més, cal
destacar també que les mostres dels dos estanyols, una vegada agrupades per estacions de l'any,
mostren una serie de subagrupacions en funcio de la fondaria. Aixi doncs, encara que estacional, podem
veure que la distribucio de les mostres en ambdos estanyols té un cert component fisiologic o de fondaria.
Malgrat aquesta observacio, estadisticament no es pot afirmar, ja que les diferéncies son significatives
només a partir de 7 metres de fondaria. Tal com s'ha descrit, aixo podria ser degut al fet que la variacié en
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fondaria passa a ser un eix d'estructuracio quan el grau d'estabilitat termica als estanyols augmenta
(Gasol, 1988; Avila et al., 1984).

IV.5 Conclusions

Les conclusions principals que s’han extret després de fer un seguiment anual als estanyols d’en
Cis6 i el Vilar son les seglents:

1. Els parametres fisicoquimics presents al llarg de la columna d'aigua en ambdds estanyols estudiats, el
d'en Cisé i el del Vilar, es distribueixen en fondaria de forma similar als descrits en d'altres treballs. No

obstant aix0, la concentracio de sulfur d’hidrogen en ambdos sistemes lacustres és més petita.

2. El protocol utilitzat per extreure ADN ens proporciona el material de partida amb un grau de puresa
suficient per a poder amplificar els gens procariotics dels 16S ARNr per PCR. El domini Bacteria es
detecta en totes les mostres i submostres dels dos estanyols, mentre que la deteccié del domini
Archaea en ambdos estanyols depengué de I'epoca de I'any i/o de la fondaria analitzades. Aixi doncs,
mentre que el domini Archaea només es detecta en la part anoxigenica de I'estanyol d'en Ciso, al Vilar

es detecta en la part oxigénica i en la part anoxigenica (totalment o parcialment).

3. L'analisi dels 16S ADNr-RFLP bacterians obtinguts a partir de les mateixes mostres mitjancant
centrifugacio o filtracio demostra que els patrons sén idéntics, pla qual cosa permet assegurar que la
metodologia emprada en aquest estudi no afecta els resultats obtinguts amb aquesta técnica.

4. La variacio del nombre total de fragments de restriccid obtinguts a partir dels 16S ADNr bacterians en
les diferents estacions de I'any a l'estanyol d'en Cis6 (32,1-34,4) és molt petita i no mostra diferéncies
estadisticament significatives. Al Vilar, en canvi, la diferéncia observada és superior (36,8-43,7) i
estadisticament significativa (p < 0,05). A més, si comparem la mitjana anual del nombre total de
fragments obtinguts en ambdos estanyols (33,19 + 3,5 en el d'en Cis6 i 39,6 + 4,05 al Vilar) s'hi troba

una diferencia estadisticament significativa (p < 0,001).

5. La deteccio de fragments de restriccid especifics en determinades fondaries d'un mateix dia de
mostreig ens indica que algunes poblacions es poden trobar en fondaries concretes, mentre que
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I'observacié de fragments de restriccid presents en totes aquestes fondaries implica una distribucio
homogenia d'altres poblacions al llarg de tot el perfil vertical dels estanyols estudiats.

La comparacié dels 16S ADNr-RFLP bacterians obtinguts a partir de les diferents mostres i
submostres amb els metodes UPGMA i MDS, indica una distribucio estacional de les poblacions
bacterianes presents. En ambdos estanyols, la distribucié estacional és la més acusada. No obstant
aixo, es detecta tambe un cert component estructurador de tipus fisiologic al llarg del periode d'estudi

en funcio de la preséncia o abséncia de llum i oxigen, entre daltres.
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Experiment teoricopractic

V.1 Introduccidé

La PCR ha esdevingut una de les tecniques més emprades pels investigadors en el camp de la
biologia en la darrera decada. En I'ambit de la microbiologia, i concretament en estudis d'ecologia
microbiana, la PCR és actualment una eina basica i imprescindible de treball, ja que moltes de les
tecniques moleculars emprades en aquest tipus d'estudis I'apliquen en alguna de les seves etapes.

L'aplicaci6 de la PCR permet detectar la preséncia de taxons especifics mitjancant I'amplificacié
d'un determinat fragment d’un gen, i n'és un exemple I'is de llocs conservats dintre del 16S ADNr on
s'uneixen els encebadors per a amplificar els gens ribosomals. L'amplificacio per PCR dels gens
ribosomals dels 16S ARNr i la subsegtient digestio amb enzims de restriccié d'alta freqiiencia de tall
(RFLP) permeten analitzar poblacions bacterianes complexes i, a més a més, detectar variacions en els
seus patrons de restriccid quan es donen canvis en l'estructura de l'ecosistema estudiat. Com a
consequencia, l'analisi dels RFLP ha demostrat ser de gran utilitat i importancia en estudis d'ecologia
microbiana on s'analitzen variacions espaciotemporals de les poblacions microbianes (Martinez-Murcia et
al., 1995, Ramirez-Moreno et al., 2002; Smit et al., 1997; Wood et al., 1998; Acinas et al., 1997).

El rendiment de la PCR, pero, tal com s'ha descrit en la introduccio general (capitol 1), esta limitat
per molts factors. Entre aquests trobem I'amplificacio preferent de les seqiiencies més abundants, la
formacio de productes quimerics, el nombre d'operons dels gens que shan d'analitzar, el tamany del
genoma, la baixa eficiéncia d'amplificacié deguda a I'alt contingut de GC de I'ADN diana, la temperatura
d'uni6 dels encebadors, I'homologia dels encebadors amb la seqiiéncia diana, el nombre de cicles de la
PCR, l'accessibilitat de la zona que s’ha d'amplificar, I'heterogeneitat dels operons dintre d'una mateixa
espécie o entre espécies diferents, etc. (Chandler et al., 1997a; Chang et al., 2000; Farrelly et al., 1995;
Hansen et al., 1998; Innis i Gelfand, 1990; Ishii i Fukui 2001; Kidd i Ruano, 1995; Reysenbach et al., 1992;
Schmalenberger et al., 2001; Suzuki et al., 1996; Wilson, 1997; Wintzingerode et al., 1997). Aixi doncs, i
com que la quantitat de producte obtingut per PCR depén de tots els factors esmentats anteriorment, és
possible que es desestimin o se sobrevalorin determinades especies bacterianes presents en una mescla

complexa.
En aquest estudi, s’ha desenvolupat una aproximacio teoricopractica per a esbrinar com la

preséncia de mal aparellament entre els encebadors i les seqiiencies diana d'aquests i el diferent nombre

d'operons d’ADNr influencien els patrons de restriccié dels gens que codifiquen pels 16S ARNr en
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poblacions microbianes mixtes. Amb aquest proposit, es van seleccionar i combinar quatre soques
bacterianes a diferents proporcions, de les quals es coneixien el nombre d'operons dels gens dels 16S
ARNr i el grau d'homologia entre els encebadors i les seves seqtiencies diana. Les quatre soques tipus
emprades van ser Escherichia coli K-12 (set operons d’ADNr i un 100% d’homologia per a ambdds
encebadors), Salmonella typhimurium LT2 (set operons d’ADNr i un 100% d’homologia per a ambdds
encebadors), Bacillus cereus ATCC 10876 (dotze operons d’ADNr i un 100% d’homologia per a ambdds

),
encebadors) i Rhodobacter sphaeroides 2.4.1. (tres operons d’ADNr i un 84,2% d’homologia per a ambdds
encebadors).

V.2 Objectius

Els objectius que ens vam marcar amb l'analisi teorica i molecular de les diferents mescles
bacterianes, constituides per combinacions de les quatre soques esmentades anteriorment, foren els

seguents:

1. Determinar si els patrons teorics, obtinguts per prediccid a partir de les bases de dades, es

corresponen amb els patrons experimentals per analisi dels 16S ADNr-RFLP.

2. Analitzar teoricament com el nombre de cicles de la PCR, el nombre de copies dels operons de 'ADNr
per cél-lula, el nombre inicial de cel-lules, entre d'altres, afecten la quantitat de producte obtingut per
PCR en mescles de bacteris i, per tant, 'analisi final dels 16S ADNr-RFLP.

3. Estudiar I'efecte produit sobre els patrons de restriccid dels gens que codifiquen pels 16S ARNr en
poblacions bacterianes mixtes per la presencia de mals aparellaments entre els encebadors i les seves

sequencies diana i el diferent nombre d’operons d’ADNT.

4. Determinar els limits inferiors de deteccid dels diferents bacteris per analisi dels 16S ADNr-RFLP.
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V.3 Resultats

V.3.1 Analisi teorica

La PCR consta basicament de tres etapes: la desnaturalitzacio térmica de 'ADN diana, la uni6
d'encebadors sintetics a 'ADN diana i I'extensio dels encebadors units amb I'enzim ADN polimerasa.
Aquestes tres etapes es repeteixen un nombre determinat de vegades, i la quantitat de producte es duplica

en cadascuna de les repeticions. El factor d'amplificacié (Fe) és determinat per I'equacio:

Fe=n(l + EQ

on n és la quantitat inicial d’ADN diana, E és I'eficiencia d’amplificacio i x el nombre de cicles de la PCR
(Dennis Lo, 1998). Si considerem que l'eficiencia d’extraccio de I'ADN d'una poblacio bacteriana és del
100%, en I'amplificacio per PCR d'un locus senzill n sera igual al nombre de cél-lules que s’han utilitzat per
a obtenir 'ADN diana. A més a més, si suposem que I'eficiencia d’amplificacio també és del 100% (E=1), el

factor d'amplificacié sera determinat per la segiient equacio:

Fe = n2x

on n és la quantitat inicial d’ADN diana o, el que és igual, el nombre inicial de cel-lules. Emprant la segona
equacio, i si s'amplifiquen dues poblacions bacterianes diferents per un determinat locus i es parteix d'un
nombre identic de cel-lules per a cadascuna d'aquestes poblacions, les variacions finals del factor
d'amplificacio es poden atribuir a variacions en el nombre de copies per cél-lula del locus amplificat. Aixi
doncs, I'analisi de mescles de poblacions bacterianes que tenen diferent nombre d’operons per 'ADNr pot

reflectir variacions degudes a la quantitat inicial d’ADN diana.

D'altra banda, l'alta sensibilitat de la PCR determina que petites variacions entre les sequencies
diana de poblacions bacterianes diferents donin com a resultat eficiencies d'amplificacié (E) molt dispars
(Raeymaekers, 1998) i, per tant, quantitats de producte diferents. No obstant aixo, no podem descartar que
I'eficiencia d’amplificacié de la PCR, a més a més, sigui influenciada per d'altres factors com son les
condicions i el material utilitzat en la PCR. Per exemple, una seqléncia d’/ADN diana amplificada sota
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condicions on la E és igual a 1 (en cada cicle Fe és igual a 2, el maxim valor teoric possible) generara,
després de 35 cicles, una quantitat de producte 6,1 vegades més gran que en altres condicions on la E
sigui 0,9 (Fe igual a 1,9), i 40,2 vegades més gran que en altres condicions on la E sigui 0,8 (Fe igual a
1,8). Aixi doncs, veiem que el grau de complementarietat entre els encebadors i 'ADN diana €s un
parametre critic que influencia I'eficiencia quan s’amplifica per un locus homoleg de poblacions bacterianes
diferents (Ishii i Fukui, 2001). En realitat, encara que les reaccions de PCR toleren un grau elevat de mal
aparellament, com mes gran és aquest, menor és ['eficiencia d'amplificacié (Dennis Lo, 1998). Per aquest
motiu, I'is d'encebadors heterolegs, originariament dissenyats a partir d’'una seqtiéncia i per amplificar
seqiencies relacionades, pot ser una font d'error a causa de la preséncia de mal aparellament a les
regions on s’han d'unir els encebadors (Kidd i Ruano, 1995). A més, quan la temperatura d'uni dels
encebadors es troba per sobre de la Tq, temperatura a la qual la meitat dels encebadors estan units a la
seqliencia diana i calculada a partir de I'equacio que es descriu a continuacid, provoca una davallada de

I'eficiencia de la PCR:

Ta=4(G+C)+2A+T)

on A, C, GiT son el numero d'aquestes bases en els encebadors (Kidd i Ruano, 1995).

V.3.1.1 Estimacions tedriques

En la taula V-1 es mostren els factors d’amplificacio esperats teoricament si s'amplifica un
fragment dels gens dels 16S ARNr de poblacions bacterianes diferents amb un nombre diferent d’operons
durant 35 cicles de PCR, sempre que partim del mateix nombre de cel-lules de cadascuna de les

poblacions.

En aquest estudi, els encebadors sén complementaris a 'ADNr en un 100% en tots els casos
llevat de I'encebador revers quan s'uneix als operons d’ADNr de R. sphaeroides 2.4.1. En aquest darrer
cas, nomes setze dels dinou nuclecdtids de I'encebador s6n complementaris, cosa que déna com a resultat
una baixada de la Tq de 54 a 44 °C. S'ha considerat la maxima eficiencia de E (E=1) quan la Tq de
I'encebador unit sigui de 54 °C. Per als encebadors que no presenten un 100% d’homologia, E és igual a
Ta / 54. Aixi doncs, en el cas de R. sphaeroides 2.4.1 el mal aparellament de I'encebador revers produeix
una disminucio de I'eficiencia de la PCR d'1 a 0,81.
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Soca Nombre de Nombre inicial Copies d’operons n2x
cicles de PCR de cél-lules d’ADNr per cél-lula
A 35 1 1 3,44 x 1010
B 35 1 3 10,30 x 1010
C 35 1 7 24,05 x 100
D 35 1 12 41,23 x 10%0

Taula V-1. Nombre teodric de copies d'/ADNr de poblacions bacterianes diferents, i amb
diferent nombre d’operons d’ADNr per cél-lula, realitzant 35 cicles de PCR i partint del mateix

nombre inicial de céllules. n, nombre inicial de cél-lules; x, nombre de cicles de PCR

La taula V-2 mostra els factors d’amplificacio teorics esperats quan s'amplifica a partir del mateix
nombre de cel-lules, i sota les condicions descrites anteriorment, el loci dels gens dels 16S ARNr de les

quatre soques seleccionades per realitzar I'estudi.

Soca Nombre de Copies d'operons  Eficiéncia Fe n FeX Ratio vs.
ciclesde PCR d’ADNr per cél-lula  de laPCR per cél-lula E. coli

R. sphaeroides 2.4.1 35 3 0,81 1,81 3,0x10° 0,01

E. coli K-12 35 7 1 2 2,4x 101 1

S. typhimurium LT2 35 7 1 2 24 x 101 1

B. cereus ATCC 10876 35 12 1 2 4,1 x 101 1,72

Taula V-2. Factors d'amplificacié tedrics de les diferents soques utilitzades en I'estudi. n, copies dels operons d’ADNT. X,

nombre de cicles de PCR

Els resultats que es mostren en la taula V-2, per a R. sphaeroides 2.4.1, indiquen que el mal
aparellament de l'encebador revers i el nombre baix d'operons d’ADNr determinen que el seu factor
d’amplificacio respecte del d’E. coli K-12 sigui molt més baix, essent la proporcié de només 0,01. Per tant,
en I'amplificacié d’ADNr que prové d’'una mescla on hi ha R. sphaeroides 2.4.1 i E. coli K-12, 'ADNr d’E.
coli K-12 sera amplificat preferentment amb una proporcié 99/1. En canvi, si comparem sogues amb un
nombre identic d'operons i amb un 100% d’homologia per als dos encebadors, com és el cas de les
mescles fetes amb S. typhimurium LT2 i E. coli K-12, el factor d’amplificacio €s igual per a ambdues
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soques, i amplifica la mateixa quantitat d’/ADNr a partir de cadascuna de les soques sempre que les
quantitats inicials d’ADN motlle no siguin diferents. Finalment, B. cereus ATCC 10876, tot i tenir un 100%
d’homologia per a ambdds encebadors, el factor d’amplificacio és 1,7 vegades superior al d’E. coli K-12 a

causa del nombre més alt d'operons que presenta.

V.3.1.2 16S ADNr-RFLP

La taula V-3 mostra el tamany dels fragments de restriccié esperats a nivell teoric, en base a
I'analisi de les sequiéncies disponibles en la base de dades del NCBI, quan els ADNr obtinguts per la PCR
es digereixen amb els enzims de restriccid Alul i Hinfl. Els patrons de restriccio predits a nivell teoric per

cadascuna de les soques tipus i les diferents mescles bacterianes es mostren en la figura V-1.

Tamany tedric dels RFLP

Soca Alul Hinfl

R. sphaeroides 2.4.1 755, 259, 222, 200 929, 309, 173, 25

E. coli K-12 374, 361, 211, 207, 86, 79, 75, 68, 42 656, 329, 317, 137, 36, 15, 13
S. typhimurium LT2 572, 374, 207, 165, 75, 68, 42 656, 332, 317, 137, 33, 15, 13
B. cereus ATCC 10876 598, 224, 186, 174, 172, 75, 58, 21 976, 341, 166, 25

Taula V-3. Tamany teoric dels fragments de restriccio de les diferents soques tipus utilitzades en I'estudi

V.3.2 Analisi experimental

Per a comprovar si els patrons de restriccié predits a partir de les bases de dades es corresponien
amb els obtinguts experimentalment, les quatre soques tipus d'origen bacteria descrites en l'apartat 11.1.1
(taula 11-1) es van fer créixer a les condicions indicades (apartat 11.1.2). Una vegada calculada la
concentracio cellular de les soques, tal com es detalla en l'apartat 11.3.5.2.2, les suspensions cel-lulars es
van diluir amb PBS 1X fins a 1,55 X 108 cél-lules per ml i es van fer mescles bacterianes a les proporcions
indicades en l'annex 6. A més, i a partir de cadascuna de les soques tipus a 1,55 X 108 cél-lules per ml, es
va fer una mescla al 25% (50 ul de cadascuna de les soques tipus) i una on hi havia la mateixa quantitat
d'operons de cadascuna de les soques (40 ul d'E. coli K-12, 40 ul de S. typhimurium LT2, 93,4 ul de R.
sphaeroides 2.4.1i 23,4 ul de B. cereus ATCC 10876).
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Figura V-1. Patrons tedrics dels 16S ADNr-RFLP de R. sphaeroides 2.4.1 (R), E. coli K-12 (E), S. typhimurium LT2 (S), B.
cereus ATCC 10876 (B) i de mescles d'aguestes quatre soques després de digerir amb Hinfl (carrils 2-7) i Alul (carrils 9-14).
Marcador de pes molecular 1 kb plus DNA ladder (MW) (Invitrogen). Carrils: 118, MW; 219, R; 3110, E; 4111, S;5i12, B;
6 i 13, mescles de R+E+S+B al 25% per a cadascuna de les soques; 7 i 14, mescles de R+E+S+B amb idéntic nombre

inicial d'operons per a cadascuna de les soques

V.3.2.1 16S ADNr-RFLP de cultius bacterians purs

Experimentalment, es va demostrar que els 16S ADNr-RFLP obtinguts a partir de cadascuna de
les soques tipus utilitzades en l'estudi (figures V-2, V-3, V-4 i V-5) coincidien amb els patrons de restriccio

esperats teoricament (figura V-1).
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V.3.2.2 16S ADNr-RFLP de mescles bacterianes

En I'amplificacié per PCR dels ADNr de les mescles d’E. coli K-12 i R. sphaeroides 2.4.1, descrites
en l'annex 6, I'analisi posterior dels RFLP va permetre detectar el patr6 de restriccié d’E. coli K-12 quan
aquest bacteri només representava un 2% del total de la mescla. En canvi, el patré corresponent a R.
sphaeroides 2.4.1 no es detectava fins que aquest bacteri representava almenys el 70% (figura V-2). Es
van obtenir resultats idéntics quan es va analitzar la mescla de S. typhimurium LT2 i R. sphaeroides 2.4.1.
Aixi doncs, S. typhimurium LT2 era majoritari quan representava el 2% del total de la mescla, mentre que
R. sphaeroides 2.4.1 no es detectava fins que era almenys del 70%. D'altra banda, quan R. sphaeroides
2.4.1 es mesclava amb B. cereus ATCC 10876, el primer no es detectava fins que era del 90% del total de
la mescla i el segon semblava que era majoritari quan era tan sols el 2% del total (figura V-2). Si la mescla
estava constituida per B. cereus ATCC 10876 i S. typhimurium LT2 o B. cereus ATCC 10876 i E. coli K-12
(figura V-3), en ambdos casos els bacteris podien ser detectats a partir de ser el 2% del total de la mescla.
Finalment, i en la mescla d’E. coli K-12 i S. typhimurium LT2, el primer es comengava a detectar a partir de
ser el 5% del total de la mescla, mentre que S. typhimurium LT2 havia de ser almenys el 30% d’aquesta
(figura V-4).

L'analisi de les mescles fetes al 25% i amb el mateix nombre inicial d'operons per cadascun dels
quatre bacteris objecte d'estudi ens va aportar els resultats que es mostren en la figura V-5A. R.
sphaeroides 2.4.1 no es detectava amb cap dels dos enzims utilitzats, ja que no obteniem cap fragment
especific per a aquest bacteri (fragment de 309 pb amb Hinfl o fragments de 755, 259, 200 pb amb Alul).
D’altra banda, la presencia de fragments especifics, de 976 i 166 i de 598 i 172 pb per digestié amb Hinfl i
Alul, respectivament, era indicatiu de la preséncia de B. cereus ATCC 10876. En canvi, la preséncia de S.
typhimurium LT2 o d’E. coli K-12 en la mescla només es va poder discriminar quan es va utilitzar I'enzim
Alul, ja que amb l'altre enzim, Hinfl, els dos enterobacteris tenien els patrons de restriccio identics (figura
V-5B). Aixi doncs, la preséncia d'un fragment de 361 pb i de dos fragments de 572 i 165 pb en digerir amb

I'enzim Alul permetia discriminar la preséncia d'E. coli K-12 i S. typhimurium LT2, respectivament.

Els limits inferiors de deteccié o la preséncia de fragments especifics en les diferents mescles
analitzades corresponents als diferents bacteris es mostren a la taula V-4.
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Figura V-2. Patrons experimentals dels 16S ADNr-RFLP de les mescles d’E. coli K -12 (E), R. sphaeroides 2.4.1 (R) i de B. cereus ATCC
10876 (B) després de digerir amb Hinfl. Marcador de pes molecular 1 kb plus DNA ladder (MW) (Invitrogen). Carrils: 1, control negatiu de Iz
digestio; 21 12 i 22, MW; 3, 100% E + 0% R; 4, 50% E + 50% R; 5, 30% E + 70% R; 6, 10% E + 90% R; 7, 7% E + 93% R; 8, 5% E + 95%
R;9,3%E +97%R; 10, 2% E + 98% R; 11, 0% R + 100% R; 13, 100% R + 0% B; 14, 98% R + 2% B; 15, 97% R + 3% B; 16, 95% R + 5%
B; 17, 93% R + 7% B; 18, 90% R + 10% B; 19, 70% R + 30% B; 20, 50% R + 50% B; 21, 0% R + 100% B. Les fletxes senyalen el limil

inferior de deteccio dels diferents bacteris en les diferents mescles
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Figura V-3. Patrons experimentals dels 16S ADNr-RFLP de les mescles d’E. coli K -12 (E) i B. cereus ATCC 10876 (B) després de digerir
amb Hinfl. Marcador de pes molecular 1 kb plus DNA ladder (MW) (Invitrogen). Carrils: 1, control negatiu de la digestio; 2 i 17, MW; 3, 100%
E+0%B;4,98%E+2%B;5, 97%E + 3% B; 6, 95% E + 5% B; 7, 93% E + 7% B; 8, 90% E + 10% B; 9, 70% E + 30% B; 10, 50% E +
50% B; 11, 30% E + 70% B; 12, 10% E + 90% B; 13, 7% E + 93% B; 14, 5% E + 95% B; 15, 2% E + 98% B; 16, 0% E + 100% B. Les fletxes

senyalen el limit inferior de deteccio dels diferents bacteris en les diferents mescles
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Figura V-4. Patrons experimentals dels 16S ADNr-RFLP de les mescles de S. typhimurium (S) i d’E. coli K -12 (E) després de digerir amb
Alul. Marcador de pes molecular 1 kb plus DNA ladder (MW) (Invitrogen). Carrils: 1, MW; 2, 100% S + 0% E; 3, 98% S + 2% E; 4, 97% S
+3%E;5 95%S+5%E; 6,93%S+7%E; 7,90% S + 10%E; 8, 70% S + 30% E; 9, 50% S + 50% E; 10, 30% S + 70% E; 11, 10% S +
90% E; 12, 7% S + 93% E; 13,5% S + 95% E; 14, 3% S + 97% E; 15, 2% S + 98% E; 16, 0% S + 100% E. Les fletxes senyalen el limit
inferior de detecci6 dels diferents bacteris
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Figura V-5. Patrons experimentals dels 16S ADNr-RFLP de les mescles de R. sphaeroides 2.4.1 (R), E. coli K-12 (E), S. typhimurium LT2
(S) i B. cereus ATCC 10876 (B) després de digerir: A) Hinfl (carrils 2 i 3) i Alul (carrils 4 i 5) i B) Hinfl (carrils 3 i 4). Marcador de pes
molecular 1 kb plus DNA ladder (MW) (Invitrogen). Carrils: A) 1 i 6, MW; 2 i 4, mescles de R+E+S+B al 25% per a cadascuna de les
soques; 3 i 5, mescles de R+E+S+B amb el mateix nombre inicial d'operons per a cadascuna de les soques. B) 1, control negatiu; 2 i 5,
MW; 3,E; 4,S
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Mescla Limit de detecci6 (%)
E.coliK12 R.sphaeroides2.4.1  B. cereus ATCC 10876 S. thyphimurium LT2

ER 2,++ 70, +

E/B 2,+ - 2,+

R/B - 90, + 2, ++

SIE 5, + - - 30, +
SIR - 70, ++ - 2, ++
S/B - - 2, ++ 2, ++
SIR/BIE (25%) ?a Db NDab Dab 72 Db
SIR/BIE (igual

nombre d'operons) 72 Db NDab Dab 72 Db

Taula V-4. Limit inferior de deteccié de R. sphaeroides 2.4.1 (R), E. coli K-12 (E), S. typhimurium LT2 (S), B.
cereus ATCC 10876 (B) en les diferents mescles. D, detectat; ND, no detectats; ?, no distingible entre fragments
dE i S; ++, producte intens (no disminueix la intensitat del producte de la PCR en disminuir la proporci6 del
bacteri dintre de la mescla) +, disminueix la intensitat del producte de la PCR en disminuir la proporcié del

bacteri dintre de la mescla; &, digestié amb Hinfl; b, digestié amb Alul

V.4 Discussio

L'aplicacio de tecniques moleculars en ecologia microbiana, principalment durant la darrera
década, ha proporcionat informacio no cultivodependent de l'estructura de comunitats bacterianes.
L'analisi dels RFLP obtinguts a partir d’/ADN genomic amplificat per PCR ha demostrat ser util per a
estudiar dinamiques poblacionals en diferents ambients naturals, sobretot en canvis poblacionals derivats
de canvis en els seus factors biotics i abiotics (Martinez-Murcia et al., 1995; Smit et al., 1997). A pesar de
no tenir informacid sobre la identitat dels bacteris i que no ens proporciona informacié quantitativa,
I'aplicacio d'aquesta técnica ens permet detectar canvis espaciotemporals (Acinas et al., 1997). No obstant
aixo, com passa en moltes altres técniques, I'analisi dels RFLP pot estar influenciada per molts factors,

entre els quals alguns de relacionats amb la mateixa PCR.
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Els resultats obtinguts per analisi dels RFLP dels 16S ADNr depenen absolutament de I'etapa
d'amplificacié de la PCR, la qual a la vegada depén totalment de la quantitat d’ADN diana i de molts altres
factors esmentats en la introducci6 d'aquest capitol. Aixi doncs, qualsevol variaci en algun dels factors
esmentats anteriorment provocara canvis en els RFLP. En aquest estudi s’ha estimat tedricament i
practicament la influencia de dos factors, el nombre de copies dels gens i 'homologia entre els encebadors
i la seva seqiencia diana, en els 16S ADNr-RFLP de poblacions bacterianes mixtes, incloent-hi les
mescles a diferents proporcions dels bacteris E. coli K-12, S. typhimurium LT2, R. sphaeroides 2.4.1 i B.

cereus ATCC 10876 descrites en 'annex 6.

Els resultats teorics ens van permetre estimar les diferéncies entre les eficiencies de la PCR dels
16S ADNr-RFLP dels quatre bacteris inclosos en I'estudi depenent del nombre de copies dels gens i
I'homologia que presentaven amb els encebadors. Els resultats mostraven que l'eficiencia de la PCR
estava molt influenciada per ambdos factors. Aixi doncs, s'esperaven eficiencies més grans per a B.
cereus ATCC 10876, resultats similars per a E. coli K-12 i S. typhimurium LT2 i més baixes per a R.
sphaeroides 2.4.1. Un cop analitzades les mescles experimentalment, els resultats demostraven que R.
sphaeroides 2.4.1 era detectat com a poblacié minoritaria fins i tot quan aquest representava un 98% del
total de la mescla, probablement, pel seu baix nombre d'operons (3) i per la baixa homologia dels
encebadors per a 'ADN diana. En canvi, el nombre més alt d’'operons de B. cereus ATCC 10876 feia que
es detectés preferentment quan es mesclava amb qualsevol dels altres bacteris inclosos en I'estudi, la qual
cosa demostra la importancia critica del nombre d'operons per poder detectar qualsevol bacteri. Finalment,
I'analisi de la mescla dels dos enterobacteris, E. coli K-12 i S. typhimurium LT2, demostrava que I'eficiencia
de la PCR era diferent per a ambdos bacteris, tot i que els dos enterobacteris tenen el mateix nombre
d'operons i que I'homologia dels encebadors per a 'ADN diana era del 100%. Com s'ha descrit per
polimorfisme de conformacio de 'ADNcs (SSCP), les amplificacions amb encebadors universals poden
generar més d'un producte de PCR quan s'amplifica ADN de soques bacterianes que presenten
heterogeneitats entre els diferents operons (Schmalenberger et al., 2001). Quan aquesta heterogeneitat
afecta als llocs d'unio dels encebadors, la presencia de mals aparellaments pot reduir la quantitat de
producte de PCR i, per tant, la seva detecci6. Com que els encebadors estan dissenyats a partir de les
seqiencies d’E. coli, no es poden descartar lleugeres desviacions quant a quantitat de producte a favor
d’E. coli K-12 a causa del mal aparellament dels encebadors en alguns dels set operons de S. typhimurium
LT2. Aquest fet explicaria que en la mescla d'E. coli K-12 i S. typhimurium LT2 el primer es detecti quan
nomeés representa un 5% i el segon quan és del 30%. També, cal destacar que 'ADN genomic d'algunes
especies bacterianes presenta segments fora de la regi6 d'unié dels encebadors que afecten els primers
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passos de la PCR, com son l'accessibilitat dels encebadors per les seves sequéncies diana i I'el-longacio
(Hansen et al., 1998).

D'altra banda, els resultats obtinguts quan es mesclaven els quatre bacteris, al 25% de cadascun,
mostraven el baix poder discriminatori de la técnica per a diferenciar seqiencies de bacteris molt
relacionats. Per exemple, S. typhimurim LT2 i E. coli K-12, dos enterobacteris molt propers
filogeneticament, presentaven seqtiencies molt similars i, per tant, RFLP similars. Per aquesta rao, cal
assumir que la diversitat microbiana de bacteris molt relacionats filogenéticament és molt dificil de detectar
amb aquest tipus d'analisi, sobretot si s'empra un sol enzim de restriccio. Aquesta limitacio obliga a obtenir
els RFLP amb dos o més enzims de restriccio per a augmentar el poder discriminatori de bacteris
relacionats filogeneticament i, per tant, obtenir fragments especifics per a cadascun d'ells (Urakawa et al.,
1997, 1998). A més a més, es poden infravalorar els bacteris que presenten un nombre més baix
d'operons i un mal aparellament dels encebadors més alt. Un exemple: R. sphaeroides 2.4.1, amb un
nombre més baix d'operons, només es detectava si constituia el 70% de les mescles de dos bacteris, la
qual cosa explicaria per qué no es detectava en les mescles al 25% de cadascuna de les quatre soques
bacterianes objecte d'estudi. A més, R. sphaeroides 2.4.1 no fou detectat en les mescles on hi havia el
mateix nombre inicial d'operons per a cadascun dels quatre bacteris. Aquest fet demostrava la gran
importancia que té el grau d'homologia entre els encebadors emprats en la PCR i les seves sequéncies
diana per a obtenir una quantitat suficient de producte amplificat que ens permeti detectar determinades

poblacions en mescles bacterianes complexes.

Els resultats obtinguts durant la realitzacio d’'aquest estudi han demostrat clarament que l'analisi
dels RFLP dels gens dels 16S ARNr, previament amplificats per PCR i digerits amb enzims de restriccio,
esta altament influenciada pel nombre d’operons d’ADNr i el mal aparellament entre els encebadors i les
seves sequeéncies diana. Aixi doncs, en els estudis d’ecologia microbiana on s’aplica aquesta tecnica cal
tenir ben present que les comunitats microbianes en els ambients naturals estan formades per una gran
diversitat de taxons, els quals tenen diferent nombre de gens en el seu genoma i diferent grau de
divergencia amb els encebadors universals emprats. Aquest fet determina que l'analisi dels resultats
obtinguts i la seva interpretacid siguin molt complexes. Per exemple, si les comunitats microbianes dels
ambients naturals estan molt relacionades entre si filogenéticament aquestes presenten homologies més
grans en les seves sequéncies i, per tant, més baixa probabilitat de mal aparellament amb els encebadors
emprats (Ishi i Fukui, 2001). A més, en el treball recent de Schmalenberger i col-laboradors (2001) es
demostra que les heterogeneitats intraespécie dels operons poden contribuir significativament a obtenir
perfils genétics complexos, la qual cosa indica que I'is d'encebadors universals no és mai del 100%
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d’homologia en I'ambit de domini. D’altra banda, s’ha demostrat que els bacteris que primer creixen en un
ecosistema son aquells que presenten un nombre més alt d'operons d’ADNr, essent aquesta estratégia
ecologica un factor determinant de I'estructura genética obtinguda (Klappenbach et al., 2000). Aixi doncs,
un nombre alt d'operons d’ADNr permet una eficiencia de detecciéo més gran, i un grau d’homologia més
baix entre els encebadors i les seves seqiencies diana implica una disminucié d’'aquesta. Totes aquestes
observacions no impliquen una manca d'utilitat dels 16S ADNr-RFLP, pero si que reforcen la idea de la
necessitat d'utilitzar altres técniques combinades amb les moleculars per aconseguir minimitzar els errors

o limitacions de les tecniques per separat.

V.5 Conclusions

Les conclusions principals que s’han extret de I'estudi teoricopractic realitzat son les segiients:

1. A partir de formules descrites anteriorment, I'estimacid teorica duta a terme ens determina que el factor
d'amplificacié de la PCR i, per tant, la detecci6 dels 16S ADNr-RFLP dels quatre bacteris emprats
depén del nombre de copies dels gens dels 16S ARNr i del grau d’homologia entre els encebadors |
les seves sequiencies diana, localitzades en les regions conservades d'aquests gens. Els factors
d'amplificacié teorics més grans s'obtenen per a B. cereus ATCC 10876 (dotze operons i un 100%
d’homologia per a ambdds encebadors), les més petites per a R. sphaeroides 2.4.1 (tres operons i un
84,2% d’homologia per a ambdds encebadors), i les intermédies i similars s'obtenen per a E. coli K-12
(set operons i un 100% d’homologia per a ambdos encebadors) i S. typhimurium LT2 (set operons i un
100% d’homologia per a ambdds encebadors).

2. Un cop analitzats experimentalment els 16S ADNr-RFLP de les soques bacterianes emprades durant
I'estudi, els resultats obtinguts corroboren les prediccions dutes a terme en I'ambit teoric.

3. El percentatge minim de cadascun dels bacteris presents en les mescles indicades o limit inferior de
deteccio per analisi dels RFLP sén: mescla d’E. coli K-12 i R. sphaeroides 2.4.1., 2% i 70%; mescla
d’E. coli K-12 i B. cereus ATCC 10876, 2% per a ambdds; mescla de R. sphaeroides 2.4.1. i B. cereus
ATCC 10876, 90% i 2%; mescla de S. typhimurium LT2 i E. coli K-12, 30% i 5%; mescla de S.
typhimurium LT2 i R. sphaeroides 2.4.1., 2% i 70%; mescla de S. typhimurium LT2 i B. cereus ATCC
10876, 2% per a ambdos.
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Igual que la prediccié teorica, els resultats experimentals demostren que els RFLP dels gens dels 16S
ARNr amplificats per PCR estan altament influenciats pel nombre d'operons d’ADNr i pel mal
aparellament entre els encebadors i les seves seqiencies diana, i ambdds factors contribueixen
significativament a I'nora d'obtenir els perfils genétics de les soques bacterianes analitzades. Un
nombre alt d’operons d’ADNr permet una eficiencia de deteccio molt gran, i un grau d’homologia
menor entre els encebadors i les seves seqliéncies diana implica una disminucid d'aquesta. Aixi
doncs, els bacteris que presenten un nombre més baix d’operons i un major mal aparellament dels

encebadors poden estar infravalorats.

Els resultats experimentals obtinguts quan s'analitzen les diferents mescles bacterianes mostren el
baix poder discriminatori de la técnica a I'nora de diferenciar bacteris molt relacionats filogenéticament.
Per aquesta ra0, cal emprar dos 0 més enzims de restricci6 per obtenir RFLP especifics i

discriminatoris.
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Llac Gran d"Estanya

VI.1 Introduccié

El llac Gran d’Estanya, situat a la provincia d'Osca, €s un llac monomictic caracteritzat per
presentar un periode de barreja vertical durant la primavera-hivern i un periode d’estratificacio la resta de
lany (Avila et al., 1984). Durant el periode d'estratificacio, les variacions de temperatura existents entre la
part superficial del llac i la part més profunda fan que es puguin distingir dues zones al llarg de tot el perfil,
I'epilimnion i 'hipolimnion, les quals estan separades per una termoclina (Gaju, 1987; Mir, 1997). Igual que
altres llacs carstics estudiats a la regié mediterrania de la peninsula Ibérica, el llac Gran d'Estanya es
caracteritza per tenir masses molt denses de poblacions de bacteris fototrofics anoxigénics del sofre en el
periode d'estratificacio de les quals s'ha descrit la seva ecologia i fisiologia (Esteve et al., 1983; Gaju,
1987; Garcia-Cantizano, 1992; Guerrero et al., 1987; Montesinos et al., 1983).

En el periode d'estratificacio, el llac Gran d'Estanya presenta habitualment les estratificacions
termica i quimica a la mateixa fondaria, entre 10 i 13 m (Gaju, 1987; Mir, 1997). La temperatura i la
conductivitat mitjanes de I'epilimnion varien entre 14-17,5 °C i 1,7-2 mS cm-1, respectivament, mentre que
a I'hipolimnion la temperatura decreix fins a 7,5-8,5 °C i la conductivitat fins a 1,45-1,55 mS c¢cml. La
concentracio d'oxigen disminueix en fondaria i es troba normalment entre 5-11 mg I a I'epilimnion i inferior
a 5 mg I a l'hipolimnion (Gaju, 1987). Normalment anoxic, a l'hipolimnion es detecta la maxima
concentracio de sulfur d'hidrogen, la qual pot arribar a concentracions de 0,3-0,6 mM. El pH, en canvi, es
manté entre 7-8,5 en tota la columna d'aigua (Mir, 1997).

En aquest periode, les maximes concentracions de Chl a i de Bchl a es detecten entre 10 13 m,
on la intensitat de llum és d'1-10% respecte del total que arriba a la superficie del llac. No obstant aixo, la
concentracié de Bchl a, derivada majoritariament de la preséncia en massa de les poblacions de bacteris
fototrofics anoxigenics rojos del sofre, és de 20-30 vegades superior a la de Chl a (Mir, 1997). L'alt grau de
desenvolupament d’aquestes poblacions és determinat per les condicions de creixement optimes que s’hi
donen en aquest periode, la qual cosa afavoreix el creixement rapid d'aquest tipus de bacteris,
concentracio dels quals és d’aproximadament 105-106 cél-lules per mil-lilitre (Gaju et al., 1992; Garcia-
Cantizano, 1992). EI nombre de bacteris sulfatoreductors és molt petit en tota la columna d'aigua i

augmenta lleugerament en fondaria a mesura que ens anem aproximant al sediment (Mir, 1997).
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Durant el periode de barreja, el llac Gran d'Estanya presenta homogeneitat al llarg de tot el perfil
vertical. Els valors de temperatura, conductivitat i pH sén de 5-6 °C, 1,5 mS cm i 7-7,5, respectivament.
La concentracié d'oxigen en fondaria sol ser inferior a 10 mg I* just abans de la barreja i superior a
10 mg I! la resta del periode. L'absencia de sulfur d'hidrogen, en canvi, no afavoreix el creixement de les

poblacions fototrofiques anoxigeniques i, en consequéncia, la deteccio de Bchl a (Gaju, 1987).

Des que Avila i col-laboradors (1984) dugueren a terme la descripcid batimétrica del llac Gran
d'Estanya, en aquest sistema estratificat shan realitzat una serie de treballs que han estat dirigits
principalment a l'estudi de les poblacions bacterianes fototrofiques (Gaju, 1987; Garcia-Cantizano, 1992;
Guerrero et al., 1987; Mir, 1997). Entre aquests, cal destacar els estudis enfocats a l'analisi de les
relacions interespecifiques com la competencia (Guerrero et al., 1987) i, sobretot, la predacio (Esteve et
al., 1983; Gaju et al. 1992; Guerrero et al., 1986). L'Us de la microscopia d'epifluorescéncia i electronica de
rastreig ha servit per a demostrar que els bacteris fototrofics anoxigénics del sofre, i en concret del génere
Chromatium, son afectats per I'accié d'organismes depredadors, majoritariament localitzats sota la fondaria
on es desenvolupen aquests bacteris fototrofics. A més, s'ha vist que els percentatges de predacio i el
nombre d'epibionts per céllula varien en funci6 de I'epoca de I'any estudiada: és menor a l'inici del periode
d'estratificacid i molt més elevat en l'estratificacio tardana i just abans d'iniciar-se el periode de barreja
(Gaju, 1987).

Realitzats per Garcia-Cantizano l'any 1992, els estudis de produccié primaria al llac Gran
d’Estanya han demostrat, entre d'altres coses, que la sintesi de matéria organica per fotosintesi oxigenica
és més important per sobre de la quimioclina. En canvi, i superant la de la part oxigénica del llac, la zona
més activa quant a la incorporacié de carboni inorganic per part dels microorganismes és la interfase
oxigen-sulfur d’hidrogen. En aquesta zona, els maxims de fixacio per fotosintesi oxigenica (11%),
fotosintesi anoxigenica (42%) i en la foscor (21%) coincideixen en la mateixa fondaria, i €s en aquesta

fondaria on es desenvolupen els bacteris fototrofics anoxigenics rojos del sofre.

L'analisi de components principals de les variables fisicoquimiques i biologiques obtingudes al llac
Gran d'Estanya ha demostrat que els principals factors estructuradors de la comunitat, en funcié del grau
d'estabilitat de la columna (lligat a la morfologia i a I'entorn del llac) i del grau d'anoxia (que en part depén
de I'anterior), son l'estacionalitat i la fondaria (Avila et al. 1984; Mir, 1997). Com més estable i protegit sigui
un llac, més probabilitat hi haura que la fondaria, en lloc de ser-ho la variacié estacional, sigui el principal
factor estructurador (Gasol, 1988). Aquest fet determina que la distribucié en fondaria de les diferents

115—




Llac Gran d"Estanya

variables en el periode d'estratificacié faci que les submostres epilimniques es separin de les
hipolimniques (Mir, 1997).

V1.2 Objectius

Al llarg dels anys, I'aplicacié de teécniques de microbiologia classiques ha permes estudiar en el
llac Gran d’Estanya l'evolucid espaciotemporal i la diversitat de les poblacions microbianes, el grau
d'interrelacio entre les diferents poblacions i la funcié que hi desenvolupen (Esteve et al., 1983; Gaju et al.,
1992; Garcia-Cantizano, 1992; Guerrero et al., 1986; Mir, 1997). A diferéncia de treballs anteriors i per
primera vegada en aquest ecosistema, en la realitzacié d'aquest estudi s’han aplicat de forma combinada
tecniques de biologia molecular basades en l'analisi dels acids nucleics (ADN i ARN) de la comunitat i
tecniques convencionals que ens han de permetre ampliar, complementar i aprofundir els coneixements

adquirits en treballs anteriors, i complir aixi els diferents objectius marcats:

1. Determinar els parametres biotics i abiotics que s'estableixen en la columna d'aigua del llac Gran
d’Estanya durant els periodes de barreja i estratificacio i estudiar les poblacions microbianes

dominants per microscopia.
2. Detectar variacions espaciotemporals, qualitativament i quantitativament, de les poblacions

microbianes dominants presents al llac Gran d’Estanya en ambdos periodes mitjancant I'aplicacio de
tres técniques moleculars (RFLP, DGGE i FISH).
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VI.3 Resultats

VI.3.1 Caracteritzacié microscopica

En ambdos periodes, estratificacio (Su) (20/09/01) i barreja (W) (19/02/02), les mostres extretes i
fixades al llac Gran d’Estanya es van caracteritzar microscopicament, tal com es descriu en l'apartat de
materials i metodes (I1.3.5.2.1). Els grups microbians dominants en fondaria observats en aquest
ecosistema estratificat planctonic i el seu grau d'abundancia relativa es detallen en la figura VI-1 i en les
taules VI-1i VI-2.

Figura VI-1. Imatges de microscopia Optica de diferents grups microbians dominants que es troben al llac

Gran d’Estanya
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Taula VI-1. Descripcio fenotipica i distribucio en fondaria dels diferents grups microbians caracteritzats per microscopia al

llac Gran d’Estanya en el periode d'estratificacid. (+) observat; (++) present a baixa concentracio; (+++) abundant; (++++)

molt abundant; (-) absent

Distribucié en fondaria

Grup Morfologia Dimensions (um) 0m 5m 7m 8m 9m 10m 12m
A Ovoide 11X 16 +HH ++ + + - -

B Ovoide 9X15 ++ - - - -

C Ovoide 15X 20 4+ ++ + + + +

D Ovoide 11X 20 + + + ++ - -

E Filament 35X14 + + + + + + +
F (Navicula-like) Rectangle 23X 52 - - + -

G Lobular 12X 19 ++ + + + - B

H Lobular 7X10 + + + ++ + n

| (PSB-like?) Bacil-lar 25X5 - - ++ +HH+ +H+ ++
J (Altres procariotes®)  Bacil-lar 1X1-4 + + + +HH+ +HH+ +H+t +HH+
K (Altres procariotes?)  Bacil-lar 1X4-8 - + ++ ++ +H++
L (Altres procariotes?)  Coccoide 1X1 + + + +H+ ++ ++H+ +H+

aBacteris vermells del sofre (Purple Sulfur Bacteria o PSB); "Procariotes no distingibles morfologicament

Taula VI-2. Descripcio fenotipica i distribucio en fondaria dels diferents grups microbians caracteritzats per microscopia al

llac Gran d’Estanya en el periode de barreja. (+) observat; (++) present a baixa concentracig; (+++) abundant; (++++) molt

abundant; (-) absent

Distribucid en fondaria

Grup Morfologia Dimensions (um)  2m 7m 10m 14m 16m 16,5m
C Ovoide 15X 20 ++ ++ ++ + + +

H Lobular 7X10 ++ ++ ++ + + +

| (PSB-like?) Bacil-lar 25X5 - + + +

J (Altres procariotes®)  Bacil-lar 1X1-4 ++ ++ ++ ++ ++ +H+

L (Altres procariotes?)  Coccoide 1X1 + + + + ++ ++

M (Altres procariotes®)  Coccoide 2X2 + + + ++ + +

aBacteris vermells del sofre (Purple Sulfur Bacteria o PSB); bProcariotes no distingibles morfologicament
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La majoria de grups microbians dominants van ser diferenciats entre si en funci6 de la seva
morfologia i coloracié. Els agrupaments obtinguts van ser els segients: grup A (organismes ovoides de
color verd, dimensions d'11 X 16 um), grup B (organismes ovoides de color marrd, dimensions de 9 X 15
um), grup C (organismes ovoides de color verd, dimensions de 15 X 20 um), grup D (organismes ovoides
de color marré-roig, dimensions d'11 X 20 um), grup E (organismes filamentosos incolors, septes d'una
mida de 3,5 X 14 um), grup F (diatomea pennada translicida, dimensions de 23 X 52 um, Navicula-like),
grup G (organismes lobulars de color verd, dimensions de 12 X 19 um), grup H (organismes lobulars de
color verd, dimensions de 7 X 10 um) i grup | (bacteris bacil-lars de color rosa i amb globuls de sofre
intracel-lulars, dimensions de 2,5 X 5 um, PSB-like). La resta, en canvi, es van diferenciar en funcio de la

seva forma (bacil-lar o coccoide) i dimensid (grups J, K, L i M).

En la taula VI-1 podem observar que la distribucid dels diferents grups dominants durant el periode
d'estratificacio seguia diferents pautes. Alguns grups es trobaven distribuits uniformement al llarg de la
columna d'aigua (grups C, E, H, Ji L) i d'altres eren especifics de fondaria (grups B i F). La resta dels
grups es trobaven localitzats en diferents fondaries on la preséncia o bé de llum i oxigen (grups A, D i G) o
bé del pic de Bchl a i de baixes o nul-les quantitats de llum i d'oxigen (grups | i K) foren caracteristiques, tal
com es detalla en el punt segiient (VI.3.2).

Analitzant les observacions realitzades també es va comprovar que molts dels grups caracteritzats
durant el periode d'estratificacié (grups A, B, D, E, F, G i K) no eren presents en la columna d'aigua durant
el periode de barreja, i els que s'hi trobaven es distribuien en totes les fondaries del llac (grups C, H i J)
(taula VI-2). Com a excepcio, les PSB-like (grup 1) només es van trobar en les capes més fondes i a molt

baixa concentracio.

VI1.3.2 Distribucio vertical dels parametres fisicoquimics

La distribucio vertical dels parametres fisicoquimics (concentracio d'oxigen dissolt, concentracié de
sulfur d’hidrogen, temperatura, llum, conductivitat, concentracio de pigments i proteines) durant el periode
d'estratificacio i de barreja al llac Gran d’Estanya es mostra en la figura VI-2.

En el periode de barreja, els valors de temperatura i conductivitat van ser de 4,5-7,1 °C i 1.200-
1.525 uMhos cm-L, respectivament. Els valors de pH variaven entre 7,6 i 7,25. Mentre que la concentracid

d'oxigen fou decreixent en fondaria des de valors d'11,3 a 0 m fins a 4,9 mg O 1 a 16 m, el sulfur
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d'hidrogen fou detectat a concentracions de 0,27 mM prop del sediment del fons del llac, a 16,5 m. Les

concentracions de pigments i proteines detectades al llarg de la columna d'aigua van ser baixes i la seva

distribuci6 va ser homogénia. En canvi, cal ressaltar que aquests valors van ser més alts a 16,5 m.
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En el periode d'estratificacid [hipolimnion esdevé anoxic a causa de la presencia de
concentracions de sulfur d'hidrogen de fins a 0,3-0,4 mM. La termoclina, on la temperatura disminuia en
fondaria 2,54 °C per metre, fou localitzada entre 7-11 m. Els valors de temperatura, conductivitat i
concentracié d'oxigen a l'epilimnion van ser de 19,35-19,65 °C, 2.450-2.700 puMhos cm? i 6,9-7,6
mg O: I, respectivament, mentre que a I'hipolimnion van ser de 7,5-9,6 °C, 1.870-1.940 uMhos cmi 0,2-
0,9 mg O 'L, Els valors de pH variaven entre 7,58 i 8,18. EI maxim de Chl a detectat va ser de 8,72
ug a9 m, el de Bechl a 18,77 ug I a 10 mi el de Behl ¢, d i e 17,08 ug It a 15 m. El valor maxim de
proteines va ser de 0,8 mg I1a 9 m. El sulfur d’hidrogen i 'oxigen presentaven perfils inversos i el minim

de concentracid es trobava entre 10-11 m de fondaria.
VI1.3.3 Extraccié d'ADN

L'ADN genomic de les soques tipus emprades com a patrons i de les mostres del llac es va
detectar en forma d'una banda de 23 kb (figura VI-3). En el periode d'estratificacid, els extractes crus
obtinguts a partir de les fondaries més properes al sediment presentaven I'ADN genomic més brut i
fragmentat. En aquests casos, i per a evitar la preséncia de possibles inhibidors de la PCR, els extractes

crus es van diluir fins a 10-2.

brindslsa B
i S

Figura VI-3. Extraccions d’ADN total del llac Gran d'Estanya en els periodes d'estratificacié (Su) i barreja (W),
visualitzades en un gel delectroforesi (negatiu). Carrils: 1, 17 i 33 marcador de pes molecular d’ADN 1 kb plus
(Invitrogen); 2-4 (2, sense diluir; 3, dilucié 1/10; 4, dilucié 1/100), SuOm; 5-7, Subm; 8-10, Su7m; 11-13, Su8m; 14-16,
Su9m; 18-20, SulOm; 21-23, Sul2m; 24-26, Sul5m; 27-29, W2m; 30-32, W7m; 34-36, W10m; 37-39, W14m; 40-42,
W16m; 43-45, W16,5m. La fletxa senyala les bandes d’ADN total obtingudes d’aproximadament 23 kb
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V1.3.4 PCR-RFLP

L'amplificacié dels gens procariotics dels 16S ARNr per PCR ens va permetre detectar els dos
dominis, Bacteria i Archaea, en els dos periodes assajats. No obstant aix0, mentre que el domini Bacteria
es va detectar en totes les fondaries, el domini Archaea estava present majoritariament en la part més
fonda del llac on la concentracié de sulfur d’hidrogen fou més alta (figura VI-4). Les submostres on es va
detectar aquest darrer domini eren: Subm, Su7m, Sul0Om, Sul2m, W2m, W7m, W14m, W16m i W16,5m.
Igual que succeia en d'altres sistemes estratificats estudiats en aquest treball, cal remarcar que la quantitat
de producte obtingut per PCR del domini Archaea fou petita per a ser posteriorment visualitzats i analitzats
els RFLP d'aquest domini.

1 23 4567 8 9101112 13 14 15 16

Figura VI-4. Amplificaci6 dels gens dels 16S ARNr del domini Archaea en les diferents fondaries del llac Gran d'Estanya en
els periodes d'estratificacio (Su) i barreja (W). Carrils: 1, marcador de pes molecular d’ADN 1 kb plus (Invitrogen); 2, control
negatiu; 3, control positiu d'Archaeas (H. mediterranei ATCC 33500); 4, SuOm; 5, Subm; 6, Su7m; 7, Su8m; 8, Sudm; 9,
Sul0m; 10, Sul2m; 11, W2m; 12, W7m; 13, W10m; 14, W14m; 15, W16m; 16, W16,5m

Una vegada amplificats els gens bacterians dels 16S ARNr presents al llac Gran d'Estanya, els
productes de la PCR van ser digerits amb els enzims tetramerics d'alta freqtiencia de tall Rsal, Hinfl i Alul.
El nombre de fragments de restriccié obtinguts amb els tres enzims i els patrons dels 16S ADNr-RFLP es
mostra en la taula VI-3 i les figures VI-5 i VI-6. EI nombre total de fragments de restriccié més elevat fou
trobat en la part superficial (Su0-7m) del periode d'estratificacio, mentre que els valors obtinguts en la resta
de fondaries en aquest periode (Su8-12m) i de totes les submostres a I'hivern (W2-16m) foren similars
(taula VI-3). L'analisi dels patrons de restriccié va posar de manifest en el periode d'estratificacio una
diferenciacio clara entre les submostres de la part superficial del llac (Su0-7m), on la temperatura era alta i
constant en fondaria, i la part més fonda (Su8-12m), on la temperatura fou més baixa i anava disminuint en
fondaria (figura VI-5). En el mateix periode, i depenent de I'enzim emprat, es van poder detectar, a més,
petites diferéncies entre els patrons de restriccid obtinguts en les diferents fondaries de la part superficial
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del llac (Su0-7m en digerir amb Rsal) i entre els obtinguts en la part més fonda (Sul2m i Sul0-12m en
digerir amb Rsal i Hinfl, respectivament). En canvi, l'analisi dels patrons de les diferents submostres del
periode de barreja mostrava diferéncies molt petites en tota la columna d'aigua (W2-16m) i diferéncies més
marcades en la submostra adjacent al sediment del llac (W16,5m). Tot i les diferéncies detectades entre
els patrons de restriccié obtinguts, cal destacar la presencia de fragments especifics de fondaria i també
de comuns a totes les fondaries i dies de mostreig (figura VI-5). L'analisi comparativa dels patrons dels
16S ADNr-RFLP obtinguts en els dos periodes amb els enzims Alul i Rsal ens mostrava un fet curios, i no
observat tan clarament amb I'enzim Hinfl, com era que els patrons de la columna d'aigua en el periode de
barreja eren molt semblants als obtinguts en la part més fonda en el periode d'estratificacio (figura VI-5).
Per a comprovar que la similitud observada entre aquests patrons de restriccié no era derivada de la

tecnica emprada, es va aplicar una altra técnica de caracteritzacio geneética, la DGGE.

Taula VI-3. Nombre de fragments dels 16S ADNr bacterians per analisi de restriccié amb els enzims Rsal, Hinfl i

Alul al llac Gran d'Estanya

Periode Codi Fondaria Rsal Hinfl Alul Total

estratificacio Su Su0m 11 9 13 33
Sudm 10 9 13 32
Su7m 8 9 13 30
Su8m 10 7 6 23
Sudm 10 7 6 23
Sul0m 10 9 6 25
Sul2m 11 9 6 26

barreja W W2m 10 8 9 27
W7m 10 9 8 27
W10m 10 9 8 27
W14m 9 8 8 25
W16m 9 9 8 26
W16,5m 12 6 6 24
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Figura VI-6. Patrons dels 16S ADNr-RFLP bacterians dels periodes d'estratificacio (Su) i de barreja (W) després de realitzar digestions separades amb

els enzims Rsal, Hinfl i Alul al llac Gran d'Estanya. A) Digestions amb Hinfl. Carrils: 1, 11, 18-19, marcador de pes molecular d’ADN 1 kb plus
(Invitrogen); 2, control negatiu de restriccio; 3, B. subtilis ATCC 6633; 4, SuOm; 5, Su5m; 6, Su7m; 7, Su8m; 8, Sudm; 9, Sul0m; 10, Sul2m; 12 i 20,
W2m; 13§21, W7m; 14 i 22, W10m; 15 i 23, W14m; 16 i 24, W16m; 17, W16,5m. B) Digestions amb Alul. Carrils: 1, Susm; 2, Su7m; 3, Su8m; 4, Su9m;
5, SulOm; 6, Sul2m; 7, marcador de pes molecular d’ADN 1 kb plus; 8, W2m; 9, W7m; 10, W10m; 11, W14m; 12, W16m. C) Digestions amb Rsal.
Carrils: 119, marcador de pes molecular ’ADN 1 kb plus; 2, SuOm; 3, SuSm; 4, Su7m; 5, Su8m; 6, Su9m; 7, Sul0m; 8, Sul2m; 10, W2m; 11, W7m; 12,
W10m; 13, W14m; 14, W16m; 15, W16,5m. D) Digestions amb Hinfl (2, control negatiu de digestio; 5, B. subtilis ATCC 6633; 9, SuOm; 10, W16,5m; 11,
Sul0m; 12, W10m), Alul (3, control negatiu de digestio; 6, B. subtilis ATCC 6633; 13, SuOm; 14, W16,5m; 15, Sul0m; 16, W10m) i Rsal (4, control

negatiu de digestid; 7, B. subtilis ATCC 6633; 17, SuOm; 18, W16,5m). Carrils: 1, 8 i 19, marcador de pes molecular d’ADN 1 kb plus
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V1.3.5 PCR-DGGE

Un cop amplificades per PCR amb els encebadors universals del domini Bacteria descrits en
I'apartat 11.3.6.3, les sequencies parcials dels 16S ADNr bacterians presents al llac Gran d'Estanya es van
separar per DGGE (figura VI-7). Igual que succeia per PCR-RFLP (VI.3.4), els patrons de DGGE obtinguts
en la columna d'aigua durant el periode de barreja mostraven una gran similitud amb els de la part més
fonda del llac en el periode d'estratificacio (figura VI-7). Llevat de la submostra W16,5m, algunes de les
bandes dominants (bandes 2, 3 i 14) observades en els patrons de DGGE eren presents en totes les
fondaries i periodes analitzats. En aquests patrons, a més, van ser visualitzades bandes especifiques de
fondaria (bandes 10, 15, 16, 17 i 21), bandes especifiques del periode de I'any estudiat (bandes 4, 8, 12,
13, 19 20) i bandes que es trobaven en ambdds periodes pero no en totes les fondaries (bandes 1, 7 9).
L'aplicacié d'aquesta tecnica ens va permetre realitzar, a més a més, un estudi preliminar de la diversitat
bacteriana mitjancant I'escissid i la seqlienciacié de les bandes dominants en cadascuna de les parts del
llac i dies de mostreig (figura VI-7).

Figura VI-7. Patrons dels 16S ADNr bacterians dels periodes d'estratificacié (Su) i barreja (W) obtinguts per PCR amb

encebadors universals del domini Bacteria al llac Gran d'Estanya (negatiu). Carrils: 1, control positiu de bacteris (E. coli
K-12 + B. subtillis ATCC 3366); 2, SOm; 3, S5m; 4, S7Tm; 5, S8m; 6, S9m; 7, S10m; 8, S12m; 9, W2m; 10, W7m; 11,
W10m; 12, Wl4m; 13, W16m; 14, W16,5m; 15, control positiu de bacteris (E. coli GSC 5073). (0) bandes extretes del gel
i reamplificades
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Del total de 21 seqiiencies recuperades i seqlienciades a partir de les bandes escindides del gel
de DGGE (figura VI-7), cinc es van descartar a causa de la seva naturalesa quimérica i, per tant, ambigua
(bandes 8, 11, 15, 16 i 20). Les 16 seqiiencies restants que si es van poder analitzar es trobaven afiliades
dintre de quatre dels filums del domini Bacteria: Cianobacteria, Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides
(CFB), Proteobacteria (classes o i B) i Chlorobi. L'afiliacio filogenetica de les seqtieéncies obtingudes i el
grau de similitud entre aquestes i d'altres sequéncies de la base de dades del NCBI es mostren a la taula
VI-4. Els valors de les similituds de les seqtiencies van ser en tots els casos superiors, com a minim, al
93%. Entre les seqiiencies obtingudes a partir de bandes situades en la mateixa posicio dintre del gel, es
van detectar sequéncies (les corresponents a les bandes 3 i 13) que presentaven una afiliacio filogenetica
diferent tot i estar presents en fondaries i dies de mostreig diferents, mentre que n'hi va haver dues (les
corresponents a les bandes 1 i 5) que presentaven una afiliacié filogenetica identica. Finalment, hi va
haver seqléncies (les corresponents a les bandes 3, 4, 9, 10 i 14) que, tot i haver estat obtingudes a partir
de bandes situades en diferents posicions del gel, presentaven la mateixa afiliacié filogenetica, les quals

estan relacionades amb un grau de similitud d'entre 95-100% amb els cianobacteris.

Taula VI-4. Identificacid dels 16S ADNr bacterians en mostres del llac Gran d'Estanya amplificades amb encebadors

especifics del domini Bacteria i separades per DGGE

Banda Organismes més propers Grup filogenetic
Similitud Especie Numero d'accés

1a 99,8 Bacteri no cultivable clon Artic96B-22 AF353229.1 a-Proteobacteria

2 99,8 Bacteri no cultivable AF353226.1 o.-Proteobacteria

3 95 Synechococcus sp. LBP1 AF330247.1 Cianobacteria

4a 96,6 Synechococcus sp. LBP1 AF330247.1 Cianobacteria

5p 93,9 Bacteri no cultivable clon Artic96B-22 AF353229.1 a-Proteobacteria

60 99,4 Bacteri no cultivable clon HTH6 AF418965.1 a-Proteobacteria

7, 132 99 Cytophagal no identificat UCAJ7874 CFB

9b, 100, 142 100 Synechococcus sp. LBP1 AF330247.1 Cianobacteria

122 95 Bacteri no cultivable UBA421121 CFB

17 95 Nitrosospira sp. no cultivable MERTZ_2CM_3 AF424054.1 [B-Proteobacteria

192 97 Bacteri no cultivable clon BUG-161 UBA344200 Bacteria no classificat

212 93 Bacteri verd del sofre no cultivable GSU458200 Chlorobi

aSetembre, bFebrer, CFB, Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides
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Mitjangant I'estudi dels patrons de DGGE, i tenint en compte que només es va analitzar una part
de les bandes dominants visualitzades i que d'aquestes algunes es van descartar per la seva ambigitat,
podem afirmar que la composicid bacteriana variava espacialment i temporalment. En la part superficial
(Su0-7m) del periode d'estratificacio es van detectar seqléncies relacionades amb a-Proteobacteria
(bandes 1 i 2), Bacteria no classificat (banda 19) i Cianobacteria (bandes 3 i 4) (figura VI-7). En la resta de
submostres d'aquest periode (Su8-12m), en canvi, les seqiiencies estaven majoritariament relacionades
amb Cianobacteria (banda 14), Cytophaga (bandes 12 i 13) i Chlorobi (banda 21). En el periode de
barreja, les seqliéncies estaven relacionades amb les a-Proteobacteria (bandes 5 i 6), Cytophaga (banda
7) i Cianobacteria (bandes 9 i 10). En aquest periode, els patrons de DGGE (figura VI-7) obtinguts en tota
la columna d'aigua (W2-16m) eren molt semblants. No obstant aix0, petites diferencies en fondaria van ser
observades i relacionades amb els cianobacteris (banda 10 a W10m). En la fondaria adjacent al sediment,
W16,5m, el menor nombre de bandes trobades en el patr6 ens indicava una davallada de la diversitat
bacteriana en aquest punt de la columna d'aigua, i I'lnica sequéncia determinada es relacionava amb
[-Proteobacteria (banda 17). Qualitativament, la composicio bacteriana entre ambdos periodes estudiats
variava quant a la detectabilitat o no de les B-Proteobacteria i Chlorobi. Mentre que la - Proteobacteria

era detectada en el periode de barreja, Chlorobi ho era en el periode d'estratificacio.

Les relacions filogenétiques de les seqtiencies parcials dels 16S ADNr obtingudes per DGGE es
van obtenir per comparacié amb les seqiencies dipositades en la base de dades del NCBI mitjancant el
programa d'alineament BLAST. Posteriorment, les sequéncies parcials dels 16S ADNr es van addicionar a
una base de dades que té unes 25.000 sequencies homologues de l'estructura primaria del 16S ARNT,
emprant la funcié d'alineament del programa ARB. Les seqiiéncies alineades van ser incorporades a un
arbre base mitjancant el métode Parsimonia del programa ARB, utilitzant com a base de dades unes 1.800
sequiencies. Els arbres filogenetics dels grups més representatius es mostren en les figures VI-8, VI-9, VI-
101 VI-11.

Figura VI-8. (pagina seguent) Arbre filogenétic d'a-Proteobacteria obtingut a partir de les seqliéncies parcials dels gens dels 16S

ARNr amplificats amb encebadors del domini Bacteria. Escala = 0,1 mutacions per nucleotid
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Figura VI-9. Arbre filogenetic de B-Proteobacteria obtingut a partir de les seqliéncies parcials dels gens dels 16S ARNr amplificats

amb encebadors del domini Bacteria. Escala = 0,1 mutacions per nucleotid
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Figura VI-10. Arbre filogenétic de Cianobacteria obtingut a partir de les seqliéncies parcials dels gens dels 16S ARNr amplificats amb

encebadors del domini Bacteria. Escala = 0,1 mutacions per nucleotid

131—



Llac Gran d'Estanya

HicZanadales

et s

UncBacts, unsullumid Backiterm, AFLEITES, e
Linefaicd. unoulured ocioium, AFTISTTE, pos
|| UnzEuzas, unoutiured cubacierium, AFZTERE s

diyguls, ARE_ FEQDEH
S0 a0 1 6 7 R

| e FleCpral, Padbemar raderss, WMIE0ES WEITE, yes

= Tebloed TuGer boechil sprmbion] ©IOAA, AFZIIZE. yoa
.| = BriEpacd, Baovmides sp AFGTOELA, IEEb-I-I:ll-J'B'El[FlD-F'IM?'EIJ.ﬂ'I
CegldPRT R Dyinphagaies JPETI AFDZTICA. |
{ ESErw A, mibactarum a0 17 .-.me:ﬂ e

— rggeTi. ARD DARTINT
ﬂrﬁ_ﬂ [ ., ABGT S, [DEW, EBL, FPD) JTEIE), pen
[ L BePHOST, Cacibium 5, &F31 s
|_|:&rﬂﬂ.ﬂ+. Bactesis WHEOE, AFOETH
BerPHOn 5, tacisium PHOSHESS, -‘Eml ]
T dgged | 13, Al 1ARIESCS
T HabHydro, Halsoomorotacir hydoass, WEETH], [ADA] ATCC ITTTE [T). yoa

| Bk, buckrum MADS, AFDETORT, yod
BT, Dactmium PHOSHETS, AF314434, yos
weee Crikngnh, Canckcie Magrosgm becl. AFONT0S. yoe
_|_|3— ElTErr\d Saproapiea gands, MEITEG, [FDF) ATCG 23118 [FDP] ATCS 231 18(T], yes
: Greincprag o

Figura VI-11. Arbre filogenétic de Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides i Chlorobi (bacteri verd del sofre no cultivable) obtingut a
partir de les seqliéncies parcials dels gens dels 16S ARNr amplificats amb encebadors del domini Bacteria. Escala = 0,1 mutacions

per nucleotid
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VI.3.6 Analisi de dades

L'analisi dels resultats es va fer a partir dels valors de similitud obtinguts per la suma dels
fragments de restriccid, després de digerir els 16S ADNr amb els enzims Rsal, Alul i Hinfl, i els valors de
similitud dels patrons de bandes de DGGE, tal com s'indica en l'apartat 11.3.7. La distribucié de les mostres
en els dendrogrames (figures VI-12 i VI-14) i els mapes MDS (figures VI-13 i VI-15) resultants,

independentment de la técnica molecular emprada inicialment, mostrava una gran versemblanca.

El dendrograma de similitud dels 16S ADNr-RFLP bacterians ens diferenciava les submostres en
dos grups forca compactes (figura VI-12). En el primer grup, shi trobaven les submostres de la part
superficial del periode d'estratificacio (Su0-7m) on la temperatura era elevada i constant. Dintre d'aquest
grup fou evident la diferenciacid entre les submostres que tenien els valors més elevats de llum incident,
temperatura, oxigen i conductivitat (Su0-5m) de la que presentava valors inferiors (Su7m). En el segon, s'hi
van agrupar les submostres de fondaries iguals o superiors a 8 m del periode d'estratificaci (Su8-12m) i
totes les del periode de barreja (WO0-16,5m). Les submostres d'aquest segon grup (Su8-12m i WO0-16m)
van quedar, a la vegada, clarament diferenciades de la submostra adjacent al sediment del fons del llac,
W16,5m, on la preséncia de sulfur d'hidrogen i dels pics maxims de proteina i pigments van ser les
caracteristiques més destacades. La manca de llum i la baixa temperatura, juntament amb l'anoxia, van
permetre separar entre si les submostres de la part més fonda del llac (Sul0-12m) de la resta de
submostres del mateix periode (Su8-9m). Finalment, les submostres de la part superficial del llac a I'hivern
(W2-10m) es van diferenciar d'aquelles (W14-16m) on la concentracio d'oxigen era molt inferior i la llum

incident inexistent.

L'analisi del mapa obtingut amb el métode MDS dels 16S ADNr-RFLP bacterians mostrava dos
grans grups tal com es pot observar en la figura VI-13. En el primer es localitzaven totes les submostres de
la part superficial del periode d'estratificacid (Su0-7m), i en el segon grup, la resta de submostres de la part
més fonda d'aquest periode (S8-12 m) i la majoria de les submostres d'hivern (W0-16m). La submostra
W16,5 m quedava completament separada de la resta de submostres d'ambdds periodes, encara que fou
més semblant a les submostres de la part més fonda del periode d'estratificacio (Su8-12m) que a la resta
de submostres d'aquest periode (Su0-7m), tal com succeia en el dendrograma (figura VI-12).
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En el dendrograma de similitud dels 16S ADNr-DGGE bacterians es diferenciava la submostra
W16,5 m de la resta de submostres (figura VI-14). Les submostres de la part superficial (Su0-7m) del
periode d'estratificacid eren en un grup separat del de la resta de submostres d'aquest periode (Su8-12m) i
les d'hivern (WO0-16m). En aquest cas, les submostres de la part superficial estaven agrupades igual que
en el dendrograma de similitud dels 16S ADNr-RFLP. A diferencia d'aquest, la distribucio de les
submostres de la part fonda (Su8-12m) del periode d'estratificacio i les d'hivern (W0-16m) presentava
petites variacions. Entre aquestes, cal destacar que les submostres Su8m i Sul2m se separaven de la
resta de submostres (Su9-10m) que presentaven la major concentracio de Bchl a i pigments. Igualment,
les submostres d'hivern (WO-7m) on la llum incident i la concentracid d'oxigen eren més elevades es

diferenciaven de la submostra (W10m) on aquests parametres eren inferiors o inexistents.

La distribucio de les submostres en el mapa (figura VI-15), basat en l'analisi dels 16S ADNr-DGGE
bacterians amb el métode MDS, fou igual que I'observada en el dendrograma (figura VI-14), encara que

mostrant un agrupament més distant de les mostres en el pla euclidia.

Duta a terme amb la prova de Kruskal-Wallis, I'analisi estadistica comparativa del nombre total de
fragments de restriccio en les diferents fondaries i periodes de I'any no mostra diferencies significatives. En
canvi, després de ser analitzades per la t de Student, la comparacid de la mitjana del nombre de fragments
de restriccid obtinguts en cadascuna de les fondaries mostra una disminucié significativa (p < 0,001)
d'aquesta a fondaries superiors a 7 m. D'altra banda, el nombre de bandes de DGGE obtingudes en
ambdds periodes de I'any no fou estadisticament diferent quan va ser analitzat amb la prova de Friedman,
mentre que les diferéncies en fondaria si que ho varen ser. Amb un interval de confianca del 99%, mostra
una diferéncia significativa d'entre 0,007 i 0,009 en el periode d'estratificacié i d'entre 0,18 i 0,21 en el
periode de barreja.

VI.3.7 FISH

De tota la columna d'aigua en el periode d'estratificacio, es van analitzar per FISH diferents
fondaries de la part oxica (SuOm, Su7m i Su9m) i una de la part anoxica (Sul2m). En el periode de barreja
I'andlisi es va fer de tres fondaries diferents: W2m, W10m i W16m. El nombre de céllules per ml,
determinat per tincid amb DAPI, variava entre 1,11 x 106 i 1,14 x 107 (taula VI-5). La fracci6 de cel-lules
autofluorescents en tots els casos fou més gran que les cel-lules visualitzades després d'hibridar amb la
sonda Non338, les quals variaven entre 8,17% a 12 m en el periode d'estratificacio fins a 40,43% a 16 m
en el periode de barreja (taula VI-5). A més, cal ressaltar que la preséncia de particules de naturalesa
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inorganica feia que el soroll de fons fos molt elevat i, per tant, que els recomptes fossin extremadament
laboriosos. En la figura VI-16 es mostren algunes imatges on es veu l'autofluorescéncia natural de les
mostres, el marcatge inespecific dels bacteris amb DAPI i el marcatge especific de diferents grups
bacterians amb algunes de les sondes detallades en l'annex 1.

Després de restar les cel-lules visualitzades amb la sonda Non338 als percentatges d'hibridacio
obtinguts amb les sondes especifiques, els percentatges obtinguts d'hibridacié amb cadascuna de les

sondes respecte als recomptes amb DAPI es detallen en la taula VI-6.

Al llac Gran d'Estanya es van detectar variacions tant en fondaria com entre els dos periodes
estudiats (taula VI-6). Els percentatges d'hibridaci6 amb la sonda Eub338 van ser molt diferents en
fondaria en el periode d'estratificacio, essent els més alts els obtinguts a la part superficial del llac (SuOm) i
en una de les fondaries (Su9m) on s'havia detectat per microscopia una concentracié molt elevada de
membres del grup | (PSB-like) (taules VI-1 i VI-2). EI domini Archaea fou detectat en la part més fonda del
llac, entre 9-12 m. Tot i que Desulfovibrio spp. fou present a 12 m en aquest periode, el grup de bacteris
sulfatoreductors (d-Proteobacteria, Desulfosarcina, Desulfococcus, Desulfofrigus, i Desulfovibrio spp.) fou
localitzat majoritariament a 9 m (taula VI-6). Els percentatges més elevats d'a-, B- i y-Proteobacteria van
ser detectats també a 9 m de fondaria en aquesta época de I'any, pero, a diferéncia de la resta de grups
del domini Bacteria analitzats, aquests van ser presents en totes les fondaries estudiades. En el periode
de barreja, en canvi, el percentatge d'hibridacié del domini Bacteria disminuia en fondaria, mentre que el
del domini Archaea augmentava de 2 a 10 m i no es detectava a 16 m. En aquest periode de l'any, i de
tots els bacteris sulfatoreductors analitzats, només es va detectar Desulfovibrio spp. a 16 m de fondaria.

Les a-, B- i y-Proteobacteria es distribuien homogeéniament en fondaria.

Si comparem els percentatges d'hibridacié obtinguts pels dominis Bacteria i Archaea en ambdds
periodes estudiats, veiem que aquests son superiors en el periode d'estratificacid, sobretot en la
submostra Su9m (taula VI-6). Igualment, els percentatges de les a- i y-Proteobacteria foren superiors en el
periode d'estratificacio. En canvi, els percentatges més elevats de -Proteobacteria van ser detectats en el
periode de barreja. Tot i que les a-, B- i y-Proteobacteria van ser trobades en tots dos periodes de I'any, la
distribucio dels seus percentatges fou més homogenia en el periode de barreja. Finalment, els bacteris
sulfatoreductors van ser presents en la part més fonda del llac en tots dos periodes (Su9-12m i W10-16m),

i els percentatges més elevats van ser els detectats en el periode d'estratificacio.
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Figura VI-12. Dendrograma de dissimilitud dels 16S ADNr-RFLP de les comunitats bacterianes presents al llac Gran d'Estanya per analisi
de la suma dels fragments generats amb Rsal, Hinfl i Alul amb el métode UPGMA. L'analisi d'agrupament esta basada en les distancies

euclidianes quadrades com a mesura de la dissimilitud genética utilitzant el métode d'unié per mitjanes o average linkage method
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Figura VI-13. Mapa MDS on es reflecteixen els canvis de les comunitats bacterianes presents al llac Gran d'Estanya, obtingut per la suma

dels fragments generats amb Rsal, Hinfl i Alul. Els nimeros de fora del simbol (0) es corresponen amb les diferents submostres
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Figura VI-14. Dendrograma de dissimilitud dels 16S ADNr-DGGE de les comunitats bacterianes presents al llac Gran d'Estanya. L'analisi de
grups esta basada en les distancies euclidianes quadrades com a mesura de la dissimilitud genetica utilitzant el metode d'unié per mitjanes o

average linkage method
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Figura VI-15. Mapa MDS on es reflecteixen els canvis de les comunitats bacterianes al llac Gran d'Estanya, obtingut per I'analisi de les

bandes separades amb DGGE. Els nimeros de fora del simbol (0) es corresponen amb les diferents submostres
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Taula VI-5. Fraccio de cél-lules detectades per FISH en les mostres del llac Gran d'Estanya amb sondes universals i especifiques de grup

Fondaria (m) Dia Cél-lulesa totals Fraccid (%) de cél-lules detectades amb sondes universals i especifiques de grup®
(108 mlt) (mitjana + DS) Autob Non338 Eub338 Arch915 Srb338
0 20.09.01 1,42+0,1 8,73+2,23 8,35+3,10 18,60 + 7,02 5,35+0,05 8,18 +2,55
7 20.09.01 1,11+ 0,07 42,91 +10,72 3571+17,21 38,68+9,19 35,35+13,37 35,94 +12,60
9 20.09.01 11,4+0,6 50,65 + 3,73 39,82+13,54 55,09+ 13,87 41,07+16,23 37,36 £ 12,07
12 20.09.01 105+0,8 15,48 +1,35 8,17+0,80 9,53£2,10 8,24 £0,55 8,14+£1,04
2 19.02.02 2,65+0,3 44,63 + 16,32 38,75+ 14,76 50,42 + 13,00 3890+758 38,68+7,18
10 19.02.02 332405 45,66 + 11,00 40,32 +16,69 49,87 +16,34 4427+18,86 37,09+7,74
16 19.02.02 3,16+0,9 4754 +10,72 40,43+6,20 47,94+ 14,36 3540+11,37 37,27+6,69
Fondaria (m) Dia Cél-lules® totals Fraccié (%) de cel-lules detectades amb sondes universals i especifiques de grup?
(106 ml) (mitjana + DS) Dsv698 Dss658 Alf968 Bet42a Gam42a
0 20.09.01 142+0,1 8,32+0,15 8,15+0,96 9,93+3,55 1094+111 961+1,13
7 20.09.01 1,11+ 0,07 35,49 + 1,56 3282+531  36,03+1,40 36,68+£240 3612+173
9 20.09.01 11,4+0,6 40,92 +4,10 4254 + 1847 46,37 +£9,74 42,92 + 1352 46,01 + 17,82
12 20.09.01 105+0,8 8,80+ 0,09 811+ 0,70  832+0,14 8,70 +2,54 9,05+ 0,60
2 19.02.02 2,65+£0,3 38,50 £3,05 32,18+1351 4332+4.31 4328+762 4153+7,71,
10 19.02.02 3,32+05 39,7+1,96 3593+18,76 44,27+6,21 44,66 + 12,14 43,77 £5,56
16 19.02.02 316409 40,69 + 2,28 39,19+11,62 41831741 4183+920 41,76 +11,96

aNombre total de cél-lules detectades amb DAPI. bPercentatge de deteccié respecte a DAPI i la seva desviaci6 estandard

Taula VI-6. Fraccié real de cél-lules detectades per FISH en les mostres del llac Gran d'Estanya amb sondes universals i especifiques de grup

Fondaria (m) Dia Fraccid real (%) de céllules detectades amb sondes universals i especifiques de grup®
Eub338 Arch915 Srb385¢ Dsv698¢ Dss658¢ AIf968 Bet42a Gam42a
0 20.09.01 10,25 0 0 0 0 1,58 2,59 1,26
7 20.09.01 2,96 0 0 0 0 0,32 0,96 0,40
9 20.09.01 15,27 1,26 0,23 1,10 2,73 6,55 3,10 6,19
12 20.09.01 1,37 0,08 0 0,64 0 0,15 0,54 0,88
2 19.02.02 11,68 0,15 0 0 0 4,58 4,53 2,78
10 19.02.02 9,55 1,02 0 0 0 3,95 4,34 3,46
16 19.02.02 7,51 0 0 0,26 0 1,40 1,13 1,34

aNombre total de cellules detectades amb DAPI. bPercentatge de deteccié respecte a DAPI i la seva desviacid estandard. cDeteccié de &-

Proteobacteria. dDeteccié de Desulfovibrio spp. ¢Deteccié de Desulfosarcina, Desulfococcus i Desulfofrigus

138 —




Llac Gran d'Estanya

Figura VI-16. Hibridacions in situ en diferents mostres d'aigua procedents del llac Gran d'Estanya. A) Autofluorescencia deguda a la

presencia de particules de naturalesa inorganica. B) Autofluorescéncia de bacteris fototrofics. C) Marcatge amb DAPI. D) Hibridacié amb la
sonda Eub338 marcada amb CY3. E) Hibridacié amb la sonda Alf968 marcada amb CY3. F) Hibridacié amb la sonda Srb385 marcada amb
CY3
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V1.4 Discussio

En aquest treball es van emprar métodes classics i moleculars per a obviar les limitacions que
presenten aquestes metodologies per separat. Durant els dos periodes d'estudi, estratificacio i barreja, la
distribucié dels parametres fisicoquimics va demostrar que les condicions trobades en el llac Gran
d'Estanya eren forca semblants a les trobades en estudis anteriors (Gaju, 1987; Guerrero et al., 1987; Mir,
1997).

Si es relaciona la distribucié vertical dels grups microbians dominants, caracteritzats per
microscopia optica, amb els diferents parametres fisicoquimics analitzats en el llac Gran d'Estanya,
s'observa que la seva distribucio queda determinada en funcio de la preséncia o absencia de llum i de les
diferents concentracions d'oxigen i sulfur d'hidrogen trobades en fondaria (figura VI-1; taules VI-1 i VI-2).
Per exemple, els organismes del grup A es localitzen majoritariament en la part superficial del llac on es
detecta llum i oxigen. En el cas del grup I, els bacteris fototrofics anoxigenics del sofre (PSB) es troben

localitzats on hi ha el pic maxim de Bchl a i on es detecta sulfur d'hidrogen.

Després d'analitzar macroscopicament i microscopicament cadascuna de les submostres, i per a
dur a terme l'analisi molecular dels patrons dels 16S ADNr-RFLP, IADN genomic de cadascuna de les
submostres fou extret i els gens dels 16S ARNr foren amplificats amb els encebadors dels dominis
Bacteria i Archaea. En ambdés periodes de I'any, el domini Bacteria es va trobar homogeniament distribuit
en fondaria, mentre que el domini Archaea fou absent en alguna de les fondaries analitzades. La
distribucio del domini Archaea en ambdues parts del llac, I'dxica i I'anoxica, ens podria indicar la gran
versatilitat metabolica d'aquest grup, fet que descriuen altres autors (Casamayor et al., 2000, 2001; Cytryn
etal., 2000; MacGregor et al., 2001).

Els patrons dels 16S ADNr-RFLP bacterians foren molt complexos, tal com s'ha descrit en d'altres
ecosistemes aquatics (Acinas et al. 1997, Casamayor et al., 2000; Konopka et al., 1999), i dificils
d'analitzar. Malgrat aquesta complexitat, en el periode d'estratificacio es van detectar diferencies entre els
patrons de la part superficial del llac, on la temperatura i la intensitat de llum incident eren elevades, i els
de la resta de submostres d'aquest periode, on la Chl a, Behl a i el sulfur d'hidrogen eren alts i la intensitat
de llum incident era baixa o inexistent. En el periode de barreja, en canvi, les diferencies entre els patrons
de restriccid obtinguts en la part superficial del llac i la part més fonda van ser molt petites, les quals es

relacionaren amb la preséncia o abséncia d'oxigen, sulfur d'hidrogen i llum. La preséncia de fragments
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comuns (Konopka et al., 1999) en aquests patrons es podria explicar per la gran capacitat d'adaptacio,
estructural i fisiologica, que determina que els bacteris que son sotmesos a diferents condicions ambientals
puguin sobreviure i distribuir-se en una columna d'aigua de forma homogénia (Guyoneaud et al., 2001;
Soutourina et al., 2001). Els fragments especifics de fondaria, en canvi, podrien ser deguts al fet que els
organismes que tenen poca capacitat d'adaptacié es desplacen a una fondaria determinada buscant els
gradients fisicoquimics més optims per al seu desenvolupament. Aixi doncs, les diferencies genetiques
observades ens indiquen que hi ha variacions en fondaria i d'ambit estacional de les poblacions
bacterianes presents en l'ecosistema estudiat, tal com s'ha descrit en alguns ambients aquatics (Acinas et
al., 1997; Konopka et al., 1999).

L'analisi comparativa dels patrons dels 16S ADNr-RFLP obtinguts en els dos periodes amb els
enzims tetramerics Alul i Rsal ens mostrava que els patrons de la columna d'aigua durant el periode de
barreja eren molt semblants als obtinguts a la part més fonda del llac en el periode d'estratificacid, fet que
no va ser observat amb I'enzim Hinfl. Per a comprovar i corroborar aquesta similitud entre els patrons
d'ambdds periodes, s'aplica una altra técnica de caracteritzacié genética: la DGGE. A més, i una vegada
obtinguts els patrons de DGGE, la comparaci6 del nombre de bandes presents en els diferents patrons i
I'extraccio de les bandes dominants, sequenciacio i identificacié van permetre realitzar un estudi preliminar
de la diversitat bacteriana dominant de I'ecosistema. La diversitat obtinguda en la part anoxica i adjacent al
sediment del llac a I'hivern fou la més baixa i I'nica banda identificada es relacionava amb les -
Proteobacteria. En la part superficial del llac a I'estiu, en canvi, la diversitat bacteriana trobada fou més
gran que l'anterior i dominada per Cianobacteria i o-Proteobacteria. La diversitat bacteriana en tota la
columna d'aigua a I'hivern fou dominada per o.-Proteobacteria, Cianobacteria i CFB, semblant a l'obtinguda
en la part superficial (Su0-7m) a l'estiu. Finalment, si es compara amb totes les anteriors, la diversitat
bacteriana més elevada va ser la trobada en la part més fonda del llac (Su8-12m) a l'estiu, la qual era
dominada per CFB, o-Proteobacteria i Chlorobi, com ja s'ha descrit en altres sistemes estratificats
(Guerrero et al., 1987; Overmann et al., 1999). La conclusié que podem extreure en funci6 dels resultats
obtinguts per DGGE, tot i ser molt comuna la preséncia de [-Proteobacteria en les comunitats
planctoniques de mostres lacustres (Alfreider et al., 1996; Battin et al., 2001; Hiorns et al., 1995; Pernthaler

et al., 1998), és que aquest grup no semblava el dominant en el llac Gran d’Estanya.
A partir de l'analisi dels patrons dels 16S ADNr-RFLP i de DGGE pel métode MDS, es van

construir els mapes corresponents. En aquests es demostrava que les submostres de la part més fonda

del periode d'estratificacio i les submostres de tota la columna d'aigua a I'hivern s'assemblaven molt entre
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si, independentment de tenir parametres fisicoquimics molt diferents, i que es diferenciaven molt de les de
la part superficial. Aquests resultats estan d'acord amb les observacions fetes al llac Gran d’Estanya (Mir,
1997) i entre diferents estacions de I'any a I'estanyol d'en Cisd per Casamayor (2000) i difereixen de les
distribucions estacionals obtingudes préviament en ecosistemes bentonics i planctonics estratificats (Diez
et al., 2001; Ramirez-Moreno et al., 2003). A més, l'analisi pel métode MDS dels patrons de DGGE sembla
tenir un poder discriminatori més gran que l'analisi dels patrons dels 16S ADNr-RFLP, essent més

clarament observables les diferéncies intramostra per DGGE.

Tal com s'havia descrit anteriorment en aquest llac (Gaju, 1987; Guerrero et al., 1987), la deteccio
de la maxima concentracié de Bchl a i la mateixa coloracié rogenca de 'aigua de la part més fonda del llac
analitzada en el periode d'estratificacio eren indicatives de la preséncia de bacteris fototrofics anoxigenics
rojos del sofre. Tot i ser dominants en aquest periode i en les fondaries de 8 a 12 m, aquests
y-proteobacteris no foren detectats possiblement com a conseqtiéncia del baix nombre de bandes extretes
i seqlienciades a partir dels patrons de la DGGE, mentre que si que va ser possible detectar d'altres
bacteris fototrofics anoxigénics no majoritaris, com son els Chlorobi (bacteris verds del sofre). Com va
descriure Overmann (1999), els patrons de DGGE obtinguts per a una mateixa mostra quan s'amplifiquen
els gens dels 16S ARNr amb encebadors universals i especifics de grup poden donar un nombre molt
diferent de bandes: és mes petit en el primer cas i es va incrementant en el segon. Com a consequiéncia,
la utilitzacié d’encebadors especifics del grup Chromatiaceae en futurs estudis al llac Gran d'Estanya
sembla l'alternativa per detectar els membres d'aquest grup i, a més a més, reduir la freqiiéncia de
formacié de quimeres i de bandes ambiglies (Achenbach et al., 2001; Gich et al., 2001). L'analisi
microscopica de totes les submostres del periode d'estratificacio, en canvi, va permetre visualitzar aquests
bacteris en forma de cel-lules que acumulaven globuls de sofre intracel-lular a la part més fonda del llac. A
diferéncia dels estudis previs realitzats en aquest ecosistema lacustre, |'analisi microscopica de la columna
d'aigua en el periode de barreja va possibilitar la deteccio d'aquests y-proteobacteris a molt baixes
concentracions a la part més fonda del llac analitzada, on la concentraci6 d'oxigen era d'aproximadament
4-5 mg O, mlt, Com a conseqliéncia de les observacions realitzades, es demostra que aquests bacteris
anoxigenics fototrofics poden tolerar condicions oxiques 0 bé mantenir-se molt poc actius metabolicament

quan les condicions no son les optimes per al seu creixement (Bosshard et al., 2000; Gordon et al., 2000).

Una vegada obtinguda, mitjancant I'analisi dels patrons dels 16S ADNT, la informacio qualitativa de
la composicio bacteriana de les mostres del llac Gran d’Estanya en fondaria, I'aplicacio de la FISH ens va
permetre obtenir informacié quantitativa de les poblacions bacterianes presents en la columna d’aigua. No

obstant aix0, aquesta informacid fou limitada per la quantitat de soroll de fons trobat, com a consequéncia
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de I'elevada proporcié de cel-lules autofluorescents perque contenen Chl a i Bchl a (algues i cianobacteris
en la part oxica; bacteris fototrofics en la part anoxica) i la preséncia de particules de naturalesa inorganica
(Glockner et al., 1999; Tonolla et al., 2000). Malgrat que es va intentar reduir l'autofluorescencia
d'aquestes poblacions fototrofiques i incrementar el senyal d'hibridacié emprant metanol durant el procés
d’hibridacio (Tuschak et al., 1999), lincrement poc significatiu del senyal i la manca de reduccio de
l'autofluorescencia seguien fent molt complex i dificil el seu estudi. El percentatge de cél-lules
autofluorescents trobat en la columna d’'aigua va ser molt més elevat que el descrit anteriorment en
sediments i diferents ecosistemes aquatics (1-15%) (Battin et al., 2001; Glockner et al., 1999), pero fou
similar al 33% descrit en la termoclina del llac meromictic Cadagno per la presencia de y-Proteobacteria
(Tonolla et al., 2000). La suma de les dues poblacions, cianobacteris i bacteris fototrofics anoxigenics, pot
explicar I'elevat percentatge d’autofluorescéncia detectat durant el periode d’estratificacio, mentre que la
preséncia de poblacions de cianobacteris i algues ho pot fer durant I'hivern. No obstant aixo, tot i la petita
fraccio de cél-lules no autofluorescents que es va poder caracteritzar per la FISH al llac Gran d'Estanya, es

van detectar variacions en fondaria.

La comparacié dels resultats obtinguts per FISH i DGGE mostra unes diferéncies molt marcades
quant a la distribuci6é en fondaria dels bacteris sulfatoreductors i les a- i B- i y-Proteobacteria en els
periodes d'estratificacio i barreja. Aquestes diferencies es poden atribuir a dos factors, al baix nombre de
bandes extretes i seqiienciades a partir dels patrons de DGGE, fet que ja s'ha descrit anteriorment, i a la
diferéncia entre el nombre de bacteris totals i actius detectats, respectivament, per DGGE i FISH. A
diferéncia dels resultats obtinguts per DGGE, I'Gs de la FISH ha permes detectar [3- i y-Proteobacteria en
totes les fondaries i dies de mostreig. A més, la FISH ha estat util per a detectar el domini Archaea en la
part més fonda del llac en el periode d'estratificacio i en tota la columna d'aigua en el de barreja, la qual
cosa corrobora els resultats obtinguts préviament per l'amplificacié dels 16S ADNr d'aquest domini. La
comparacio dels patrons dels 16S ADNr-RFLP i els resultats quantitatius obtinguts per hibridacio amb
sondes marcades fluorescentment mostrava diferencies molt grans, degudes, probablement, una altra
vegada al fet que la molécula diana analitzada per ambdues técniques, RFLP i FISH, és molt diferent. Aixi
doncs, mentre que els patrons de restriccio eren forca semblants entre si (Su0-7m; Su8-12m; W2-16m;
W16,5m), els percentatges dels Proteobacteria i bacteris sulfatoreductors detectats per la FISH eren molt

diferents. Es a dir, tot i haver-hi diferéncies quantitatives, aquestes no es reflecteixen qualitativament.

La suma dels percentatges d’hibridacié obtinguda amb les sondes especifiques de grup marcades
fluorescentment mostrava que la majoria dels bacteris detectats en I'ecosistema estudiat amb la sonda

universal Eub338 eren detectats per la FISH. No obstant aixo, si es compara amb ecosistemes equivalents
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d'aigua dolca (Bosshard et al., 2000), la fracci6 de cél-lules tenyida amb la sonda Eub338 respecte a la
tenyida amb DAPI era molt baixa. Aquest fet podria ser degut a: la preséncia de moltes cel-lules
autofluorescents d'origen bacteria que no es van tenir en compte a I'hora de determinar el percentatge total
dels bacteris; que cél-lules tenyides amb la sonda Eub338 no foren considerades com a positives per
I'elevat soroll de fons; la manca del lloc diana per a la sonda Eub338 en determinats bacteris planctonics
aerobis com son els Planctomycetales (Zarda et al., 1997); la preséncia de bacteris amb un baix contingut
ribosomal (Pernthaler et al., 2002), o la dificil penetracié de les sondes en determinats grups bacterians
(Amann et al., 1995a-b). D'altra banda, I'aplicacio de sondes poc especifiques de grup, com la Gam42a
(Nielsen et al., 1999), pot determinar que I'abundancia d'aquest grup sigui superior a la detectada i que,
per tant, la suma dels percentatges d'hibridacio de les sondes especifiques de grup respecte al total de
bacteris detectats sigui en alguns casos inferior al 100%, tal com s'observa a 0 i 7 m al periode
d'estratificacio i a 16 m a ['hivern. A més, tot i ser descrita una gran diversitat d’Archaeas en llacs
estratificats hipersalins i de muntanya (Casamayor et al., 2001b; Cytryn et al., 2000; Pernthaler et al.,
1998), tampoc no podem obviar que I'elevat percentatge d’Archaeas trobat en els dos periodes estudiats
sigui degut a unions inespecifiques de la sonda Arch915 amb els bacteris planctonics del tipus CFB
detectats previament per DGGE (Battin et al., 2001; Dang i Lovell, 2002; Pernthaler et al., 2002). Aquesta
darrera hipotesi concordaria amb els resultats obtinguts préviament per PCR, on el domini Archaea fou
detectat per0 a molt baixes concentracions.

Els resultats obtinguts en aquest treball han demostrat que al llac monomictic d’Estanya hi ha
variacions espaciotemporals de les poblacions bacterianes. Per microscopia oOptica, s'han detectat i
localitzat variacions en fondaria i estacionals dels grups microbians dominants. L'amplificacio dels gens
bacterians dels 16S ARNr per PCR i el posterior analisi comparativa dels patrons dels 16S ADNr-RFLP i
16S ADNr-DGGE han permes detectar canvis qualitatius, majoritariament, entre les poblacions que viuen a
la part superficial i a la part més fonda del llac. L'escissio i la seqiienciacié de les bandes dominants
obtingudes per DGGE han determinat que les sequéncies estan afiliades dintre de quatre dels filums del
domini Bacteria: Cianobacteria, Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides, Proteobacteria (classes o i B) i
Chlorobi. L'analisi comparativa del nombre de bandes presents en els patrons de DGGE, a més, ha revelat
una diversitat bacteriana molt elevada a la part més fonda del llac en el periode d'estratificacio.
Addicionalment, la FISH ens ha permes detectar canvis tant qualitatius com quantitatius dels diferents
grups analitzats entre les diferents submostres i dies de mostreig. Tot i els resultats obtinguts, les
mancances derivades dels metodes d’ADN i ARN d'analisi emprats en la realitzacié d'aquest treball,

juntament amb la necessitat d’estudis complementaris als ja realitzats fins al moment, fan que no es
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descarti en un futur I'is de tecniques addicionals tecniques (Duineveld et al., 2001; Giuliano et al., 1999;
Hofle et al., 1999 Liu et al., 1997; Marsh et al., 2000) per a aprofundir en el coneixement d'aquest habitat.

V1.5 Conclusions

Una vegada analitzats els resultats obtinguts amb les diferents tecniques emprades en la
realitzacio d'aquest estudi al llac Gran d'Estanya, les conclusions principals que s’han extret son les

segients:

1. L'Gs combinat de metodologies classiques (microscopia optica i analisi dels parametres fisicoquimics) i
moleculars (RFLP, DGGE i FISH) ens ha permés obtenir informacié nova i/o complementaria al llac
Gran d'Estanya. Per exemple, els bacteris fototrofics anoxigenics rojos del sofre s'han detectat en
ambdos periodes de l'any macroscopicament (coloracid rogenca de l'aigua), microscopicament
(céllules que acumulen globuls de sofre intracellular) i per FISH (céllules bacterianes
autofluorescents i l'increment del grup y-Proteobacteria). Aquest grup bacterid, en canvi, no sha
detectat per DGGE.

2. El domini Bacteria es troba homogeniament distribuit en totes dues estacions de l'any analitzades
mitjancant PCR-RFLP i PCR-DGGE. El domini Archaea es localitza en la majoria de fondaries
analitzades per PCR-RFLP, mentre que per FISH es detecta entre 9 i 12 m en el periode

d'estratificacid i entre 2 i 10 m a I'hivern.

3. La complexitat dels patrons dels 16S ADNr bacterians obtinguts, determinada pel nombre de bandes
visualitzades per DGGE, ens indica que la diversitat bacteriana en la part més fonda del llac a l'estiu
(Su8-12m) és superior a la detectada en la resta de fondaries i époques de I'any. L'analisi de les
sequiéncies obtingudes demostra que les diferencies espacials soén degudes a variacions dels grups
bacterians dominants (Cianobacteria, Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides, o-Proteobacteria)
detectats en cada fondaria del llac. En canvi, les diferencies estacionals existents son degudes,
principalment, a 'aparicio del grup pB-Proteobacteria a I'hivern (W16,5m) i a I'aparicié de Chlorobi a
I'estiu (Sul0-12m).

4. Mitjancant I'is de la FISH s'obté informaci6 quantitativa de les poblacions bacterianes actives presents
en la columna d'aigua, pero aquesta, en el nostre cas, esta limitada per la presencia d'una elevada
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fraccié de cél-lules autofluorescents (38-43%) i per la presencia de particules de naturalesa inorganica.
Les diferéncies espacials i estacionals detectades per la FISH estan relacionades amb les variacions
de les concentracions dels grups a-, - i y-Proteobacteria. Tot i que la presencia de B-Proteobacteria
en comunitats planctoniques en les mostres lacustres és molt comuna, sembla que no sén
predominants al llac Gran d’Estanya. A més, els bacteris sulfatoreductors es localitzen en tota la

columna d'aigua, pero la seva preséncia és majoritaria a la part més fonda del llac.

Els mapes obtinguts a partir de l'analisi pel metode MDS dels patrons dels 16S ADNr-RFLP i 16S
ADNr-DGGE demostren que les mostres de la part més fonda (Su8-12m) del llac en el periode
d'estratificacio i les mostres de tota la columna d'aigua (W0-16m) a I'hivern realment s'assemblaven

molt entre si, independentment de tenir parametres fisicoquimics molt diferents.

Els patrons dels 16S ADNr-DGGE analitzats per MDS permeten detectar diferéncies intramostra més

marcades que els patrons dels 16S ADNr-RFLP.
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Discussio general

L'aplicacio de técniques classiques, com ara microscopia optica i analisi dels parametres biotics i
abiotics, ha estat durant molt de temps essencial per a caracteritzar I'estructura, la diversitat i la funcié de
les poblacions microbianes presents en sistemes estratificats, entre els quals es troben els tapissos
microbians del delta de I'Ebre (Martinez-Alonso, 1997; Navarrete, 1999; Solé et al., 2002), el llac Gran
dEstanya (Avila et al., 1984; Gaju et al., 1992; Garcia-Cantizano, 1992; Gasol, 1988; Mir, 1997) i els
estanyols d'en Cisé (Abella et al., 1980; Gaju et al., 1992; Pedrds-Alio i Guerrero, 1993) i del Vilar (Abella,
1980; Brugada i Montesinos, 1986; Garcia-Cantizano, 1992; Mir, 1997). En la darrera decada, en canvi,
I'aplicacio de técniques moleculars ha augmentat de forma exponencial, ja que permet aprofundir en el
coneixement de les comunitats microbianes que habiten en aquests ecosistemes, tant la fraccid cultivable
com la no cultivable (Casamayor et al., 2000, 2001, 2002; Macarron, 1998; Navarrete, 1999). No obstant
aixo, com a consequencia de les limitacions que presenten ambdues aproximacions, classiques i
moleculars, quan aquestes s'apliquen per separat, molts autors han arribat a la conclusié que l'aplicacid
combinada d'aquestes técniques és la millor opcid per a descriure de forma més acurada els ecosistemes
naturals (Brinkhoff i Muyzer, 1998; Ovreas et al., 1998). En aquest treball s'han estudiat l'estructura i la
dinamica de les poblacions microbianes que viuen en diferents sistemes estratificats (bentonics o
planctonics) mitjancant I'lis combinat de tecniques classiques i moleculars. La gran importancia que ha
tingut en la darrera década l'analisi total o parcial dels gens dels 16S ARNr amplificats per PCR determina
que aquesta molécula fos la base del nostre estudi.

VII.1 Analisis fisicoquimiques, bioquimiques i biologiques

La distribucio dels diferents parametres fisicoquimics en tots els sistemes estratificats estudiats, un
de bentonic i tres de planctonics, €és molt similar malgrat que la seva naturalesa és diferent i que I'escala
espacial varia de mil-limetres a metres en funci6 del sistema estudiat. Als estanyols d'en Cis6 i del Vilar i al
llac Gran d'Estanya s'ha demostrat que les variacions d'aquests parametres en fondaria i al llarg del temps
son semblants a les descrites en treballs anteriors (Pedrés-Ali¢ i Guerrero, 1993; Gaju, 1987; Guerrero et
al., 1987; Mir, 1997). No obstant aix0, cal remarcar, pero, que en el Ciso i el Vilar la concentracié d'un dels
parametres, el sulfur d’hidrogen, és més baixa que la descrita en d'altres treballs (Gasol, 1988; Guerrero |
Abella, 1978; Mir, 1997). A I'estanyol d'en Cis6, la disminucié de la concentracio de sulfur d’hidrogen pot
ser deguda al fet que, des que fou descrit per primera vegada, aquest estanyol ha anat tenint canvis
morfologics i en la composicio bacteriana (Garcia-Cantizano, 1992; Garcia-Gil et al., 1985; Gasol et al.,
1990; Mas, 1982; Massana et al., 1993; Sanz, 1986). Entre aquestes variacions trobem els

esllavissaments provocats per la dissolucié dels materials que formen la base dels estanyols amb la capa
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freatica d'aigua els anys 1982, 1984, 1986 i 1992 i lincrement de la concentracié d'algues a l'estiu com
Cryptomonas, les quals determinen que el grau d'oxidacié del sulfur d’hidrogen sigui molt més elevat
(Brugada i Montesinos, 1986; Garcia-Gil et al., 1985; Gasol, 1988; Mas, 1982; Massana et al., 1993).
Aquest segon fenomen podria ser el responsable també de la baixa concentracio de sulfur d’hidrogen

detectada a I'estanyol del Vilar, ja que no s’han descrit canvis morfologics en aquest estanyol.

Igual que succeeix amb els parametres fisicoquimics, la distribucio en fondaria dels diferents grups
fisiologics mostra una gran similitud en tots els sistemes estratificats estudiats. En la part superficial
d'aquests sistemes, on la preséncia de llum i oxigen és caracteristica, trobem basicament organismes
fototrofics oxigénics. Quan en fondaria trobem llum, I'oxigen es troba a molt baixes concentracions i es
comenca a detectar sulfur d’hidrogen, les poblacions majoritaries que s'’han detectat son les dels bacteris
fototrofics anoxigenics, tal com s'ha descrit en treballs anteriors (Gaju, 1987; Guerrero et al., 1987, 1993a;
Martinez-Alonso, 1997; Rampone et al., 1993). La preséncia dels bacteris fototrofics anoxigénics rojos del
sofre és la que determina la coloracio roja de les lamines als tapissos microbians del delta de I'Ebre i la
coloracié rogenca de l'aigua del llac Gran d'Estanya entre 10 i 12 m en el periode d'estratificacio. En
aquest llac, a més, l'observacio de céllules que acumulen globuls de sofre intracellular i la preséncia del
pic de Bchl a en les fondaries descrites son indicadores que aquests bacteris fototrofics anoxigenics hi sén
presents. Igualment, la presencia d'aquestes poblacions fototrofiques anoxigeniques en els estanyols d'en
Cisé i del Vilar ha estat ampliament descrita quan les condicions son les esmentades anteriorment
(Casamayor et al., 2000, 2001; Gasol, 1988; Guerrero et al., 1987; Pedrds-Alid i Guerrero, 1993).

VII1.2 Analisi molecular

Amb l'objectiu principal de determinar si hi ha canvis genetics temporalment (intermostra) i
espaialment (intramostra) en els diferents sistemes estratificats objecte d'estudi, els gens dels 16S ARNr
procariotics s'han amplificat per PCR i els patrons dels 16S ADNr-RFLP i 16S ADNr-DGGE resultants han

estat analitzats i comparats.

El primer punt que es va haver de resoldre per a fer I'analisi molecular va ser trobar un métode
d'extraccio de I'ADN que fos aplicable als diferents sistemes estratificats objecte d'estudi. Aquest métode
ha de ser efica¢ a I'hora d'eliminar la preséncia de substancies inhibidores de la PCR i, a la vegada, no
resultar gaire agressiu perqué I'ADN no es fragmenti i pugui ser analitzat posteriorment amb les técniques

moleculars seleccionades per fer aquest estudi (Chandler et al., 1997b; Jackson et al., 1997; Moré et al.,
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1994; Tebbe et al., 1993; Tsai i Olson, 1992; Zhou et al., 1996). En els tapissos microbians s'ha emprat un
metode directe d'extracci6 a causa de I'elevat grau de compactacio que presenten els tapissos, produit per
la mescla de les particules del sol i dels exopolimers excretats pels organismes que hi viuen. Als estanyols
d'en Cis6 i del Vilar també es va utilitzar aquest metode per a fer més comparables els resultats obtinguts.
Al llac Gran d'Estanya, i addicionalment als estanyols d'en Cisd i el Vilar, s'ha emprat un meétode
d'extraccio d'ADN indirecte basat en la separacié previa de les cel-lules mitjancant filtracio, tal com s'ha
descrit en molts treballs anteriors. Tot i utilitzar diferents metodes d'extraccid, directes i indirectes, ADN
extret en totes les mostres dels sistemes estratificats estudiats presenta un elevat pes molecular,
observant-se en forma d'una banda de 23 kb, i una integritat suficient per a amplificar els gens procariotics
dels 16S ARNr (Kuske et al., 1997).

Posteriorment, es van amplificar per PCR els gens dels 16S ARNr procariotics presents en tots els
sistemes estratificats estudiats utilitzant encebadors dels dominis Bacteria i Archaea. Tal com podiem
esperar, el domini Bacteria es va trobar homogéniament distribuit en totes les estacions de l'any i en totes
les laminacions dels tapissos microbians i fondaries dels llacs. El domini Archaea, present en totes les
estacions de l'any, es troba en la majoria de fondaries analitzades dels sistemes planctonics, fet que ja ha
estat descrit per altres autors i que demostra una vegada més la gran versatilitat metabolica d'aquest grup
en els sistemes d'aigua dolgca (Casamayor et al., 2000, 2001; Cytryn et al., 2000; MacGregor et al., 2001).
Aquest domini, en canvi, als tapissos microbians del delta de I'Ebre només es localitza en el sediment
negre. En aquest cas, els membres del domini Archaea que viuen en els sistemes estratificats bentonics

semblen estar adaptats només a unes condicions ambientals molt especifiques.

Despres de digerir els 16S ADNr bacterians amb els tres enzims de restriccié tetramérics d'alta
freqiiencia de tall, la comparacio del nombre total de fragments de restriccio obtinguts en aquests sistemes
estratificats mostra diferéncies espaciotemporals. En 'ambit estacional, podem veure que als tapissos
microbians del delta de I'Ebre i als estanyols d'en Cisé i el Vilar, el nombre total de fragments més gran
s'observa, normalment, a les mostres d'hivern, on la temperatura i la llum incident no sén tan elevades com
en la resta d'estacions de I'any. En aquests ecosistemes, el nombre més baix es troba quan s'analitzen les
mostres d'estiu, mentre que a la primavera i la tardor aquest presenta valors intermedis. Com que, en
general, les condicions de temperatura i llum incident s6n més elevades a l'estiu, la supervivéncia de les
poblacions bacterianes pot quedar afectada negativament o bé es pot afavorir el predomini de
determinades poblacions, i aixo es pot reflectir en forma d'una davallada en el nombre total de fragments
de restriccié detectats. A diferéncia de la resta de sistemes estratificats, al llac Gran d'Estanya el nombre
total de fragments de restriccio detectats a l'estiu €s superior al de I'hivern. En aquest llac, la intensitat de
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llum incident i la temperatura de l'aigua son inferiors a les trobades habitualment en I'epoca estival, ja que
una setmana abans del dia de mostreig el temps va estar ennuvolat i va ploure, i aixo podria haver afavorit

el desenvolupament de diferents poblacions bacterianes.

En I'ambit espacial, el nombre total de fragments de restriccié obtinguts a la part superficial dels
tapissos microbians i a I'estanyol del Vilar a I'estiu sol ser menor que a la resta d'estacions de l'any. Aquest
fet podria ser degut a les condicions elevades de temperatura i de llum incident que es donen en aquesta
epoca de l'any en aquests ecosistemes (Guerrero et al., 1987; Martinez-Alonso, 1997; Mir, 1997). Com a
consequéncia d'aquestes condicions, pot haver-hi un desplacament en fondaria de determinades
poblacions bacterianes per a evitar danys o la mort (Castenholz i Garcia-Pichel, 2000; Krekeler et al.,
1998; Kruschel i Castenholz, 1998), i aix0 es reflecteix en una davallada quant al nombre total de
fragments de restriccio trobats en superficie. En canvi, tal com succeeix a I'estanyol d'en Cisd i al llac Gran
d'Estanya, quan la temperatura no sobrepassa els 21 °C i el nivell de llum incident no és elevat, el nombre
total de fragments de restriccid que es troba en la superficie no és tan petit. Aquesta observacié podria ser
deguda al fet que la localitzacid del primer, envoltat d'arbres alts que dificulten I'entrada de llum i
produeixen molta ombra, no permet que l'aigua del llac arribi a temperatures tan elevades com les de
I'estanyol del Vilar i al fet que en aquesta epoca de l'any al llac Gran d'Estanya les condicions
meteorologiques van ser inusuals. Aixi doncs, veiem en tots els sistemes estratificats que determinats
factors ambientals poden regular els moviments migratoris en fondaria d'algunes poblacions bacterianes i,

per tant, que aquests canvis poden ser detectats amb aquesta tecnica de caracteritzacio genetica.

L'analisi comparativa dels patrons dels 16S ADNr-RFLP bacterians obtinguts en les diferents
laminacions dels tapissos microbians del delta de I'Ebre i en les diferents fondaries als estanyols d'en Cisd
i el Vilar han permeés diferenciar-los estacionalment i espacialment, en funcio de si la llum i I'oxigen son
presents 0 no en les submostres i en funcié de la temperatura de I'aigua. Al llac Gran d'Estanya, en canvi,
la distribuci6 estacional, sobretot, i I'espacial de les mostres no esta tan ben definida com en la resta de
sistemes estratificats. En aquest darrer llac, a més a més, es mostra un fet curids, com €s que els patrons
dels 16S ADNr-RFLP bacterians trobats en la columna d'aigua en el periode de barreja sén gairebé
identics als patrons detectats a la part més fonda en el periode d'estratificacié. Per aquesta rao, es va

decidir aplicar una altra técnica de caracteritzacié genetica més moderna, com és la DGGE.

Un cop amplificades per PCR amb els encebadors universals del domini Bacteria, les seqieéncies
parcials dels 16S ADNr bacterians presents al llac Gran d'Estanya es van separar per DGGE. Els patrons
obtinguts en ambdos periodes de I'any van confirmar els resultats que s’havien obtingut préviament per
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PCR-RFLP, és a dir, una gran similitud entre els patrons del periode de barreja i els de la part més fonda
del llac en el periode d'estratificacid. Aquest fet determina que ambdues técniques de caracteritzacio
genética, tot i haver emprat encebadors diferents per al domini Bacteria, son valides per a detectar canvis
en l'estructura genética, tal com ja s'havia descrit en d'altres ecosistemes aquatics (Acinas et al., 1997,
Casamayor et al., 2000; Konopka et al., 1999). Tot i aix0, cal destacar que també es troben marcades
diferencies quan es comparen el nombre de fragments de restriccio i els patrons de bandes obtinguts per
DGGE. Considerant que la diversitat bacteriana €s determinada pel nombre de bandes obtingudes en els
patrons dels 16S ADNr-DGGE (Muyzer et al. 1993, 1995), es va observar que quan la diversitat bacteriana
augmenta, el nombre de fragments de restriccié disminueix. Una de les possibilitats per a explicar aquesta
relacio inversa pot ser que els fragments de restriccié generats a partir de bacteris que es troben a baixes
concentracions no son visualitzats, com a consequiéncia del tipus de gel i el métode de tincié emprats,
mentre que la DGGE ens permet detectar els fragments parcials dels 16S ADNr de poblacions bacterianes
que representen tan sols un 1% del total (Muyzer et al., 1999; Muyzer i Smalla, 1998). A més, I'elevat grau
de conservacié dels gens dels 16S ARNr determina que no puguem descartar que bacteris diferents,
relacionats o no entre si filogeneticament, presentin els mateixos llocs de restriccio i que, per tant, donin
fragments d'una mateix mida, tal com també s'ha demostrat en I'experiment teoricopractic descrit en el
capitol V. Aquesta hipotesi podria ser avalada pel fet que, encara que han estat poques les bandes
escindides i seqlienciades a partir dels patrons dels 16S ADNr-DGGE, les seqiéncies obtingudes es
troben majoritariament afiliades dintre de quatre dels filums del domini Bacteria: Cianobacteria, Cytophaga-
Flavobacterium-Bacteroides (CFB), Proteobacteria (classes o i 3) i Chlorobi. Com a conseqiencia d'aixo,
els 16S ADNr detectats per DGGE i relacionats filogeneticament poden generar fragments de restriccid
identics (Urakawa et al., 1997, 1998).

A part de la informaci6 qualitativa obtinguda amb els métodes de caracteritzacio genética, RFLP i
DGGE, per primera vegada s'han obtingut dades quantitatives de les poblacions microbianes actives que
es troben al llac Gran d'Estanya mitjancant I'aplicacio de la FISH. No obstant aixo, i com a consequéncia
de I'elevada proporcié d'organismes fototrofics, i per tant autofluorescents, i la presencia de particules de

naturalesa inorganica, la informacié obtinguda és parcial (Glockner et al., 1999; Tonolla et al., 2000).

La FISH ens ha permés descriure canvis espaciotemporals de les poblacions microbianes. A mes,
s'ha detectat la preséncia en totes les fondaries i dies de mostreig d'un grup molt important en els sistemes
aquatics: el de B-Proteobacteria (Alfreider et al., 1996; Battin et al., 2001; Pernthaler et al., 1998). Tambg,
s'ha detectat la presencia del domini Archaea a la part més fonda del llac en el periode d’estratificacio i a

tota la columna d'aigua en el de barreja. La comparacio dels percentatges d'hibridacié amb els patrons
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dels 16S ADNr-RFLP i dels 16S ADNr-DGGE determinen que, tot i haver-hi diferéncies quantitatives,

aquestes no es reflectissin qualitativament.

Els resultats obtinguts ha mostrat que la fraccio de cel-lules tenyida amb la sonda Eub338 respecte
a la tenyida amb DAPI és molt baixa si es compara amb ecosistemes equivalents d'aigua dolca (Bosshard
et al., 2000). Aixo podria ser degut, entre d'altres coses, al fet que moltes de les céllules autofluorescents
d'origen bacteria no s'hagin tingut en compte a I'hora de determinar el percentatge total dels bacteris
(Amann et al., 1995a-b), la manca del lloc diana per a la sonda Eub338 en determinats bacteris planctonics
aerobis (Zarda et al., 1997); a la presencia de bacteris amb un baix contingut ribosomal (Pernthaler et al.,
2002) o la dificil penetracid de les sondes en determinats grups bacterians (Amann et al., 1995a-b). També
s'observa que I'aplicacié de sondes poc especifiques de grup pot subestimar alguns grups bacterians, com
les y-Proteobacteria (Nielsen et al., 1999), i sobreestimar-ne d'altres, com les Archaeas (Battin et al., 2001;
Dang i Lovell, 2002; Pernthaler et al., 2002).

Una vegada aplicades les diferents técniques moleculars de caracteritzacio genética, I'analisi de
les dades obtingudes es va fer a partir de les corresponents matrius binaries, obtingudes mitjancant
I'analisi dels fragments de restriccio i de les bandes presents o absents en els patrons dels 16S ADNr-
RFLP i 16S ADNr-DGGE, respectivament. La similitud dels patrons va ser calculada amb el coeficient de
Jaccard i les matrius de les distancies obtingudes es van utilitzar per a aplicar el metode d'agrupament
jerarquic UPGMA (Sneath i Sokal, 1973) i el métode d'analisi metric d'escala multidimensional MDS
(Lessa, 1990). Els resultats obtinguts per ambdds métodes és similar, i mostren una distribucio clara en
I'ambit estacional de les diferents submostres analitzades en tots els sistemes estratificats estudiats, llevat
del llac Gran d'Estanya. També cal dir que I'agrupament de les mostres, primariament en funci6 de
I'estacionalitat, mostra de forma secundaria subgrups relacionats entre si per la preséncia o absencia de
llum i oxigen i per la temperatura de l'aigua en alguns dels ecosistemes estudiats. Aixi doncs, es demostra
que determinats parametres poden influir de forma rellevant en la distribucié en fondaria de les poblacions
bacterianes que poden establir-s'hi i, en consequéncia, dels patrons dels 16S ADNr-RFLP i 16S ADNr-
DGGE obtinguts, tal com s'ha descrit en d'altres treballs (Acinas et al., 1997; Avila et al., 1984; Gasol,
1988; Mir, 1997).

Malgrat la diferent base teorica dels dos metodes utilitzats, UPGMA i MDS, l'agrupament
intramostra i intermostra presenta diferéncies molt petites. Aixi doncs, podem afirmar que el fet d'assumir
linealitat entre les variables mesurades amb el métode UPGMA no varia considerablement els resultats

obtinguts quan s'analitzen mostres relacionades entre si amb variables no relacionades linealment (Lessa,
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1990). A més, cal ressaltar que el métode MDS és un métode estadistic que representa espacialment la
proximitat entre les diferents submostres, sovint en un espai de baixa dimensio, de manera que els

resultats obtinguts son mes facils d'interpretar.

Tot i la distribucié estacional que presenten les mostres de tots els sistemes estratificats estudiats
amb els metodes UPGMA i MDS, llevat de les del llac Gran d'Estanya, I'analisi estadistica comparativa del
nombre total de fragments de restricci6 només mostra diferéncies significatives en I'ambit estacional a
I'estanyol del Vilar i als tapissos microbians. A mes, cal ressaltar que I'analisi de la mitjana de fragments de
restriccio obtinguts en cadascuna de les fondaries determina que en els diferents sistemes estratificats
planctonics estudiats hi hagi una disminucio significativa a partir de 7 m de fondaria. Aquestes
observacions podrien ser degudes al fet que I'eix principal d'estructuracié de la comunitat passa de ser la
variacié estacional a ser-ho en fondaria en augmentar el grau d'estabilitat termica del llac i, sobretot, quan
apareix sulfur d’hidrogen, tal com descriuen altres autors (Avila et al., 1984; Bosshard et al., 2000; Gasol,
1988). També, cal destacar que l'analisi comparativa de la mitjana del nombre de fragments obtinguts als
estanyols d'en Cisd i el Vilar és estadisticament significativa, fet que podria passar a causa de l'origen
limnologic i perqué les condicions biotiques i abiotiques que s'estableixen en ambdos llacs son diferents
(Gasol et al., 1990; Guerrero et al., 1987; Murray et al., 1996).

VI1.3 16S ADNr-RFLP en poblacions bacterianes mixtes

Al mateix temps que es van analitzar les mostres de camp, es va desenvolupar un experiment
teoricopractic per a determinar si el nombre d'operons d’ADNr i el grau d’homologia entre els encebadors i
les seves sequencies diana podien influenciar la PCR i, per tant, els subsegiients patrons dels 16S ADNr-
RFLP obtinguts a partir de poblacions bacterianes mixtes. D'una forma molt clara podem afirmar que un
nombre alt d’operons d’ADNr permet una eficiéncia de deteccio més gran de les poblacions bacterianes
que els presenten, mentre que quan el grau d’homologia entre els encebadors i les seves seqiiencies
diana és menor, aixo implica una disminucié d'aquesta. Aixi doncs, i com que els bacteris que més aviat
s'adapten o creixen en un ecosistema son aquells que presenten un nombre alt d’'operons d’ADNr, és molt
probable que, emprant aquesta técnica, s'estiguin descrivint, principalment, les poblacions bacterianes
dominants (Klappenbach et al., 2000). No obstant aix0, cal destacar que les poblacions bacterianes no
dominants que presenten un nombre elevat d'operons poden ser detectades encara que es trobin a baixes
concentracions en l'ecosistema estudiat i que les poblacions bacterianes no descrites fins al moment
poden no ser detectades per la manca d’homologia entre els encebadors i les seves sequéncies diana,

suposadament universals, que aquestes presenten.

154 —




VI11. Conclusions

generals




Conclusions generals

Les conclusions principals que s’han extret de I'estudi realitzat en sistemes estratificats, un sistema
estratificat bentonic (tapissos microbians del delta de I'Ebre) i tres de planctonics (els estanyols d'en Ciso i
el Vilar, del sistema carstic de Banyoles, i el llac Gran d'Estanya), mitjancant I'ts combinat de técniques de
microbiologia classiques (microscopia i analisi dels parametres fisicoquimics) i moleculars (RFLP, DGGE i

FISH), han estat les segtients:

1. L'Gs combinat de metodologies classiques (microscopia optica i analisi dels parametres fisicoquimics) i
moleculars (RFLP, DGGE i FISH) ens ha permes obtenir una informacio més completa dels sistemes
estratificats estudiats, obviant algunes de les deficiencies de cadascuna de les metodologies
emprades per separat. Sha demostrat que hi ha canvis espaciotemporals de l'estructura dels
ecosistemes estudiats observables en I'ambit molecular que no ho son macroscopicament |

microscopicament i viceversa.

2. El domini Bacteria es troba en totes les mostres, laminacions i fondaries analitzades, mentre que el
domini Archaea presenta una distribucié més heterogénia (sediment negre als tapissos microbians del
delta de I'Ebre, a la part anoxigénica de I'estanyol d’en Ciso, a les parts oxigenica i anoxigenica del
Vilar i el llac Gran d'Estanya).

3. La complexitat dels 16S ADNr-RFLP tendeix a augmentar en fondaria en totes les mostres
analitzades, llevat de la mostra d'estiu, on mostra normalment un comportament invers. La detecci6 en
determinades laminacions o fondaries de fragments de restriccid especifics i fragments de restriccio
comuns en totes les laminacions d'una mateixa mostra ens indica que algunes poblacions dominants
es troben en profunditats especifiques i d'altres al llarg de tot el perfil vertical dels sistemes estratificats
estudiats. A mes, l'analisi dels 16S ADNr-RFLP obtinguts a partir de mostres identiques mitjancant
centrifugacio o filtraci6 demostra que els patrons son identics, cosa que permet assegurar que la
metodologia utilitzada no afecta els resultats obtinguts amb aquesta tecnica. Cal destacar que el
nombre total de fragments de restriccié observats és similar quan es comparen tots els sistemes

estratificats planctonics, a pesar de tenir origen limnologic i condicions biotiques i abiotiques diferents.

4. La comparacid dels 16S ADNr-RFLP de totes les laminacions i fondaries, mitjancant I'analisi de
similitud amb els metodes UPGMA i MDS, mostra una distribucio de tipus estacional. No obstant aixo, i
a pesar que la distribucié estacional és la més acusada, també es detecta un cert component
estructurador de tipus fisiologic degut, principalment, a la preséncia o absencia de llum, oxigen i sulfur
d'hidrogen. Els mapes MDS obtinguts a partir de l'analisi dels patrons dels RFLP i de DGGE
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demostren que les submostres de la part més fonda del llac Gran d'Estanya i les mostres de tota la
columna d'aigua a I'hivern realment s'assemblaven molt entre si, independentment de tenir parametres
fisicoquimics molt diferents. A més, els patrons obtinguts per DGGE i analitzats per MDS s6n més
discriminatoris, ja que ens permeten diferenciar algunes mostres entre si i no diferenciades mitjangant
I'analisi dels RFLP.

L’estimacio teorica duta a terme ens determina que el factor d’amplificacio de la PCR i, per tant, la
deteccio dels 16S ADNr-RFLP dels quatre bacteris emprats depen del nombre de copies dels gens del
16S ARNr i del grau d’homologia entre els encebadors i les seves seqiéncies diana, localitzades en
les regions conservades d'aquests gens. Els factors d’amplificacié teorics més grans s'obtenen per a
B. cereus ATCC 10876 (dotze operons i un 100% d’homologia per a ambdds encebadors), les més
petites per a R. sphaeroides 2.4.1 (tres operons i un 84.2% d’homologia per a ambdoés encebadors), i
les intermedies i similars s'obtenen per a E. coli K-12 (set operons i un 100% d’homologia per a
ambdos encebadors) i S. typhimurium LT2 (set operons i un 100% d’homologia per a ambdos
encebadors). A més, un cop analitzats experimentalment els 16S ADNr-RFLP de les soques
bacterianes emprades durant I'estudi, els resultats obtinguts corroboren les prediccions dutes a terme

tedricament.

El percentatge minim de cadascun dels bacteris presents en les mescles indicades o limit inferior de
deteccié per analisi dels RFLP son: mescla d’E. coli K-12 i R. sphaeroides 2.4.1., 2% i 70%; mescla
d’E. coli K-12 i B. cereus ATCC 10876, 2% per a ambdds; mescla de R. sphaeroides 2.4.1. i B. cereus
ATCC 10876, 90% i 2%; mescla de S. typhimurium LT2 i E. coli K-12, 30% i 5%; mescla de S.
typhimurium LT2 i R. sphaeroides 2.4.1., 2% i 70%; mescla de S. typhimurium LT2 i B. cereus ATCC
10876, 2% per a ambdos.

Igual que la prediccié teorica, els resultats experimentals demostren que els RFLP dels gens dels 16S
ARNr amplificats per PCR estan altament influenciats pel nombre d'operons d’ADNr i pel mal
aparellament entre els encebadors i les seves seqiencies diana, i ambdds factors contribueixen
significativament a I'hora d'obtenir els perfils genetics de les soques bacterianes analitzades. Un
nombre alt d’operons d’ADNr permet una eficiencia de deteccié molt gran, i un grau d’homologia
menor entre els encebadors i les seves seqliéncies diana implica una disminucié d'aquesta. Aixi
doncs, els bacteris que presenten un nombre més baix d'operons i un major mismatch dels

encebadors poden estar infravalorats.
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Els resultats experimentals obtinguts quan s'analitzen les diferents mescles bacterianes mostren el
baix poder discriminatori de la técnica a I'hora de diferenciar bacteris molt relacionats filogenéticament.
Per aquesta rad, cal emprar dos o meés enzims de restriccio per obtenir RFLP especifics i

discriminatoris.

Durant el periode de barreja, I'analisi microscopica de la columna d'aigua del llac Gran d'Estanya ha
permes detectar els bacteris fototrofics anoxigenics rojos del sofre a molt baixes concentracions en les
fondaries més properes al sediment del llac (W14-16,5 m), on la concentracid d’'oxigen es de 4-5
mg O, mll D'altra banda, la manca de detecci6 de seqiiencies relacionades amb els bacteris
fototrofics anoxigeénics rojos del sofre per DGGE en la part més fonda del llac en el periode
d'estratificacio, I'observacid macroscopica de la coloracio roja de I'aigua entre 10-12 m de fondaria a
I'estiu al llac Gran d'Estanya i I'observacid microscopica de cel-lules que acumulen globuls de sofre
intracel-lular de la familia Chromatiaceae ens corroboren la importancia de combinar metodologies per

obtenir la maxima informacid del sistema estudiat.

El grau de similitud entre les bandes de DGGE extretes, seqtienciades i identificades i les presents en
la base de dades va ser de > 93%. Les seqiéncies obtingudes es troben majoritariament afiliades
dintre de quatre dels filums del domini Bacteria: Cianobacteria, Cytophaga-Flavobacterium-
Bacteroides (CFB), Proteobacteria (classes o i ) i Chlorobi. Relacionada amb un increment del
nombre de bandes visualitzades en els patrons de DGGE, la diversitat bacteriana del sistema és
superior en la part més fonda del llac a I'estiu que a la resta de fondaries i époques de I'any. L'analisi
de les seqiiencies obtingudes demostra que les diferéncies espacials son degudes a variacions dels
grups  bacterians  dominants  (Cianobacteria,  Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides, a-
Proteobacteria) detectats en cada fondaria del llac. En canvi, les diferéncies estacionals existents son
degudes, principalment, a l'aparicié del grup p-Proteobacteria a I'hivern (W16,5m) i a l'aparicio de
Chlorobi a I'estiu (Su10-12m).

Mitjangant I'is de la FISH s'obté informacié quantitativa dels bacteris actius presents en tota la
columna d'aigua, pero aquesta, en el nostre cas, es troba limitada per la presencia d'una elevada
fraccié de céllules autofluorescents (38-43%) i per la presencia de particules de naturalesa inorganica.
Les diferéncies espacials i estacionals detectades per la FISH estan relacionades amb les variacions
de les concentracions dels grups a-, B- i y-Proteobacteria. A pesar de ser molt comuna la presencia

de B-Proteobacteria en comunitats planctoniques en les mostres lacustres, aquestes no sembla que
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siguin predominants al llac Gran d’Estanya. A més, els bacteris sulfatoreductors es localitzen en tota la

columna d'aigua, pero la seva presencia és majoritaria en les capes més fondes.
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ANnexos

Sonda Diana (posicio ARNr) Sequeéncia (5'-3") (%) FM Especificitat Referéncia

Non338 - ACTCCTACGGGAGGCAGC 35 Control negatiu Amann et al. 1990
Eub338 16S (338-355) GCTGCCTCCCGTAGGAGT 35 Domini Bacteria Amann et al. 1990
Arch9l5 16S (915-935) GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 20 Domini Archaea Stahl D i Amann R, 1991
Alf968 16S (968-986) GGTAAGGTTCTGCGCGTT 20 o-Proteobacteria Neef A, 1997

Bet42a 23S(1027-1043) GCCTTCCCACTTCGTTT 35 f3-Protecbacteria Manz et al. 1992
Gam42a 23S(1027-1043) GCCTTCCCACATCGTTT 35 y-Proteobacteria Manz et al. 1992

Srb385 16S (385-402) CGGCGTCGCTGCGTCAGG 35 5-Proteobacteria Amann et al. 1990
Dss658 16S (658-675) TCCACTTCCCTCTCCCAT 60 Desulfosarcina, Desulfococcus, Desulfofrigus  Manz et al. 1998
Dsv698 16S (698-717) GTTCCTCCAGATATCTACGG 35 Desulfovibrio spp. Manz et al. 1998

Annex 1. Sondes utilitzades per FISH en les mostres ddl llac Gran d'Estanya. FM, Percentatge (vol/vol) de formamida en el tamp6 d'hibridacio
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ANnexos

o

gener
Temperatura mitjana (°C) 10,2
Precipitacié (mm) 138,8
Mitjana de temperatura maxima (°C) 13,5
Mitjana de temperatura minima (°C) 7,7
Dies de glagada (temperaturaminima< 0°C) 0,0
Dies de precipitacio 17,0
Temperatura maxima absol uta (°C) 16,5
Temperatura minima absol uta (°C) 2,7
Humitat relativa mitjana (%) 81,0
Irradiacié mitjana diaria (MJ - m) 41
Velocitat mitjana del vent (m - s 1,6

Direccié dominant

febrer
12,7
0,2
17,5
8,6
0,0
1,0
23,7
34
73,2
8,5
1,3

mar¢
14,6
0,0
19,9
94
0,0
0,0
26,4
6,5
66,3
11,4
14

Annex 2. Dades meteorol ogiques de I'any 1997 a deltade I'Ebre

N Generalitat de Catalunya
Sl Departament de Medi Ambient
Direccid General de Qualitat Ambiental

abril
16,5
28,0
20,5
12,5
0,0
30
28,2
8,0
66,6
11,9
21

maig
19,0
49,4
22,4
15,4
0,0
5,0
27,4
9,7
67,6
134
1,9

juny
22,3
43,6
25,9
18,8
0,0
4,0
31,3
14,5
66,5
13,8
19

juliol agost setembre octubre novembre desembre Resum anual

24,1
7,8
28,0
20,3
0,0
4,0
32,6
16,5
63,7
16,0
1,7

255
45,6
29,2
215
0,0
4,0
315
18,2
74,3
14,2
13

231
7,2
27,0
19,5
0,0
4,0
30,4
17,2
77,1
11,6
11

20,7
18,8
25,0
16,9
0,0
6,0
335
8,7
67,2
8,9
15

14,7
31,2
18,9
10,9
0,0
9,0
23,6
6,3
64,2
57
1,4

11,6
79,2
15,7
84
0,0
10,0
20,6
32
66,6
44
1,7

17,9
449,8
219
141
0,0
67,0
335
2,7
69,4
10,4
1,6
NW

183 —



ANnexos

IR Generalitat de Catalunya

LR Departament de Medi Ambient
Direccid General de Qualitat Ambiental

gener
Temperatura mitjana (°C) 11,6
Precipitacié (mm) 86,8
Mitjana de temperatura maxima (°C) 15,2
Mitjana de temperatura minima (°C) 8,5
Dies de glagada (temperaturaminima< 0°C) 0,0
Dies de precipitacié 9,0
Temperatura maxima absol uta (°C) 22,3
Temperatura minima absol uta (°C) 25
Humitat relativa mitjana (%) 77,4
Irradiacié mitjana diaria (MJ - m?) 49
Velocitat mitjana del vent (m - s™) 19

Direccié dominant

febrer
11,4
10,6
16,2
7,8
0,0
30
215
46
72,9
7,6
14

marg
14,0
16
18,9
9,9
0,0
1,0
254
57
66,9
10,1
1,7

Annex 3. Dades meteorol ogiques de I'any 1998 al deltade I'Ebre

abril
15,5
17,4
20,1
11,2
0,0
4.0
26,0
59
53,7
12,7
2,2

maig
18,8
38,2
22,7
15,0
0,0
6,0
26,4
9,8
64,8
13,8
1,8

juny
22,5
16,0
26,3
18,8
0,0
3,0
32,0
151
67,3
154
19

juliol
25,7
4,0
29,3
22,0
0,0
1,0
32,2
19,5
63,2
16,8
2,1

agost setembre octubre novembre desembre Resum anual

255
23,6
30,0
214
0,0
2,0
33,3
159
65,9
141
1,7

22,5
0,6
27,2
189
0,0
2,0
32,3
6,9
62,2
12,3
19

18,2
6,6
22,7
14,5
0,0
2,0
29,2
10,3
59,6
9,2
2,2

13,7
0,6
18,1
9,8
0,0
2,0
25,7
31
57,8
6,3
21

9,8
73,6
144

6,3

0,0

5,0
20,0

2,7
69,2

53

19

17,4
279,6
217
13,6
0,0
40,0
33,3
25
64,9
10,7
19
NW
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ANnexos

Mostres Submostres Hivern

Chl a Bchl a Bchlc,die Proteina

(mgm? (mgm?  (mgm?)  (mgm?)
Ciso Mixolimnion 745,91 132,49 53,63 6279,86
Vilar Mixolimnion 43,65 1,32 0,54 4787,36
Vilar Monimolimnion 1,07 0,32 0,13 342,80

Annex 4A. Vaors integrats de pigments i proteines als estanyols d'en Cisd i € Vilar en

el periode de barrgja

Mostres Submostres Hivern
Chl a Bchl a Bchl c+d+e Protein
(%) (%) (%) (%)
Ciso Mixolimnion 100 100 100 100
Vilar Mixolimnion 97,61 80,77 80,77 93,32
2,39 19,23 19,23 6,68

Vilar Monimolimnion

Annex 4B. Percentatges dels valors integrats de pigments i proteines a's estanyols d'en

Cisoi e Vilar en el periode de barrgja
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Mostres Submostres Primavera Estiu Tardor
Chla(mg Bchl a Behlc,die Proteina  Chl a(mg Bchl a Bechlc,die Proteina  Chl a(mg Bchl a Bchlc,die Proteina
m?) (mg m?) (mg m?) (mgm?) m) (mg m?) (mg m?) (mgm?) m) (mg m?) (mg m?) (mg m?)
Cisd Epilimnion 9,10 2,96 9,84 20,66 27,87 0,693 34,25 589,1 141,66 5,80 141,14 747,05
Ciso Metalimnion 1049,77 89,81 808,40 1319,06 239,25 25,58 419,17 2079,78 500,60 32,19 524,25 1755,57
Cisd Hipolimnion 265,53 183,71 273,16 537,72 525,61 99,92 807,53 5146,84 415,35 105,90 959,26 5184,53
Vilar Epilimnion 47,19 3,69 3542 3395,35 18,99 0,35 10,99 4768,79 83,30 0,63 53,98 3165,67
Vilar Metalimnion 43,92 513 35,73 2216,91 14,09 5,92 11,58 1911,30 21,43 0,00 13,37 965,25
Vilar Hipolimnion 42,51 5,54 35,05 3316,54 1542 6,90 11,74 2020,43 3,52 0,00 182 265,51
Vilar Monimolimnion 3,62 0,63 2,84 641,57 15,42 6,90 11,74 2020,43 6,52 6,27 10,46 878,79
Annex 5A. Vaorsintegrats de pigmentsi proteines als estanyols d'en Cisd i €l Vilar en € periode d'estratificacio
Mostres Submostres Primavera Estiu Tardor
Chl a (%) Bchl a Bchlc,die Proteina Chl a (%) Bchl a Bchlc,die Proteina Chl a (%) Bchl a Bchlc,die Proteina
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Ciso Epilimnion 0,7 1,1 0,9 11 154 10,2 16,8 13,8 13,4 4,0 8,7 9,7
Ciso Metalimnion 79,3 325 74,1 70,3 337 39,7 325 34,2 47,3 224 32,3 22,8
Ciso Hipolimnion 20,0 66,4 250 28,6 50,9 50,1 50,7 52,0 39,3 73,6 59,0 67,4
Vilar Epilimnion 34,4 24,6 32,5 355 29,7 1,7 239 44,5 72,6 9,1 67,8 60,0
Vilar Metalimnion 32,0 34,2 32,8 23,2 22,0 29,5 251 17,8 18,7 0,0 16,8 18,3
Vilar Hipolimnion 31,0 37,0 321 34,7 241 344 255 18,8 31 0,0 23 5,0
Vilar Monimolimnion 2,6 4.2 2,6 6,7 24,1 34,4 25,5 18,8 57 90,9 131 16,7

Annex 5B. Percentatges dels valors integrats de pigmentsi proteines als estanyols d'en Cisd i el Vilar en el periode d'estratificacio
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A/B 2% 3% 5% 7% 10% 30% 50% 70% 90% 93% 95% 97% 98% 100%
15

2% 14

3% 13

5% 12

7% 11

10% 10

30% 9

50% 8

70% 7

90% 6

93% 5

95% 4

97% 3

98% 2

100%

Annex 6. Mescla de dues soques bacterianes, A i B, ales proporcions indicades. Per exemple, en el tub 3 hi haun 97% de lasoca A i un 3% de la soca B.

En negreta apareix la numeracié dels tubs utilitzada en les figures del capitol V
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