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Abstract

Sources of organic matter in coastal areas can be both autochthonous (phytoplankton) and allochthonous 

(river inflow, groundwater, atmospheric deposition). The great variability in the structure and composition 

of this organic matter creates different ecological niches that favor increased microbial diversity in the 

system. 

Blanes Bay, where the study area is located, is considered a good example of oligotrophic coastal 

ecosystem that is also relatively little affected by human influence. Moreover, the extensive information 

and documentation recorded continuously since 1998 allows us to obtain valuable time series. 

Based on monthly samples we studied the structure of organic matter and how this affects the composition 

of the microbial community. DAPI staining and CARD-FISH method, were applied to study the structure of 

the particles found in the water, and the composition of the bacteria present in both free-living and 

associated to particles. 

In this study, we can draw the following main conclusions:  

 The concentration of particles varies throughout the year with peaks of blue particles at the 

beginning of spring, and yellow particles peaks in late spring and autumn. 

 Bacterial colonization has its maximum in spring (0.5 - 0.7%) and occurs mostly in blue (organic) 

particles regardless of size. 

 Generally free-living bacteria are much more abundant than attached bacteria to particles. 

 The composition of the attached microbial community is much more diverse than that of free-

living bacteria, where there is a high heterogeneity. 
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1 Introducció i objectius 

Tradicionalment la matria orgànica s’ha dividit de manera arbitrària en POM 

Particulated Organic Matter i DOM Disolved Organic Matter, no obstant, en realitat se 

sap que existeix en un continu de mides. La gran variabilitat en l’estructura i la 

composici d’aquesta crea doncs, diferents nínxols ecolgics que propicien un 

augment en la diversitat microbiana del sistema. 

Les partícules orgàniques no vives tenen un paper clau en el transport vertical 

d’elements i representen una base i un aport nutricional important per als organismes 

que conformen la neu marina (Mostajir et al., 1997). 

Al seu torn, tota la producció i utilització de la matèria orgànica es troba regulada 

segons l’efecte de diversos moduladors ambientals (nutrients, llum, temperatura).

A les zones costaneres les fonts de matèria orgànica poden ser tant autòctones 

(fitoplanctònica) com al·lòctones (aports fluvials, aigües subterrànies, deposicions 

atmosfèriques). 

No obstant, per començar a explicar els fluxos de tota aquesta matèria orgànica cal 

centrar-nos en la primera font i parlar de producció primària, la meitat de la qual té lloc 

als oceans (Azam & Malfatti, 2007). 

Figura 1. Classificació de la matèria orgànica segons els ordres de magnitud
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La producció primària en els sistemes marins té lloc a la regió pelàgica gràcies a la 

fotosíntesi que fa el fitoplàncton. Des d’aquest pot transferir-se per la xarxa tròfica cap 

a nivells superiors, pot caure al bentos com a POM i, remineralitzar-se contribuint a la 

bomba biològica de carboni, o pot perdre’s com a DOM. La fracció de producció 

primària que acaba com a DOM (al voltant del 50%) només pot ser utilitzada pels 

bacteris que incorporant-la a la seva biomassa, la transformen en POM i la retornen a 

la xarxa tròfica. 

Fins al 1974 però, no es té en compte el control dels microorganismes sobre una 

fracció important del flux energètic dels ecosistemes pelàgics (Pomeroy et al., 1974). 

Gràcies a la hipòtesi que planteja Pomeroy,  avui dia se sap que els fluxos mediats per 

bacteris poden suposar entre el 0 i més del 100% de la producció primària del sistema, 

pel que segons la disponibilitat de nutrients, els bacteris poden actuar com a 

consumidors o com a productors (Azam et al., 1993). 

D’aquesta manera trobem que a banda de l’efecte dels moduladors ambientals, 

l’activitat biolgica dels organismes en sí tamb juga un paper important en la 

regulació dels fluxos de la matèria orgànica (Azam et al., 1993). 

Figura 2. Diagrama de fluxos de la matèria orgànica en l’ecosistema marí.
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Per a la realització d’aquest projecte es treballa a partir de mostrejos mensuals a la 

badia de Blanes, al nord-oest del mar Mediterrani. 

Aquest indret s considerat un bon exemple d’ecosistema costaner oligotrfic i a ms 

es troba relativament poc afectat per la influncia humana. D’altra banda l’extensa 

informació i documentació registrada de manera contínua des de 1998 permet obtenir 

valuoses seqüències temporals (Gasol et al., 2012). 

La badia de Blanes està dominada per un corrent de circulació sud-oest que allunya 

l’aigua del riu Tordera, pel que les aportacions fluvials d’aquest noms tenen efectes 

rellevants després de fortes pluges (Guadayol et al., 2009). En profunditat, un canó 

submarí proper facilita l’entrada d’aigua des d’altra mar.

Com en moltes altres regions costaneres, trobem una marcada estacionalitat. 

Els estius càlids i amb vents febles faciliten l’acumulaci de matria orgànica (Vila- 

Reixach et al., 2012) generant una deficiència de nutrients amb limitació per P, que 

afecta el creixement microbià (Pinhassi et al., 2006). Els hiverns en canvi, solen ser 

freds i rics.  

Figura 4. Àrea d’estudi. Blanes, Costa Catalana
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L’estudi present s’engloba dins un dels projectes realitzats a l’ICM conjuntament amb 

les dades i el treball de diversos grups d’investigadors.

El projecte STORM Structure of Organic Matter in the coastal ocean: biogeochemical 

and ecological implications, tracta de conixer i descriure com l’estructura del carboni 

orgànic determina la dinàmica d’aquest i alhora, la diversitat microbiana i el 

metabolisme en el sistema costaner. Així els objectius a grans trets del projecte 

STORM són: 

a. Identificar les fonts de matèria 

orgànica a la zona costanera 

b. Descriure l’estructura de la 

matèria orgànica 

c. Estudiar com l’estructura de la 

matèria orgànica afecta les 

comunitats microbianes 

d. Observar l’efecte dels 

moduladors en la utilització de 

la matèria orgànica 

Partint de la constataci que l’estructura de la matria orgànica varia al llarg del cicle 

estacional, s’hipotetitza que:

 Hi haurà més partícules i agregats (majoritàriament orgànics) desprès dels 

blooms hivernals de fitoplàncton quan aquest mor o està senescent i excreta 

matèria orgànica 

 Hi haurà més partícules i agregats (majoritàriament inorgànics) desprès de 

fortes precipitacions degut a l’arrossegament de material costaner i/o fluvial

A nivell més específic de comunitats microbianes, i partint de la diversitat de nínxols 

ecològics que comporta la presència de partícules i agregats,  tamb s’hipotetitza que:

 La composició de les comunitats microbianes serà diferent en funció de si són 

de vida lliure o estan adherides 

 La composici de les comunitats microbianes variarà al llarg de l’any segons 

l’estacionalitat

Figura 3. Diagrama d’estudi del projecte STORM
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2 Material i mètodes 

2.1 Mostreig 

Recol·lecci mensual de mostres d’aigua marina de la badia de Blanes, al Nord-oest 

del Mar Mediterrani (41º 40’ N; 2º 48’ E). Per a aquest estudi s’han utilitzat les mostres 

obtingudes des de febrer del 2012 fins a juny del 2013. 

Nota: Degut a la realitzaci d’una campanya de llarga durada, no hi ha dades del mes 

de Maig del 2012. 

Els mostrejos es realitzen a 0.5 milles (0.804 Km) de la costa amb aigua de superfície 

pre-filtrada per una malla de 200 m, i s’utilitzen bidons rentats de polipropilè de 20 L. 

2.2 Paràmetres ambientals 

Durant els mostrejos s’obtenen tamb mesures dels paràmetres ambientals de 

temperatura i salinitat i es fa una mesura de la fondària amb el disc de Secchi. 

Figura 5. Localització de la zona de mostreig. Badia de Blanes, Mediterrani NO.

Figura 6. Mostreig. Recol·lecció de mostres i presa de dades amb el CTD.
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2.3 Abundància de partícules i bacteris associats 

Per a obtenir les dades d’abundàncies bacterianes i de partícules, s’han tractat les 

mostres mitjançant la tinció DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) (Porter and Feig, 1980). 

Aquesta tècnica segueix una sèrie de passos que consisteixen en una fixació inicial, la 

filtració de les mostres, la tinció dels filtres i una posterior observació al microscopi 

d’epifluorescncia.

Nota: tant el DAPI com el fixador glutaraldehid són tòxics i irritants pel que cal tenir una 

cura especial a l’hora de dur a terme el procs.

2.3.1 Fixació de mostres per DAPI 

Fixar 135 ml de mostra amb 15 ml de glutaraldehid al 10% (fixador al 10% del volum 

final). Incubar durant 1h (no sobrepassar les 24h) a 4ºC en condicions de foscor. 

2.3.2 Filtració i tinció de les mostres de DAPI 

S’utilitza un sistema de filtraci que consisteix en unes torres de metall on s’hi aboca la 

mostra i unes reixetes connectades a una bomba de succió. 

Sobre les reixetes, col·locar els pre-filtres d’acetat de cel·lulosa de 0.8 m (AA, 25 mm) 

i mullar-los lleugerament amb aigua MilliQ. 

Sobre els pre-filtres, col·locar els filtres de policarbonat negre (25 mm) amb la cara 

brillant cap amunt. 

Figura 7. Sistema de filtració.
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Muntar les torres amb els cilindres de metall i 

filtrar de mica en mica el volum de mostra 

fixada que correspongui. Es preparen mostres 

amb filtres de diferents porus: 0.2 m (20 ml), 

0.8 m (20 ml), 3 m (150 ml), 5 m (150 ml) i 

10 m (150 ml). En aquest cas s’utilitzaran 

només els de 0.2 i 3 micres. 

En els últims 5 ml a filtrar, aturar la bomba de 

succió i afegir als cilindres on hi ha la mostra 

50 l de DAPI (0.5 mg ml-1). Incubar en foscor 

durant 5 min per a que les cèl·lules quedin 

tenyides i seguir filtrant fins que el filtre quedi 

sec. 

Un cop acabada la filtració, muntar els filtres 

de policarbonat negre sobre portaobjectes 

mantenint la cara brillant cap amunt. Afegir 

una gota d’oli d’immersi al centre i col·locar 

un cobreobjectes pressionant lleugerament 

per a que l’oli es reparteixi.

Les mostres preparades es guarden a -20ºC en condicions de foscor fins a ser 

observades amb llum UV al microscopi d’epifluorescncia. 

2.3.3 Recompte DAPI 

Per a obtenir les dades d’abundància bacteriana i de partícules s’han realitzat 

recomptes dels filtres de 3 m a partir de camps fotogràfics obtinguts amb el  

microscopi d’epifluorescncia utilitzant llum UV.

Per a cada mostra s’ha diferenciat entre partícules grogues (considerades 

majoritàriament inorgàniques) i partícules blaves (orgàniques) on s’han englobat tamb 

organismes (Mostajir et al., 1995). Dins els organismes tamb s’ha diferenciat, segons 

la presència de clorofil·la, entre fottrofs (la immensa majoria d’autòtrofs de superfície 

utilitzen llum) i heteròtrofs. 

S’ha mesurat cada partícula en longitud i amplada (Sheldon et al., 1972) (Mostajir et 

al., 1997) , i s’ha indicat si hi ha colonitzaci bacteriana i el nombre de bacteris en cada 

cas. 

Figura 8. Reixetes i torres de metall.
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(a) 

(b) 

A partir dels recomptes s’han obtingut dades de partícules ml-1 (incloent organismes i 

sense organismes), àrea de les partícules m2 ml-1, total de bacteris en partícula ml-1, 

bacteris partícula-1 i bacteris m2 -1 de partícula.  

Figura 9. Imatges de DAPI al microscopi d’epifluorescència. (a) Febrer del 2013 i (b) Setembre del 2012.
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2.4 Abundància de grups bacterians específics 

A fi d’apropar-nos a la diversitat de la comunitat microbiana present a la badia de 

Blanes, s’ha realitzat un estudi utilitzant mostres representatives de cada estaci de 

l’any triades a partir dels resultats obtinguts amb la tinció per DAPI: Juliol del 2012 

(estiu), Octubre del 2012 (tardor), Febrer del 2013 (hivern) i Maig del 2013 (primavera). 

Les mostres d’aigua s’han recollit durant els mostrejos seguint el protocol descrit 

anteriorment i s’hi han estudiat els bacteris tant en vida lliure com associats a 

partícules. 

Per a obtenir les dades d’abundància de grups bacterians específics, s’han tractat les 

mostres amb la tècnica de CARD-FISH (Catalyzed Reporter Deposition Fluorescence 

In Situ Hybridization) (Amann et al., 2008). Aquest mètode és utilitzat per a la 

identificació, quantificació i caracterització de poblacions microbianes filogenèticament 

definides. 

2.4.1 Fonament de la tècnica. FISH i CARD-FISH 

FISH es basa en la utilització de sondes d’oligonucletids que s’uneixen al RNAr i 

poden estar adherides a fluorocroms o a enzims com el de peroxidasa de rave, per 

facilitar-ne la detecció. 

Les molcules de RNAr que s’utilitzen com a diana tenen certes característiques que 

les fan altament vàlides per a la tècnica de FISH: 

 Totes les cèl·lules necessiten ribosomes per a la traducció proteica i com que 

cada cèl·lula conté nombrosos ribosomes, aquestes molècules objectiu són 

amplificades. 

 La conservació de les seqüències de RNAr és irregular de manera que, jugant 

amb el disseny d’especificitat de les sondes, es poden detectar des d’espcies 

fins a grans fílums o dominis. 

CARD-FISH és un mètode que incrementa molt la sensibilitat de la tècnica FISH i 

augmenta la fracció de cèl·lules que podrien ser identificades amb una sonda 

convencional. Així s’obt un increment de la resposta del 50 fins al 80%.
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En CARD-FISH s’utilitza una 

sonda amb un oligonucleòtid que 

duu unit covalentment l’enzim 

peroxidasa de rave ‘Horseradish 

Peroxidase’ (HRP) per a la 

hibridació in situ. 

L’amplificació posterior 

s’aconsegueix utilitzant molècules 

múltiples de tiramida marcada 

amb fluorescència (Alexa448), que 

és radicalitzada per l’enzim, 

produint un senyal més fort. 

2.4.2 Fixació de mostres per CARD-FISH 

Fixar 9 volums de la mostra amb 1 volum de paraformaldehid, PFA al 10% (fixador al 

1% del volum final). Incubar a 4ºC durant 24h. 

20 ml per al filtre de 0.2 m  18 ml mostra + 2 ml PFA 

150 ml per al filtre de 3 m  135 ml mostra + 15 ml PFA 

Amb aquest primer pas, s’estabilitza la morfologia cel·lular i es preserva la integritat 

prevenint la pèrdua de mostra deguda a lisi cel·lular. 

Nota: el fixador PFA s irritant pel que cal tenir una cura especial a l’hora de dur a 

terme el procés. 

2.4.3 Filtració de mostres per CARD-FISH 

Muntar les torres de filtració seguint el protocol descrit anteriorment. Per a CARD-FISH 

però, els filtres són de policarbonat blanc. En el nostre cas s’utilitzaran noms filtres de 

0.2 i 3 micres. 

Filtrar la totalitat corresponen de mostra fixada, segons la mida del porus: 0.2 m (20 

ml) i 3 m (150 ml), i esbandir el filtre amb una xeringa de 5 ml d’aigua MilliQ filtrada 

per 0.2 m. 

Un cop acabada la filtració, retolar els filtres secs amb un llapis i transferir-los a una 

placa de petri col·locant separadors de paper blau entre ells. 

Els filtres es guarden a -80ºC fins a ser utilitzats per a la hibridació. 

Figura 10. Principi de CARD-FISH.
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2.4.4 Aplicació CARD-FISH 

CARD-FISH s’ha aplicat segons el protocol descrit per Pernthaler et al., 2004 amb els 

següents passos: 

- Adhesió ‘attachment’: submergir breument els filtres en una dissoluci d’agarosa 

(0.1% w/w). D’aquesta manera la fina pel·lícula de recobriment assegura no 

perdre cèl·lules durant els rentats del procés. 

- Permeabilització: incubar de forma successiva en solucions de lisozim i 

acromopeptidasa (pas complementari). Amb aquests passos es permeabilitza la 

paret bacteriana facilitant el pas de la sonda i l’amplificador cap a l’interior de la 

cèl·lula. 

o Lisozim (37ºC, 1h). Actua sobre els peptidoglicans de la paret bacteriana. 

o Acromopeptidasa (37ºC, 30 min). Assegura una correcta permeabilització 

alhora que actua també sobre els arqueus. 

- Hibridació: (300:1, 35ºC, 16h). Tallar el filtre en seccions per a les diferents 

sondes. En aquest cas s’utilitzen quatre sondes HRP (% de formamida):

o Gam42a (55%, Manz et al., 1992) Gamma-proteobacteris 

o CF319a (55%, Amann et al.,1995) Citòfagues 

o Alt1413 (60%, Eilers et al., 2000) Alteromonas

o Ros537 (55%, Eilers et al., 2000) Roseobacter i SAR83

- Rentat: Tampó de rentat (37ºC, 15 min) i PBS (temperatura ambient, 15 min) tot 

en foscor. S’elimina l’excs de sonda per a reduir el soroll durant l’amplificaci.

- Amplificació: tamp d’amplificaci + H2O2 + substrat Alexa448 (46ºC, 15min, 

foscor). L’enzim HRP reacciona amb la tiramida marcada i produeix senyal.

- Contratinció DAPI: muntatge de les seccions en un portaobjectes amb solució de 

DAPI anti-decolorant (1g ml-1). 
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Les mostres preparades es guarden a -20ºC en condicions de foscor fins a ser 

observades al microscopi d’epifluorescncia.

Figura 11. Passos bàsics de la tècnica de FISH.
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2.4.5 Recompte de les mostres de CARD-FISH 

Per a obtenir les dades d’abundància de grups bacterians específics, s’han realitzat 

recomptes en cadascuna de les seccions dels filtres. Els recomptes s’han realitzat al 

llarg d’un transsecte mitjanant la quadrícula de l’objectiu del microscopi 

d’epifluorescncia, el qual s’ha utilitzat amb llum blava.

Per a cada estaci de l’any s’han aplicat les quatre sondes i s’ha diferenciat entre 

bacteris lliures (filtres de 0.2 m) i bacteris associats a partícules (filtres de 3 m), de 

manera que s’han generat 32 condicions experimentals amb una mostra per a cada 

cas. 

A partir dels recomptes s’han obtingut dades de bacteris ml-1 (lliures i associats a 

partícules), percentatges de cada grup respecte el total de bacteris i percentatges 

d’associats i lliures dins un mateix grup.

Figura 12. Imatges de CARD-FISH al microscopi d’epifluorescència. Gamma-proteobacteris lliures (a) Maig del 

2013 i (b) Juliol del 2012. (c) Citòfagues associades a partícules Febrer del 2013.

(a)

(b) 

(c) 
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3 Resultats 

3.1 Paràmetres ambientals 

Durant el període d’estudi, la temperatura de l’aigua (Fig. 8a) va oscil·lar entre els 12 i 

els 25ºC amb un pic marcat durant els mesos d’estiu. 

Pel que fa la salinitat (Fig. 8b) no hi ha una clara estacionalitat, tot i que s’observaria 

una tendència a la baixa durant la primavera i la tardor coincidint amb els mesos de 

més precipitació. 

Les mesures amb el disc de Secchi (Fig. 8c) varien entre els 8 i els 20 m amb els 

valors ms alts a l’estiu quan les precipitacions són escasses i els possibles aports 

fluvials serien poc importants. 
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Figura 13. Temperatura (a) salinitat (b) i fondària del disc de Secchi (c) de l’aigua de la badia de Blanes durant 
el període d’estudi.
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3.2 Concentració de partícules i bacteris associats 

La concentraci d’agregats i partícules blaves (orgàniques) (Fig. 14a) es mou entre les 

2000 i les 4000 partícules ml-1 amb un pic ms alt al mes d’Abril de 2012, que es 

repeteix a l’any següent tot i que d’una forma no tan marcada. 

La línia que representa la concentració de partícules sense incloure organismes 

mostra una tendència bastant similar a la que inclou també els organismes. En alguns 

mesos com ara Juny i Juliol de 2012 les línies més separades indicarien una 

contribució important dels organismes sobre el total de partícules observades. 

Les variacions en l’àrea total de les partícules (Fig. 14b) van des dels 0.05 fins als 0.25 

mm2 ml-1, amb un pic al Gener de 2013 on se superen els 0.30 mm2 ml-1. Així, els 

mesos centrals d’estiu i especialment d’hivern tindrien pics amb partícules més 

grosses (70 i 125 m2 respectivament), mentre que a la primavera i a la tardor les 

partícules orgàniques tindrien una mida més petita (30 m2 aproximadament). 
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Figura 14. Concentració amb i sense organismes (a) i àrea total (b) de partícules blaves.
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La concentració de partícules grogues (majoritàriament inorgàniques) (Fig. 15a) és 

més variable que la de partícules blaves. Les partícules grogues són en general més 

nombroses, amb valors que es mouen entre les 1000 i les 6000 partícules ml-1 amb un 

pic més alt al mes de Novembre de 2012 on gaireb s’assoleixen unes 8000 partícules 

ml-1. A aquest, el segueix un segon pic corresponent a la primavera de 2013. 

Pel que fa l’àrea total de partícules (Fig. 15b) trobem que en aquest cas és més 

estable que en les blaves, i varia entre els 0.05 i els 0.17 mm2 ml-1, amb un pic de fins 

a 0.40 mm2 ml-1 al Novembre de 2012 que coincideix amb la mostra on la concentració 

és major. 
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Figura 15. Concentració (a) i àrea total (b) de partícules grogues.
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En els gràfics que es mostren a continuació, (Fig. 16a 16b i 16c) s’observa clarament 

com la presència de bacteris en partícules és molt més elevada en blaves (orgàniques) 

que en grogues (majoritàriament inorgàniques). 

No obstant, a banda de les diferncies en les magnituds el perfil d’abundància en els 

dos casos és similar (Fig. 16c). Els nivells de colonització bacteriana al llarg del cicle 

anual es mantenen entre els 300 i els 1300 bacteris en partícula ml-1 en el cas de les 

blaves, i entre els 0 i els 250 bacteris en partícula ml-1 en el cas de les grogues. A la 

primavera es dna un pic important durant el qual s’assoleixen valors de 3200 bacteris 

en partícula ml-1 en blaves i de 2000 bacteris en partícula ml-1 en grogues. 

Si es comparen les dades de colonització bacteriana (Fig. 16a 16b i 16c) amb les de 

concentració de partícules (Fig. 14a i 15a) i àrea total (Fig. 14b i 15b), es podria 

entreveure una tendència similar amb el nombre de partícules mentre que l’àrea 

d’aquestes no influiria en el grau de colonitzaci.
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3.3 Concentraci de partícules i factors d’influncia

Durant el cicle anual s’observa una proporci de partícules de cada classe bastant 

equilibrada de manera global tot i presentar variacions importants en alguns moments. 

En els mesos freds, durant la tardor i l’hivern, predominarien les partícules grogues 

especialment al mes de Novembre on representen més del 70% del total. En els 

mesos càlids, durant la primavera i l’estiu, el domini seria per a les partícules blaves 

amb un màxim a l’Agost on representen prop del 75% del total. 

En les figures presentades a continuaci s’han intentat trobar, mitjanant un anàlisi 

estadístic de Regressió múltiple, correlacions entre la variable estudiada de Partícules 

ml-1 i diversos regresors com ara: els valors dels paràmetres ambientals obtinguts 

durant el mostreig i les dades de clorofil·la i de bacteris proporcionades per altres 

investigadors del centre. 

L’estudi per a les partícules grogues (Fig. 18b) mostra una correlació significativa entre 

la variable i els regresors (p-valor<0.05) i on el model proposat permet explicar més 

del 85% de la variabilitat (R2(ajustat)). Els paràmetres amb efectes rellevants són la 

profunditat del disc de Secchi i l’abundància bacteriana (p-valor<0.05). 

Per a les partícules blaves (Fig. 18a) en canvi, el model proposat no és tan efectiu (p-

valor>0.05) i només explicaria prop del 37% de la variabilitat (R2(ajustat)). Tan sols la 

clorofil·la mostraria efectes significatius.  
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(a) 

(b) 

Figura 18. Regressió múltiple entre concentració de partícules (a) blaves i (b) grogues, i regresors 

ambientals, clorofil·la i bacteris.
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3.4 Abundància de grups bacterians específics 

Bacteris associats a partícules (Fig. 19a). L’abundància dels grups estudiats respecte 

el total de bacteris associats és diversa i varia segons l’estacionalitat.

El grup amb una abundància relativa més gran és el de Citòfagues que, a més, domina 

durant tot l’any amb un pic màxim de més del 20% a la tardor. Durant les estacions 

més càlides, la proporció de Gamma-proteobacteris se situa propera a la majoritària, 

representant un 15% mentre que a l’poca ms freda la proporci de Citfagues es 

dispara. Roseobacter i Alteromonas són els gèneres de menys abundància amb valors 

generalment per sota del 5%. 

Bacteris lliures (Fig. 19b). Citòfagues torna a ser el grup de més abundància i 

Alteromonas el de menys. Gamma-proteobacteris i Roseobacter presenten valors més 

similars que en partícules. 

Cal destacar que en aquest cas, l’abundància relativa ms alta no arriba al 1.6% fet 

que reflexa l’elevada complexitat de la comunitat microbiana.
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Figura 19. Abundàncies relatives de bacteris associats a partícules (a) i lliures (b).
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La proporció de bacteris lliures i associats a partícules per a cada grup específic 

comparteix un perfil similar en tots els casos excepte en Alteromonas. 

Majoritàriament, la fracció lliure representa més del 90% del total de bacteris del grup 

essent principalment important en Citòfagues i Gamma-proteobacteris (Fig. 20b i 20a). 

Per a Roseobacter (Fig. 20d) la fracció lliure és també molt elevada però a diferència 

del cas anterior, aquesta disminueix fins a poc més del 70% al mes de Juliol. La 

proporci de bacteris associats a partícules guanya pes a l’estiu en tots els grups.

En el cas d’Alteromonas (Fig. 20c) la fracció de bacteris associats a partícules té una 

representació important amb valors propers al 35% del total del grup. Sorprenentment, 

per al mes d’estiu s’ha obtingut una proporci d’associats del 100% mentre que a 

l’octubre aquesta disminueix fins al 5%.
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4 Discussió 

En el present treball, s’ha volgut estudiar l’estructura de les partícules i de les 

comunitats bacterianes associades en un ecosistema marí costaner. 

Per a la realitzaci de l’estudi s’han pres mostres peridiques d’aigua de la badia de 

Blanes. Posteriorment, aquestes han estat tractades amb tinció DAPI i per la tècnica 

de CARD-FISH a fi d’obtenir dades sobre abundància i característiques de les 

partícules, així com concentracions de bacteris lliures i associats totals, i dels 

principals grups estudiats. 

Amb els resultats generats a partir del tractament de les dades, s’ha mirat d’establir 

correlacions, tendències i similituds per a conèixer la dinàmica del sistema i poder 

donar resposta a les qüestions plantejades inicialment. 

4.1 Hi ha més partícules i agregats (majoritàriament orgànics) desprès dels blooms 

hivernals de fitoplàncton? 

La concentració de partícules blaves (orgàniques) i la seva proporció respecte el total, 

presenten un lleuger augment durant els primers mesos de l’any. La concentraci de 

partícules blaves assoleix el seu màxim cap als mesos de Març – Abril (3600 

partícules ml-1) mentre que els valors mínims d’aquestes es donen des de finals d’estiu 

fins a l’hivern. 

D’altra banda, l’àrea total de les partícules tamb esdev màxima a inicis d’any (Gener 

– Febrer 0.30 mm2 ml-1) mentre que torna a presentar valors més baixos des de finals 

d’estiu fins a l’hivern.

Es podria dir doncs, que les partícules blaves són més grosses i més nombroses 

durant l’poca posterior als blooms fitoplanctnics. D’aquesta manera, tot això podria 

indicar una possible entrada de matèria orgànica formada per materials provinents de 

la necromassa d’organismes planctnics, la desintegraci d’agregats fecals, etc. 

A Blanes, hi ha estacionalment un bloom de fitoplàncton que t lloc a l’hivern (Gasol et 

al., 2012). Així la correlació observada entre partícules blaves i clorofil·la recolzaria un 

origen fitoplanctnic d’aquestes degut, tant als propis organismes com a la contribució 

de les partícules extrapolimèriques transparents, TEP en la formaci d’agregats

(Mostajir et al., 1995).  



Pàgina | 23  

La idea d’una font fitoplanctnica autctona tamb es compleix segons les tendències 

generals observades per Riley, que descriu un cicle estacional biomodal amb pics en 

les concentracions de partícules i agregats a l’hivern i a l’estiu inicial relacionats amb 

els estocs de fitoplancton (Riley et al., 1964). Aquest model és rescatat en diverses 

ocasions (Mostajir et al., 1995), i es lliga les interaccions dels microorganismes amb 

aquests detritus plantejant que, els agregats orgànics són colonitzats com a substrat 

per bacteris tornant-se en aliment pel zooplàncton. 

Segons aquestes premisses, els pics observats en la concentració de partícules blaves 

d’aquest estudi i els pics correlatius en la colonitzaci bacteriana de partícules blaves 

reforçarien la hipòtesi inicial. 

Altres estudis, (Mostajir et al., 1997) proposen una classificació de les partícules en 

funció de la seva mida i composició, que reflexaria orígens diferents. Segons aquesta 

classificació, les partícules detrítiques (blaves) més grosses, d’entre 5 i 10 m i amb 

una ràtio C:N:P de 308:37:1, podrien provenir d’organismes planctnics morts.

En el nostre cas, si bé no hi ha dades de la composició elemental de les partícules, la 

consideraci que se n’ha fet segons la mida, s’av al proposat per Mostajir en el seu 

estudi del 1997. 

4.2 Hi ha més partícules i agregats (majoritàriament inorgànics) desprès de fortes 

precipitacions? 

Els pics en la concentració de partícules grogues (majoritàriament inorgàniques) 

(Mostajir et al. 1995, 1997) se centren a la tardor i a l’inici de la primavera fet que 

podria ser degut a una entrada al·lòctona de matèria durant les estacions més 

plujoses. 

Les dades de regressió indiquen que paràmetres com la fondària del disc de Secchi i 

la concentració bacteriana tenen efectes significatius sobre la concentració de 

partícules grogues, mentre que per la clorofil·la no hi ha una correlació evident. Això 

indicaria que la disminució en la transparncia de l’aigua, podria ser deguda a una 

major presència de partícules grogues. 

La correlació obtinguda entre la concentració de partícules grogues i les mesures del 

disc de Secchi s’explicaria, com es registra en altres estudis (Gasol et al., 2012), per 

dos períodes d’augment de la terbolesa corresponents a primavera i tardor que serien 

deguts a les fortes pluges prpies de l’estacionalitat mediterrània. Així les abundants 
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precipitacions comportarien una aportació extra de matèria al·lòctona, que es traduiria 

en una major terbolesa de l’aigua.

Els resultats obtinguts per a la correlació entre partícules grogues i bacteris en aquest 

estudi, es corresponen amb el mostrat en estudis anteriors (Mostajir et al., 1995) on 

tamb s’obt una lleugera correlaci entre partícules grogues i bacteris a l’inici de la 

primavera. Mostajir troba també un segon pic de partícules grogues durant els mesos 

d’Octubre – Novembre però que no guarda relació ni amb els nivells de bacteris ni amb 

els de clorofil·la. 

D’aquesta manera, es planteja la idea d’altres fonts de matèria lligades a factors 

ambientals; com podrien ser en el cas del present estudi, els aports fluvials deguts a 

les fortes precipitacions estacionals que es donen a badia de Blanes (Alonso-Sáez et 

al., 2007). 

4.3 La composició de les comunitats microbianes és diferent en funció de si són de 

vida lliure o estan adherides?  

Les abundàncies de grups bacterians específics de l’estudi present mostren, tant per a 

lliures com per a associats, valors més alts per a Citòfagues a les quals segueixen 

Gamma-proteobacteris, Roseobacter i finalment Alteromonas (pertanyents al grup de 

Gamma-proteobacteris). 

Les quatre sondes utilitzades van ser triades amb la finalitat d’aconseguir representar 

bacteris que poguessin ser trobats associats a partícules, com ara Alteromones. Tot i 

englobar-se dins els Gamma-proteobacteris, s’ha considerat aquest grup de forma 

concreta, degut a que se li han trobat gens específics d’adhesi (Eilers et al., 2000). 

A diferència del que semblen mostrar els resultats obtinguts, estudis anteriors 

(Grossart et al., 2005) demostren que els bacteris lliures i els associats a fitoplàncton 

són significativament diferents els uns dels altres i que a més estan dominats per 

grups filogenètics diferents. No obstant, cal destacar que amb les sondes utilitzades en 

el present estudi, tan sols s’arriba a representar l’1,5% del total de la comunitat 

bacteriana lliure, pel que no es poden establir conclusions específiques de la diversitat 

de les comunitats a partir d’aquesta comparaci.

Els resultats obtinguts però, si que proporcionen informació valuosa sobre la possible 

contribució de cada grup estudiat, a la comunitat bacteriana. 
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Pel que fa a bacteris associats, cal destacar que els grups estudiats presenten en 

alguns casos percentatges molt importants de la comunitat bacteriana total (Citòfagues 

20%), mentre que dins els bacteris lliures la proporció representada pels grups 

estudiats arriba tant sols al 1’5%. Segons això, es podria establir que la comunitat 

bacteriana associada a partícules està molt més definida i la conformarien un petit 

nombre de grups bacterians en front la immensa heterogeneïtat de la comunitat 

bacteriana lliure. 

Dins de cada grup específic, es manté també una tendència general amb una major 

proporció de bacteris lliures (90%). En Alteromonas, no obstant, la fracció de bacteris 

associats a partícules té més pes i en alguns casos, fa decaure la proporció de lliures 

fins a valors propers al 65%. 

De Long et al., 1993 troba que els bacteris pertanyents al grup de les Citòfagues, que 

destaquen per la capacitat de degradaci d’un ampli rang de compostos polimèrics, 

sn ms abundants en la neu marina que en l’aigua circumdant. En comparació amb 

els resultats obtinguts en l’estudi present, si b s cert que per a bacteris associats a 

partícules, Citòfagues presenten el percentatge més abundant, aquestes també són 

majoritàries en bacteris lliures. A més, les diferències exposades per De Long tampoc 

es reflecteixen en la proporció de bacteris lliures i en partícules obtinguda per a cada 

grup específic, on en aquest cas la proporció associada a patícules és molt més alta 

en Alteromonas. 

En estudis anteriors (Martinez et al. 1996), on s’han observat diferents patrons 

enzimàtics en bacteris aïllats a partir de partícules i a partir de l’aigua circumdant, es 

conclou que la dominància d’uns grups en concret podria reflectir una selectivitat vers 

la utilització dels components macromoleculars. Segons això la composició de les 

comunitats microbianes lliures i associades a partícules variaria en funció de la 

composició elemental del substrat, ja que els autors no troben diferències significatives 

entre els perfils d’activitat enzimàtica de bacteris lliures i associats.

Un altre enfoc interessant per a estudis posteriors al present treball, podria consistir en 

estudiar les diferències entre la comunitat bacteriana associada a partícules i la 

comunitat bacteriana lliure observant, activitats enzimàtiques dins de cada grup 

específic. La utilització de diferents substrats es podria quantificar amb una 

determinaci de l’activitat de diversos enzims o a partir de l’observació específica del 
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grau d’utilitzaci de diversos substrats mitjançant MAR-FISH (Microautoradiografia 

combinada amb hibridació in situ fluorescent) (Fourquez et al., 2012). 

4.4 La composició de les comunitats microbianes és diferent segons l'època de 

l'any? 

Al llarg de l’any, si bé la composició dels grups estudiats de la comunitat microbiana 

sembla mantenir-se bastant, l’abundància relativa respecte al total si que es presenta 

variable. Els resultats d’aquest estudi concordarien doncs amb la idea de que les 

variacions temporals dels substrats, comportarien variacions en els les estratègies 

d’utilitzaci de la matria, que es veurien reflectides en diferents perfils bacterians 

(Martinez et al., 1996). 

Dins de cada grup hi ha una tendència general a una major proporció de bacteris 

associats a partícules durant l’estiu, que durant la resta de l’any, com també observa 

(Alonso-Sáez et al., 2007).  Aquesta major colonització bacteriana a més, coincideix 

amb un pic observat en l’àrea total de partícules orgàniques, l’origen del qual podria 

suposar un aspecte interessant a investigar en estudis futurs. 

Els canvis observables més significatius vindrien donats per exemple, per 

Roseobacter. Associat a partícules passa de representar al voltant d’un 5% de la 

comunitat durant l’estiu i la tardor, a menys de l’1% durant l’hivern i la primavera. En 

vida lliure en canvi, presenta valors ms alts a l’hivern i la primavera, mentre que és 

gaireb absent a l’estiu. 

Aquesta ultima dada, coincideix amb els canvis estacionals descrits per Alonso-Sáez 

et al., 2007; on es mostra que l’abundància de Roseobacter augmenta davant 

condicions riques en nutrients; com a la primavera, on la disponibilitat és alta o a 

l’hivern acompanyant els blooms de fitoplàncton. 

Un altre canvi significatiu seria la baixada en l’abundància de Citfagues lliures durant 

l’estiu, quan gaireb s’iguala a Gamma-proteobacteris, mentre que la resta de l’any 

presenta valors bastant superiors. 

Gamma-proteobacteris lliures presenta valors baixos a la tardor i l’hivern, mentre que 

associat a partícules pateix un marcat augment a l’estiu que tamb coincideix amb els 

canvis exposats per Alonso-Sáez et al., 2007. Cal tenir en compte però que en els 

resultats mostrats en el present estudi, aquest pic estival no es veu representat en els 

bacteris lliures.  
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5 Conclusions 

La dinàmica de la concentració de partícules i bacteris entre febrer de 2012 i juny de 

2013 a la badia de Blanes és altament complexa i està regulada a diversos nivells per 

una gran quantitat de factors tant ambientals com propis del sistema. 

D’aquest estudi, en podem extreure les següents conclusions principals:

 La concentraci de partícules varia durant tot l’any amb pics de partícules 

blaves a l’inici de la primavera, i de partícules grogues a finals de primavera i a 

la tardor. 

La concentració de partícules grogues sembla estar inversament 

correlacionada amb la transparncia de l’aigua (fondària del disc de Secchi).

La concentració de partícules blaves en canvi, semblaria estar correlacionada 

amb la concentració de clorofil·la. 

 La colonització bacteriana té el seu màxim a la primavera (0.5 – 0.7%) i es 

dóna majoritàriament en partícules blaves (orgàniques) independentment de la 

mida d’aquestes.

 Tenint en compte els grups estudiats, la composició de la comunitat microbiana 

associada a partícules està molt més definida que la de bacteris de vida lliure, 

on trobem una alta heterogeneïtat. 

La proporció dels grups específics de bacteris estudiats representen fins a un 

20% del total d’associats a partícules, mentre que per als lliures la 

representació tan sols arriba al 1.5% en el seu màxim. 

 .En general, la proporció de bacteris associats a partícules és més alta durant 

els mesos d’estiu (entre el 10 i el 30%) que durant la resta de l’any (entre l’1 i el 

5%). 
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