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El plancton mari esta format pel conjunt d’organismes —de
mides, tipus trofics i afiliacions taxonomiques variades— que
viuen en suspensio en la columna d’aigua. S’ha estimat que
el fitoplancton és responsable de la meitat de la produccio
primaria del planeta. Aquesta enorme produccio6 pot fluir a
través de la cadena d’herbivors (zooplancton i peixos), cir-
cular per la xarxa trofica microbiana (bacteris i protozous)
o sedimentar de la capa fotica. La importancia relativa
d’aquestes tres vies, en general modulada per la disponibi-
litat de nutrients conseqiiéncia de processos hidrodinamics,
té grans repercussions per als recursos pesquers, la bomba
biologica del carboni i la regulacio del clima. Els micro-
organismes (< 200 pm) son els principals participants del
metabolisme del sistema mari, tant del cicle biogeoquimic
del carboni (produccio i respiracid) com dels altres cicles.
Gran part d’aquest metabolisme esta mitjangat per microor-
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ganismes molt petits (de 0.2 a 2 um) i relativament desco-
neguts, el picoplancton (Sherr & Sherr 2000). Es té una idea
forca bona de 1’abundancia i activitat d’alguns tipus de pi-
coplancton que es poden reconeixer facilment (bacteris, ci-
anobacteris, protistes fototrofics i1 heterotrofics, Fig. 1), que
es tracten com a grups homogenis que suposadament fun-
cionen de manera similar. Tanmateix, cadascun d’aquests
tipus inclou una enorme diversitat, tant filogenetica (dife-
rents especies) com funcional (cada espécie pot ocupar un
ninxol ecologic diferent), que queda sovint amagada sota
una notable uniformitat morfologica. En aquest article pre-
sentaré 1 discutiré breument alguns avangos recents sobre
la diversitat (década dels noranta) i la funcio (segle XXI)
del picoplancton mari. Aquests avancos estan aportant un
coneixement fonamental per a la millor comprensié del fun-
cionament dels ecosistemes marins (Karl 2002).
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Figura 1. Fotografies de representants del picoplancton mari fetes amb diferents técniques microscopiques. A i B) Comunitat natural de bacteris marins observats

mitjangant microscopia d’epifluorescencia. Els bacteris de la figura A sén semblants entre si (al voltant de 0.5 um de diametre) mentre que els de la Fig. B presenten

morfologies diverses (cocs, bacils, filaments). C i D) Cultius observats per contrast de fases de diferents algues unicel lulars d’aspecte similar: una pelagoficia de 3 um
ide diametre (C) i una alga verda de 2 um de diametre (D). E i F) Flagel 1ats heterotrofics no identificats observats per epifluorescéncia (E) i per contrast de fases (F).
G i F) Prasinoficies d’1 a 2 um de diametre observades per microscopia electronica de transmissié: Mictomonas (G) i Pseudoscourfieldia (H).

En cicncies-en general, i en ecolo-

o 2ia microbiana en particular, canvis

en paradigmes han derivat sovint de
desenvolupaments tecnologics que
perméten explorar parcel-les de la
realitat ocultes fins aquell moment.
Aixi, la importancia dels bacteris ma-
rins es va posar de manifest gracies a
la microscopia d’epifluerescéncia, la
citometria de flux i metedes d’estima
d’activitat amb marcadors radioactius.
Pero potser cap d’aquests métodes ha
artibat tant® lluny com I’aproxima-
cio molecular, ja que cada organisme
porta escrit en el seu genoma la seva
carrega metabolica, adaptativa i evo-
lutiva. La comparaci6 de les seqiien-
cies de gens universals (com I’RNA
de la subunitat petita del ribosoma) ha
permes reconstruir la historia evoluti-
va de tots els éssers vius. I el lligam
amb I’ecologia microbiana és que es
poden utilitzar aquests coneixements
filogenetics per a identificar gens
aillats directament de la comunitat
natural. Aquesta aproximaci6é es va
aplicar per primer cop per a estudiar
la diversitat del bacterioplancton del

Mar dels Sargassos (Fig. 2) i els resul-
tats foren espectaculars: la majoria de
les seqiiencies que es van trobar no es
corresponien amb les de bacteris co-
neguts (Giovannoni et al. 1990). Poc
després es van detectar les arquees
marines (DeLong 1992). Fins aquell
moment, només s’havien trobat ar-
quees en ambients extrems, de manera
que no s’esperava la seva preséncia en
el mar. No només es van trobar arque-
es marines, sind que treballs posteri-
ors van demostrar que n’hi havia una
abundancia insospitada en el plancton
mari. Malgrat els éxits evidents en els
estudis de bacteris i arquees, es va
haver d’esperar més de deu anys per
a obtenir informacié similar sobre el
picoplancton eucariotic mari, i també
en aquest grup es va trobar una gran
participacié d’organismes descone-
guts (Diez et al. 2001).

Una de les propietats que semblen ser
universals en el picoplancton és que
les seqiiéncies ambientals s’associen
formant grups de seqiiéncies molt sem-
blants pero rarament idéntiques (Fig. 3).

Aquest fenomen, conegut com microdi-
versitat, es pot explicar segons models
d’especiacié per a organismes asexu-
als que consideren la seleccid natural
com a forca de cohesio (Cohan 2002).
Aquestes seqiiéncies semblants pero
no ideéntiques (>99% en el rDNA 1685),
correspondrien a organismes que han
divergit per deriva genética neutral pero
que ocupen el mateix ninxol ecologic i
pertanyen a la mateixa espécie (Acinas
et al. 2004). Organismes lleugerament
més distants serien ja de diferents es-
pecies. El cianobacteri mari Prochloro-
coccus ofereix un bon exemple d’aquest
darrer cas, ja que presenta ecotipus (i
per tant diferents espécies) adaptats a
diferents fondaries amb una similitud
tipica de 97% en I’rDNA. L’aproxima-
ci6 molecular també permet estudiar la
variabilitat de les comunitats naturals
al mar. Aixi s’ha vist que les comuni-
tats del picoplancton son relativament
estables a nivell espacial a la mateixa
fondaria, canvien radicalment en fonda-
ria, 1 en general segueixen les propietats
ambientals i biogeoquimiques de les di-
ferents masses d’aigua.
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Figura 2. Reconstruccié filogenética que mostra les seqiiencies del gen rRNA 16S obtingudes directament

d’una mostra de bacterioplancton del Mar dels Sargassos (en vermell) amb seqiéncies de referéncia

de bacteris cultivats (en negre). Els grups marcats amb un estel verd sén nous llinatges que no estan
representats en cap col leccié de cultiu. Modificat a partir de Giovannoni et al. 1990.

Un cop s’ha vist que el picoplancton
esta format per comunitats tant diver-
ses (i sovint amb nous organismes),
esdevé fonamental investigar la funci
de cadascun dels seus membres. De
fet, els intents per relacionar diversitat
i funcid han estat presents des dels pri-
mers estudis de diversitat microbiana,
perd és només en els darrers anys que
s’estan obtenint resultats interessants,
sobretot a partir de tres aproximacions
complementaries. Primer, és evident
que els metodes classics fallen en el
cultiu dels organismes tipics de les co-
munitats naturals, i per tant s’han es-
tablert noves formes de cultivar amb
la filosofia de recrear millor I’ambient
natural, tipicament pobre en nutrients.
S’han tingut eéxits insospitats com el
primer cultiu d’un representant del
grup SARI1I, el paradigma del bacteri
mari abundant i no cultivat (Rappé et
al. 2002). E1 SAR11 és un bacteri pe-
tit, de creixement lent, que no arriba
a concentracions elevades i que s’in-
hibeix en medi de cultiu ric: el tipic
habitant del medi oligotrofic mari. La
segona aproximacid per relacionar di-
versitat i funcid consisteix en incubar
la comunitat natural amb un precursor
metabolic marcat i després determinar
quina poblacié I’incorpora. Mitjangant
MICROFISH, una combinacidé de mi-
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croautoradiografia i1 tincid cel-lular
amb sondes moleculars especifiques,
s’ha establert que la descomposicid
de la matéria organica és una activitat
conjunta de diferents poblacions bac-
terianes (Fig. 4): els a-proteobacteris
consumirien aminoacids mentre que
les Cytophagals consumirien protei-
nes (Cottrell & Kirchman 2000). S’ha
aprofitat la composicid atipica dels

Incubacié amb proteines

Figura 3. Reconstrucci6 filogenética de seqiiencies
del gen rRNA 18S de picoplancton eucariotic mar{
molt relacionades entre si que pertanyen al grup
MAST-4 (Massana et al. 2002). Les sequéncies
provenen de sistemes molt distants: el Mediterrani
al Mar d’Alboran (ME) i a la costa de Blanes (BL),
la costa de la Bretanya (RA), el Mar del Nord (HE),
I’Atantic Nord (NA) i el Pacific Equatorial (OLI). Els
grups emmarcats en blau corresponen a seqiéncies
amb una alta similitud (>99%) i correspondrien,
doncs, a organismes de la mateixa espécie segons
el model d’evolucié neutral i cohesié per seleccié
natural (Cohan 2002 i Acinas et al. 2004).

lipids de membrana de les arquees
(basats en un enllag éter en comptes
d’ester) per a fraccionar els lipids del
picoplancton després d’una incubacid

Incubacié amb aminodcids
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Figura 4. Resultats de MICROFISH amb comunitats de bacteris marins incubades amb proteines o amb

o

aminoacids. A Peix de les
a-proteobacteris (QU), ¥

es representa el percentatge de bacteris dins de tres grups filogenetics:
-proteobacteris (y) i Cytophagals (C). A I'eix de les

cey?

es mostra la distribucié

de cel lules actives (que han incorporat proteines o aminoacids mdwactlus) en cada un dels mateixos

tres grups filogenetics. Es veu que en la incubacié amb proteines, la majoria dels bacteris que hi creixen,

i la majoria que estan actius, sén Cytophagals, mentre que en la incubacié amb aminoacids els o-

proteobacteris sén els que creixen i que estan majoritariament actius. En el cas dels y-proteobacteris no
es detecta cap tendéncia clara. Modificat a partir de Cottrell & Kirchman 2000.
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Figura 5. Comparaci6 del contingut genic (nimero de gens tnics i compartits) entre els tres genomes
sequenciats de cianobacteris unicel Julars marins: Prochlorococcus MED4 (1716 gens), Prochlorococcus
MIT9313 (2275 gens) i Synechococcus WH8102 (2526 gens). Més de la meitat dels gens de cada
organisme (1314 gens) sén comuns pels tres i representen, doncs, gens conservats en tots els éssers vius i
en cianobacteris. Els pocs gens compartits entre els dos Prochlorococcus son suficients per a diferenciar-
los del Synechococcus. Hi ha una fraccié significativa dels gens de cada organisme que és tnica (marcada
en cercle).

amb bicarbonat-'*C. Aixi, s’ha demos-
trat que les arquees marines del grup-I

a fons el potencial metabolic dels orga-
nismes. La primera seqiiéncia completa
del genoma d’un ésser viu (un bacteri)
es va presentar el 1995, 1 avui dia s’han
completat prop de 300 projectes geno-
mics i n’hi ha més de mil en curs. En-
tre els genomes seqiienciats n’hi ha uns
pocs d’organismes rellevants en el sis-
tema mari, com els cianobacteris Proch-
lorococcus i Synechococcus (Fuhrman
2003), i la seva analisi comparativa pot
ajudar-nos a entendre la seva adaptacio
i funcio a la natura (Fig. 5). Hi ha una
fraccid important del contingut génic
que és comuna, perd també una série
de gens que son caracteristics de cada
organisme i que portaran la capacitat
d’adaptacio diferencial. D’aquesta ma-
nera, podem explicar la dominancia de
Synechococcus en sistemes costaners i
afloraments per ser 1’Gnic capag¢ d’in-
corporar nitrat, i la de Prochlorococcus
en zones oligotrofiques per la seva ca-
pacitat d’utilitzar compostos regenerats
de nitrogen (amoni, urea i aminoacids)
i la seva major eficiéncia en la utilit-
zacio de ferro. També s’ha determinat
la base génica de 1’adaptacio de dife-
rents ecotipus de Prochlorococcus a la
superficie (preséncia d’una fotoliasa) o
en fondaria (més gens de pigments o
gens d’incorporacio de nitrit).

Pero la genomica encara ens ofereix
més possibilitats, com la d’obtenir in-
formaci6 genomica directament dels
sistemes naturals, sense necessitat de

Clon BAC de 130 kb

son quimioautotrofiques (Wuchter et | -

al. 2003). Una altra possible aproxima-

ci6 consisteix en separar la comunitat rRNA 165
mitjangant citometria de flux. D’aques-

ta manera s’ha vist que en condicions

naturals Prochlorococcus pot ser mixo- Identificacio filogenéetica
trofic 1 competir amb els bacteris he-

terotrofics per recursos organics com l

aminoacids (Zubkov et al. 2004). Esta
clar que aquests experiments ofereixen
multiples possibilitats d’interrogar la
comunitat sobre la funcié de cada un

Proteorodopsina

{

Expressio genica

!

Bomba de protons

Bacteri no cultivat
SAR86 dependent de la llum

dels seus components.

Paral-lelament als cultius i als experi-
ments amb comunitats naturals, la ge-
nomica ens ofereix la possibilitat, im-
pensable poc temps enrera, de coneixer

Figura 6. Exemple de P’aplicacié de la metagenomica per a descriure una funcié nova d’un
bacteri no cultivat. En una biblioteca geneética feta amb un vector BAC, que permet clonar
trossos grans de DNA ambiental, es va trobar un clon de 130 kb amb el gen rRNA 16S d’un
bacteri no cultivat, el SAR86. La seqiienciaci6 de tot el fragment va revelar un altre gen que
s’associava amb les rodopsines, una proteina que funciona com a bomba de protons o com a
receptor sensorial. Aquest gen es va poder expressar en un sistema artificial i efectivament la
proteina generada funcionava com una bomba de protons dependent de la lum.
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cultius purs, un camp d’estudi que s’ha
anomenat metagenomica, ecogeno-
mica o genomica ambiental. Per una
banda, és evident que no és possible
obtenir en cultiu tots i cada un dels
microorganismes naturals. Per ’altra,
el contingut geénic d’una espécie €s
molt més gran que el que es troba en
una soca determinada (com la que es
pot seqiienciar), degut a la importancia
en 1’evolucio bacteriana de fenomens
de transferéncia lateral i perdua génica
(Rodriguez-Valera 2004). La metage-
nomica ens permetra concixer d’una
manera directa el contingut génic de

gen van demostrar que la proteoro-
dopsina descoberta funcionava com
a bomba de protons dependent de la
[lum. Una nova forma d’utilitzacio de
la llum per a generar energia acabava
de ser descrita en un organisme mai
cultivat i aquesta nova activitat sem-
blava ser rellevant en el flux de carboni
en I’ecosistema mari. Recentment, un
estudi basat en la seqiienciacio “shot-
gun” de la comunitat ha confirmat la
importancia de les proteorodopsines al
mar i ha obert una nova era en la meta-
genomica (Venter et al. 2004).

Diversitat filogenetica
Biogeografica

1

Disseny de sondes per a FISH |

| Biblioteques genetiques |

|

Abundancia i distribucio

MASTSs

Activitat

| Aillament en cultiu pur |

|

Caracteritzacio de |’organisme

|Genc‘)mica i metagenomica

|

Estudi del potencial genetic

fracci6 important dels flagel-lats hete-
rotrofics marins (Massana et al. 2002).
Els flagel‘lats heterotrofics formen un
grup central en els ecosistemes marins
(bacterivors, herbivors, recicladors de
nutrients organics i inorganics), pero
la seva composicid especifica és virtu-
alment desconeguda, tal com passava
amb els bacteris fa una mica més d’una
decada. Estudis multidisciplinaris cen-
trats en els nous picoeucarionts com
els MAST (Fig. 7) comencen a revelar
la identitat d’organismes fonamentals
per al funcionament de l’ecosistema
mari i ajudaran a revelar les diferents
ecofisiologies probablement amaga‘des i

darrera de cada espécie. .

Per-acabar, esta clar que en els dargers
anys s’han Eitmgut dades essencials
per a conéixer els components del pi-
coplancton mari i les seves funcions)
Sabem quines espécies es troben en el
mar i com es distribueixen a través de

gradients ambientals. Mitjangant una .g

aproximacié multidisciplinaria’ de no*

ves tecniques de cultiu, interrogacio pu

de les comunitats naturals’i genomica
de cultius 1 ambiental, cgrhencerﬁ a as-
signar funcions a microorganisimes co-
neguts i desconeguts, i fins,i tot s’han
descrit funcions“que ni imaginavem,

Ty n

Es evident gt l’es"f’org ‘réalitzat per
a concixet els components del pico-
plancten ens ajuda a entendre miller la ,

informacié filogenética sera utilitzada per a dissenyar sondes dels grups més importants SH .pa-rthlp aCIO.-' ey el funCIOnament

per a ser aplicades en recomptes directes mitjangant la técnica FISH (Fluorescent In Situ del sistema gIObal. I també és evident

Hybridization). Les sondes de FISH s’aplicaran per a fer recomptes d’abundancia en el mar a'que-’ens trobem IlOle.léS al comengament

i també per a veure el comportament de cada grup en diferents tractaments experimentals - d una nova mane-ra d’ aprox1mar—nos a

(per exemple si sén depredadors i quines son les seves preses). S’ha d’intentar obtenir algun

representant d’aquest grup en cultiu, per a fer-ne un descripcié formal. Finalment es faran | les Comunltats mlcrOblanes Las bases
d estan assel}tad.es per a un futur que

Figura 7. Proposta per a una aproximacié multidisciplinari#a ’estudi de la fisiologia i ecologia
d’un grup nou de picoeucarionts marins coneguts a través de les seqiiencies del gen rRINA 188,
els MAST (Marine Stramenopiles, Massana et al. 2002). Primerament es faran més biblioteques
genétiques per a coneixer en més detall la diversitat filogenética i la biogeografia. Aquesta

estudis genomics (en cas d’obtenir cultius) o metagenomics (de comunitats naturals) pé"r a

esbrinar les capacitats metaboliques d’aquests nous organismes.

la comunitat natural. Potser la mane-
ra més elegant de fer-ho consisteix en
clonar fragments grans de DNA am-
biental (després d’una extraccié amb
molta cura) i analitzar els gens de cada
fragment. En un dels primers treballs
sobre el picoplancton mari es van ob-
tenir resultats espectaculars (Fig. 6), ja
que en un mateix fragment de DNA es
va localitzar el gen rRNA d’un bacteri
no cultivat (el g-Proteobacteri SAR86)
iun gen que codificava un pigment re-
lacionat amb la rodopsina (Béja et al.
2000). Estudis d’expressiéo d’aquest
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Un tema actual és la caractefitzacid
dels organismes responsables de les
noves seqiiencies detectades en les
analisis moleculars de picoeucarionts

marins (Diez et al. 2001). Aquestes no-

ves seqiiéncies, basicament dins dels

grups filogenétics dels estramenopils

o els alveolats, s’han trobat en tots gls -
constitueixen

sistemes investigats i
una proporcid significativa, dels: clons
analitzats. Resultats recents ..ir'ldi.qilen
que alguns grups de nous eStrarheno-
pils (MAST, Marine Stramenopiles)
son bacterivors i pode}l répr-esaentar una

o’

]

s’entreveu fascinant.
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