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RESUMEN:

La diversidad del bacterioplancton es totalmente desconocida debido a la imposibilidad de
determinar las especies in situ. Sin embargo, el conocimiento de esta diversidad es necesario tanto
desde un punto de vista tedrico (para saber si se comporta igual que la de animales y plantas), como
aplicado (por ejemplo, para poder realizar predicciones sobre las consecuencias de la liberacién de
microorganismos manipulados genéticamente en el medio). Nuestro objetivo es aproximarnos a
dicha diversidad a través del andlisis del RNA en distintas comunidades. La técnica se basa en un
aislamiento no selectivo del RNA total y su posterior separacién mediante electroforesis en geles,
bajo condiciones apropiadas para la separacion de los RNA de bajo peso moleuiar: IRNA 5S y
tRNA (Hofle 1990). Este estudio dard respuesta a una serie de cuestiones ecoldgicas relativas a la
diversidad del bacterioplancton. Por una parte se analizara tal diversidad en ambientes marinos y de
agua dulce simultineamente con la del fitoplancton. Se comprobara si la presencia de virus estd
correlacionada con una diversidad baja. Se analizaran gradientes de salinidad y de productividad
para comprobar si la diversidad se comporta segiin lo esperado de la teoria ecolégica. Finalmente, se
estudiara el caso concreto de las bacterias fototroficas del azufre por varias razones: permiten
comprobaciones gracias a las diferencias morfol6gicas entre especies, son muy abundantes en la
naturaleza, y permiten el analisis de 1a diversidad dentro de un gremio y de las razones fisiologicas
que explican la composicién en especies de un gremio.
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SUMMARY:

Diversity of bacterioplankton is totally unknown. This is due to the fact that in situ species
identification is not possible. An understanding of diversity, however, is necessary both from
theoretical (does it behave like the diversity of animals and plants?) and applied (in order to make
predictions about the fate of genetically engineered microorganisms released into the environment)
points of view. Qur objective is to approach the diversity of bacterioplankton using the RNA band
patterns in different communities. This technique consists of a non selective isolation of total RNA,
followed by separation by gel electrophoresis under conditions which separate the low molecular
weight RNAs: 5S rRNA and tRNA (Hofle 1990). This approach will provide answers to a series of
ecological questions related to diversity. Diversity of bacterioplankton will be analysed together with
that of phytoplankton in a series of freshwater and marine ecosystems. We will check whether the
abundance of viruses is correlated with low diversity of prey. Diversity will be determined in
environmental gradients of productivity and salinity to check whether bacterioplankton diversity
behaves according to ecological theory. Finally, sulfur phototrophic bacteria will be used as a case
study. This group has been chosen because it offers several advantages for our purposes: species
can, in general, be differentiated morphologically, they are very abundant in nature, and several
species can coexist in a guild and, thus, we can check whether this coexistence is due to slight
differences in physiology as predicted by theory.




ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA:

“Bacteria, with only abowut 4000 described species, remain
a terra vitae incognita because of the astonishingly small
amounz of research devoted to their diversity, as opposed
to the genetics and molecular biology of select species.”

Ehrlich & Wilson (1991) Science 253: 759.

Relacion con los proyectos anteriores del grupo de trabajo

Se puede considerar al universo vivo dividido en particulas de biomasa (Fig. 1). Dependiendo
de la propiedad de estas particulas que decidamos analizar, la aproximacién a su estudio sera
diferente. Si elegimos el tamafio como propiedad significativa, estaremos estudiando la distribucién
de las particulas en espectros de tamario. Si elegimos las caracteristicas troficas, nos centraremos en
el estudio de los flujos de energia. Por dltimo, si tomamos la taxonomia, el pardmetro macroscépico
resultante es la diversidad. Nuestra aproximacion a la ecologia microbiana ha consistido en ensayar
estas diferentes aproximaciones en ecosistemas en los que los microorganismos fueran dominantes.
Asi, en proyectos anteriores, los componentes del presente grupo de trabajo han explorado las
posibilidades de los espectros de tamarios (Gasol et al. 1991) y de la ecologia trofica (Pedrés-Alid
1991, Pedros-Ali6 et al. 1991). Para estos estudios se concentraron esfuerzos en un ecosistema, la
laguna de Cis6, que podia estudiarse con suma facilidad (Pedrés-Alié et al. 1986, Gasol et al. 1990)
y luego se extendieron parcialmente a otros sistemas: la desembocadura del Rio Ebro, la laguna
costera de la Massona, los lagos de Vilar y Banyoles, y mas recientemente, el mar Mediterraneo.

En el presente proyecto se propone utilizar 1a tercera via de aproximacion mediante estudios de
la diversidad microbiana en diferentes ecosistemas. Debido a que algunos aspectos de dicha
diversidad estdn intimamente unidos a consideraciones tréficas, se hace necesario incluir una serie
de estudios sobre la via nimero dos, concretamente sobre el papel de los virus en el plancton. Estos
aspectos troficos dan continuidad al proyecto anterior (PB87-0183, IP: C. Pedrds-Ali6) y
constituyen un puente con otro proyecto actual (MAR91-0359, IP: M. Alcaraz).
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Souc:

Importancia de la diversidad

La diversidad es importante tanto desde un punto de vista tedrico como aplicado (Sugihara
1980, May 1981, 1986). La particular distribucién de individuos en especies que tenga cada
comunidad es el resultado de un gran niimero de interacciones entre los organismos y el medio y
entre los organismos entre si. Por ello, la diversidad es una propiedad sinoptica de las comunidades.
Su estudio permite comparar distintas comunidades entre si sin la necesidad de analizar
exhaustivamente los componentes y funcionamiento de cada una de ellas.

Podra ampliarse este espacio anadiendo hojas adicionales (2 bis).



ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA:

Desde un punto de vista aplicado, esta cualidad de propiedad sindptica hace que la diversidad
pueda utilizarse como diagndstico, tanto para la evaluacion del estado de una comunidad
("monitoring"), como para la toma de decisiones de gestion de dicha comunidad ("management”,
Magurran 1988, Ehrlich & Wilson 1991). En el campo de las comunidades microbianas, este Gltimo
aspecto es de vital importancia para la toma de decisiones de gestion sobre la liberacién de
microorganismos manipulados genéticamente en el medio ambiente (por ejemplo Halvorson et al.
1985, Sussman et al. 1988).

La diversidad vy los microorganismos

La diversidad tiene dos componentes: la riqueza de especies y la equitabilidad. I a riqueza de
especies consiste simplemente en el niimero total de especies presentes en la comunidad normalizado
respecto al niimero de individuos contado o al espacio muestreado. La equitabilidad se refiere a la
regularidad en la distribucién de los individuos en cada especie (véase, por ejemplo, Margalef 1974
y Magurran 1988). El primer paso en cualquier estudio de diversidad consiste en asignar a una
especie determinada cada individuo presente en la comunidad. En €l caso de los microorganismos,
sin embargo, esto no es posible. En general, su pequefio tamaiio y su relativamente escasa
diversidad morfoldgica hacen imposible la identificacién in situ. En la mayor parte de los casos es
necesario aislar los organismos en cultivos puros y realizar una serie de pruebas bioquimicas, de
ultraestructura o immunoldgicas para poder llegar a la especie (Atlas 1983). Pero es conocido que
solamente un pequefio porcentaje de los microorganismos existentes en la naturaleza pueden ser
aislados en cultivo puro. Wayne et al. (1987), por ejemplo, estiman que s6lo se han aislado el 20%
de las especies de bacterias presentes en la naturaleza. Ademas, empiezan a aparecer pruebas que
indican que las bacterias aisladas en cultivos puros no son las mas abundantes en la naturaleza
(Giovannoni et al. 1990, Ward et al. 1990, Britschgi & Giovannoni 1991). Ward et al. (1990), por
ejemplo, estudiaron la comunidad del tapete microbiano de Octopus Spring en el Parque Nacional de
Yellowstone (EE.UU.). Dicha comunidad habia sido objeto de numerosos estudios previos por
métodos convencionales durante casi 30 afios (Brock 1978). Ward et al. aislaron de forma no
selectiva los RNA ribosémicos 168 de dicha comunidad y los secuenciaron. Ninguna de las
secuencias correspondia a ninguno de los microorganismos conocidos y ninguno de los que se
habian aislado por técnicas convencionales apareci6 entre los rescatados por Ward et al.

Por si todo esto fuera poco, la taxonomia de la mayor parte de los grupos microbianos es ain
muy deficiente (Lee et al. 1985, Margulis et al. 1989, Holt 1986-89, Balows et al. 1991). Por ello,
se desconoce la composicién especifica de las comunidades microbianas y solamente se han
realizado estudios de diversidad con diatomeas (Patrick 1967, 1975) y fitoplancton (Margalef 1974,
Estrada et al. 1988). Sin embargo, en el caso de bacterias, ciliados y flagelados, debido a que la
taxonomia depende del aislamiento selectivo de cultivos a partir de muestras, se ignora cuintas
especies distintas existen en un mismo ecosistema. De hecho, ni siquiera se sabe el orden de
magnitud de esta riqueza en especies (juna? ;jcien? ;mil?).
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Objetivo general del proyecto

En el presente proyecto intentaremos una aproximacion a la diversidad microbiana utilizando
una serie de técnicas y estrategias que nos permitiran dar respuesta a varias preguntas ecoldgicas,
soslayando los numerosos problemas arriba presentados. La aproximacion se basa en considerar la
diversidad desde el punto de vista genético, utilizando como indicadores los RNA ribosémicos y de
transferencia sobre los que se basa el actual paradigma de clasificacion de los seres vivos (Woese
1987, Woese et al. 1990, Fig. 2). La técnica que se utilizara es capaz de recuperar dicho material de
muestras naturales por procedimientos no selectivos (Hofle 1988, 1989, 1990). Esta aproximacién
obvia los problemas de aislamiento e identificacion in situ que presentan los microorganismos. Esta
idea central se desarrolla en los apartados E y G del presente proyecto.

Podra ampliarse este espacio aiadiendo hojas adicionales (2 bis).



BIBLIOGRAFIA MAS RELEVANTE (Sefalar solo aquella mas fundamental y comentaria).

Estudigs de taxonomia microbiana. Balows, Triiper, Dworkin, Harder & Schleifer (eds.
1990. The Prokaryotes 22 ed. 3 vols. Springer-Verlag) es una descripcién de todos los grupos
bacterianos con explicaciones de sus caracteristicas y métodos de asilamiento y cultivo. Holt, (editor
general, Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. Williams & Wilkins. Vols. 1-4, 1984-1989) es
considerada la maxima autoridad en taxonomia bacteriana. Lee, Hunter & Bovee (eds. 1985.An
Iluystrated Guide to the Protozoa. Soc. Protozoologists) es la referencia obligada para los
microorganismos eucariontes. Margulis, Corliss, Melkonian & Chapman (eds. 1989. Handbook of
Protoctista. Jones & Bartlett) es el equivalente del libro de Balows et al. para los microorganismos
eucariontes. Finalmente, Woese (1987. Microbiol. Rev., 51: 221-271 y 1990. PNAS, 87: 4576-
4579) presenta la moderna taxonomia de los seres vivos basada en los rRNA 168S.

Estudios sobre la diversidad en general. Magurran (1988. Ecological diversi

measurement. Princeton U P) constituye una introduccion clara y sistematica a la diversidad,
incluyendo ejercicios sobre la utilizacién de diferentes indices. En Margalef (1974. Ecologia. Omega)
se puede encontrar un tratamiento mds profundo de algunos de los aspectos de la diversidad.
Contribuciones particularmente iluminadoras a la diversidad como reflejo de la estructura de las
comunidades son las de May (1981. En May, R M (ed.), Theoretical Ecology, Principles and
Applications. 20d ed. Sinauer 197-227 y 1986. Ecology, 67: 1115-1126) y Sugihara (1980. Amer.
Nat., 116: 770-787). Por aitimo Ehrlich & Wilson (1991. Science 253: 758-762) hacen un repaso
ordenado a las razones por las que es importante el mantenimiento de la biodiversidad, tanto desde un

punto de vista tedrico como préctico.

Estudios sobre la diversidad microbiana. Los Gnicos estudios validos de diversidad en
microorganismos fueron llevadas a cabo con fitoplancton (Patrick 1967. Proc. Nat. Acad. Sci. USA,

58: 1335-1342 y 1975. En Cody, Diamond (eds.) Ecology and Evolution of Communities. Belknap
Press, 445-459). Por ello, la revision de Atlas (1983. Adv. Microb. Ecol., 7: 1) aporta tan pocas
cosas interesantes. A mediados de los 80, Pace y colaboradores propusieron aproximarse al estudio
de 1a diversidad microbiana a través del analisis del RNA en comunidades naturales, mediante técnicas
de biologia molecular (Olsen et al. 1986. Annu. Rev. Microbiol., 40: 337-365; Pace et al. 1986. Adv.
Microb. Ecol., 9: 1-55). Después de siete afios estas técnicas siguen siendo prometedoras a largo
plazo, pero los resultados que han dado, a corto plazo, son decepcionantes y parciales debido a su
gran complejidad (Giovannoni et al.. 1990. Nature, 345: 60-63; Ward et al. 1990, Nature, 345: 63-
65). La técnica que pensamos utilizar fue descrita por Hofle (1988. J. Microbiol. Methods, 8: 235-
248), quien la utilizo sobre todo con fines quimiotaxonémicos (Hofle, 1990. En Biochemical and
molecular approaches in aquatic microbial ecology, Overbeck & Chrost (eds.), Science Tech. Pub.) y
mas recientemente con fines parecidos a los nuestros (Hofle. 1988. Arch. Hydrobiol. Beih., Ergebn.
Limnol., 31: 71-77 y 1989. Proceedings ISME 5, Kyoto). ‘

Estudios sobre virus. Torrella & Morita (1979. Appl. Environ. Microbiol. 37:774-778) fueron
los primeros en sefialar 1a presencia de altas concentraciones de virus en el mar. Este punto fue
resaltado con técnicas mas cuantitativas hace apenas un par de afios por varios grupos de forma casi
simultinea (Bergh et al. 1989, Nature, 340:467-468; Proctor & Fuhrman. 1990. Nature, 343: 60-62).
A estos estudios han seguido algunos trabajos en los que se analizan las técnicas de concentracién y
recuento de virus (Bersheim, K.Y. et al. 1990. Appl. Environ. Microbiol. 56:352-356; Hara et al.
1991. Appl. Environ. Microbiol. 57:2731-2734; Suttle et al. 1991. Appl. Environ. Microbiol., 57:
721-726; Paul, J. H. et al. 1991. Appl. Environ. Microbiol. 57:2197-2204) y algiin estudio méas
ecoldgico (Bratbak et al. 1990. Appl. Environ. Microbiol. 56:1400-1405; Suttle et al. 1990. Nature,
1387:467-469; Heldal & Bratbak. 1991. Mar. Ecol. Prog. Ser. 72:205-212; Proctor & Furhman.

1991. Mar. Ecol. Progr. Ser. 69:133-142).

Estudios_sobre fisiologia de bacterias fotetréficas del azufre. Guerrero et al. (1987.

Acta Acad. Abo. 47: 125-151) es uno de los pocos trabajos en los que se intentan sistematizar las
observaciones, presentando hipétesis e intentando explicar la distribucién de bacterias fototroficas en
distintos ambientes. Beeftink, & Van Gemerden (1979. Arch. Microbiol. 121:161-167) es la base de
gran nimero de estudios realizados mis recientemente sobre diferentes procesos metabdlicos en
cultivos continuos en equilibrio. Mas & Van Gemerden (1991. Arch. Microbiol., in press) es el
primer trabajo en el que se describe la adaptaci6n de las bacterias fototréficas a la limitacion por
nutrientes (fosfato). Van Gemerden, (1987. Acta Acad. Abo. 47: 13-27) explica en términos
fisiolégicos, a partir de experiencias de laboratorio, 1a coexistencia de bacterias fototréficas rojas y
verdes observada en determinados ambientes.




OBJETIVOS CONCRETOS (ver instrucciones):

El presente proyecto constituye una aproximacion al estudio de la diversidad en comunidades
de microorganismos. Debido a las dificultades expresadas en el apartado C, el estudio se ha dividido
en una serie de objetivos que se solapan entre si y que abarcan aspectos que pueden parecer
puntuales y desligados, pero que confluyen en la diversidad desde distintos puntos de vista. La
justificacion de tales objetivos se realizard en el apartado G.

E.1. Aproximaci6n al estudio de la diversidad del bacteriopiancton.

E.1.1. Determinaci6n cuantitativa de un indice de diversidad basado en el RNA de bajo peso
molecular en distintos ambientes acuaticos. Este indice se basara en el nimero ¢ intensidad
relativa de bandas de RNA de bajo peso molecular en electroforesis en geles de agarosa

(Hofle 1988, 1990).

E.1.2. Comprobacién de si la diversidad del bacterioplancton cumple las mismas regularidades
que la de otros organismos mejor conocidos. ‘

E.1.2.1. Relacién entre diversidad y biomasa y entre diversidad y produccion bacteriana.
En principio, la diversidad deberia disminuir al aumentar Ia produccién.

E.1.2.2. Comparacién de la diversidad del bacterioplancton con la del fitoplancton. Se
espera que covarien.

E.1.2.3. Variacién de la diversidad del bacterioplancton a lo largo de gradientes que
provoquen cambios de 1a diversidad. Por ejemplo, gradientes de salinidad y de
eutrofia. Esperariamos que la diversidad disminuyera al aumentar la salinidad y la

eutrofia.

E.1.3. Comprobaci6n de la hipétesis segiin la cual la abundancia de virus en ambientes.acuaticos
solamente puede mantenerse cuando la diversidad de las presas (bacterio- y fitoplancton) es

baja.

E.2. Estudio de la diversidad de un grupo bacteriano especifico que permite contrastar el
funcionamiento de la técnica utilizada. El grupo elegido es el de las bacterias fotofroficas del
azufre (més adelante se explican las razones de esta eleccion).

E.2.1. Caracterizacién de cepas de laboratorio segiin el patrén de bandas de RNA de bajo peso
molecular. Este objetivo implica una comparacion entre cepas de cada especie y entre
especies. Con esta informaci6n se conseguird: 1. Saber si la taxonomia convencional basada
en la morfologia se corresponde con 1a basada en el RNA. 2. Disponer de una base de datos

necesaria para afrontar los objetivos posteriores.

E.2.2. Estudio de los patrones de bandas del RNA en comunidades naturales donde estas
bacterias son abundantes. Este objetivo permitird: 1. Comparar las bacterias presentes en la
naturaleza con las de laboratorio (por primera vez se sabra si se dispone en el laboratorio de
las bacterias verdaderamente abundantes en el campo). 2. Hallar la diversidad de un gremio
bacteriano en la naturaleza. 3. Realizar, por primera vez, una biogeografia de un grupo de

bacterias.
E.2.3. Realizar un estudio equivalente al del apartado 1.3 con este grupo de bacterias.

E.2.4. Comprobar la hipétesis de que 1a coexistencia de varias especies del mismo gremio (en
este caso, el fototréfico anoxigénico, Pedros-Alié 1989) solamente es posible si existen
pequeias diferencias en la forma en que utilizan sus recursos, es decir en su fisiologia. Este
objetivo confirmaria de forma experimental las propiedades que se supone deben cumplir

los gremios de organismos (Root 1967).




RAZONES QUE JUSTIFICAN LA NECESIDAD DE COORDINACION. (Sélo proyectos coordinados.)

Dadas las caracteristicas del presente proyecto, la coordinacion parecia inevitable. En primer lugar
se planted el problema de la diversidad microbiana como un objetivo interesante. Se vio que
tinicamente 1a utilizacién de técnicas moleculares permitiria este estudio. A continuacion se hizo
una biisqueda de los problemas concretos que, bajo el paraguas de la diversidad, eran
susceptibles de estudio con garantias de resuitados a corto piazo. Enseguida se vid que, para su
correcta realizacion, eran necesarias dos cosas: por una parte, habia que realizar los estudios en
una serie de sistemas acuaticos muy distintos, cada uno de los cuales permitia clarificar
diferentes problemas. Por ello, era conveniente afinar grupos con experiencia en limnologia y
en oceanografia. Y, en segundo lugar, se hizo patente que para afrontar el problema de la
diversidad en comunidades complejas era necesario, primero, utilizar las técnicas en cultivos
puros, después en sistemas sencillos y finalmente en sistemas complejos. Asi mismo, 1a
interpretacioén de los resultados seria mucho mas sencilla si se disponia de un grupo de
bacterias que pudiera utilizarse como control. Por ello se incorpor6 toda la parte de bacterias
fototréficas. Con este fin, era necesario unir un grupo con experiencia en fisiologia y cultivo de
bacterias fototréficas y otro con mayor experiencia sinecoldgica y oceanografica.

Los investigadores concretos, ademds, aportan experiencias muy distintas que ya han enriquecido
1a redaccion del proyecto y que, sin duda, enriquecerén su realizacion y resultados. Jordi Mas
aporta la experiencia en cultivos continuos y fisiologia de bacterias fototréficas adquirida
durante dos afios en Holanda en el que probablemente es el mejor laboratorio del mundo en
esta especialidad. Josep M. Gasol, sus conocimientos sinecolégicos, limnologicos y
conceptuales afinados durante dos afios en la Univesidad McGill de Canada, uno de los centros
més prestigiosos de ecologia acuitica con una inclinacion predictiva muy fuerte. Celia Marrasé
aporta su experiencia oceanogréfica de numerosas campafias en el Mediterraneo y las costas de
Africa, ademas de la experiencia adquirida en Woods Hole, uno de los centros ocenograficos
més conocidos por su calidad cientifica. Finalmente, C. Pedrés-Alié ha realizado un esfuerzo
considerable durante los tres dltimos afios por disefiar la forma idonea de introducir en la
ecologia microbiana las prometedoras técnicas de biologia molecular por una parte, y la teoria
ecoldgica general por 1a otra. El primer objetivo le ha levado a realizar estancias en los dos
laboratorios mas apropiados: el de N.R. Pace y el de M. Hofle, con el fin de aprender las
técnicas de primera mano y decidir la mas adecuada. Y el segundo objetivo se ha traducido en
la redaccién de un libro de ecologia microbiana iniciado y continuado, en sendas estancias en el
Center for Limnology de la Universidad de Minnesota, donde tuvo la oportunidad de
interaccionar con limnélogos y ec6logos expertos en ecologia general.

Existen dos ventajas mis de tipo practico. Desde el punto de vista def ICM, la colaboraci6n con la
Universidad proporciona un acceso directo al reclutamiento de futuros estudiantes y becarios,
cuestién siempre delicada desde el CSIC. Para el grupo de la Universidad, en cambio, la
asociacion con el ICM permite el acceso a unos recursos de muestreo en alta mar que, de otro
modo, serian totalmente inalcanzables.

APLICABILIDAD Y UTILIDAD PRACTICA DE LOS RESULTADOS PREVISIBLES EN EL AREA
DE LA SALUD:




HIPOTESIS, METODOLOGIA Y PLAN DE TRABAJO. (En proyectos coordinados, un ejemplar
de esta hoja para el proyecto principal y una para cada uno de los subproyectos.)

Incluyase: Sujetos de estudio. disefo, variables, recogida y analisis de datos,
dificultades y limitaciones del estudic, asi como etapas de su desarrolio.

G.1. Consideraciones generales.

Partimos del hecho de que se desconoce absolutamente todo acerca de la diversidad del
bacterioplancton. Intentaremos aportar alguna luz explorando Ia diversidad a dos niveles: a)
el bacterioplancton de forma global y b) un gremio bacteriano, el de las bacterias fototroficas
del azufre, de forma especifica. Aunque pretendemos llevar a cabo el proyecto de forma
integrada, cada uno de los dos grupos de trabajo se centrara en uno de los dos objetivos. El
grupo del ICM en el primero y el de Ia UAB en el segundo. Sin embargo, existira una total
permeabilidad entre ambos, de forma que algunas de las técnicas més especializadas se
optimicen en uno de los dos laboratorios y alli se realicen todos los experimentos que la
requieran. Asi mismo, la proximidad geogréfica facilitaré ]a realizacion semanal de
seminarios conjuntos para discutir los progresos del trabajo realizado. De hecho, la
colaboracién entre ambos grupos lleva ya un afio funcionando con una serie de estudios
sobre el ciclo del azufre, por lo que 1a coordinacion durante la realizacion del presente
proyecto esti garantizada.

G.2. Metodologia.

Casi todas las técnicas necesarias han sido previamente utilizadas por los componenetes del
equipo investigador. Las que se utilizardn por primera vez son la electroforesis de RNA de
bajo peso molecular, y la determinaci6n de la abundacia de virus. Por ello hemos sido
sumamente cuidadosos en su eleccion y en establecer contactos con los investigadores que
las han puesto a punto: M. Hofle, como ya se comentd, para la primera y M. Heldal

(Bergen, Noruega) para la segunda.
G.2.1. Patrones de bandas del RNA de bajo peso molecular.

Esta es la técnica fundamental para todo el proyecto y, por ello, justificaremos su utilizacion con
algiin detalle, La técnica ha sido desarrollada por Manfred Hofle (Instituto Alemén de
Biotecnologia, Braunschweig, Alemania), quien la ha utilizado principalmene desde un
punto de vista de quimiotaxonomia (Hofle 1988a y b). En los (itimos aiios, ha iniciado su
utilizacién en muestras naturales con fines parecidos a los aqui propuestos (Hofle 1989,
1990). El investigador principal de este proyecto visitd e laboratorio del Dr. Hofle en
octubre de 1990 (entonces en Plon) y existe una relacion continuada con €l. De hecho, uno
de los becarios que participaran en el presente proyecto visitara el laboratorio del Dr. Hofle a
principios de 1992. La técnica ha sido esquematizada en Ia Fig. 3. Su sencillez garantiza, en
nuestra opinion, el éxito en su utilizacién en el campo. La mayor parte de técnicas de
biologia molecular, por el contrario, tienen una complejidad que ocasiona que en muestras
naturales no produzcan resultados fiables y requieren una experienecia y recursos en
biologia molecular que est4n fuera del alcance de cualquier ecologo. Esto es especiaimente
cierto para las técnicas desarrolladas por Pace y colaboradores, cuyo laboratorio tambien fue
visitado por el investigador principal de enero a marzo de 1990 (Pedr6s-Alié 1990). Estas
técnicas serdn imprescindibles a largo plazo (diez o quince afios), pero su utilizacion en
ecologia es todavia prematura y es convenienete dejar que los bidlogos moleculares las
perfeccionen hasta que su utilizacién sea menos problemética. Creemos, por todo ello, que
hemos elegido 1a técnica Gptima para nuestros propositos. Su sencillez y el contacto

permanente con su creador garantizan el éxito de su aplicacién en ecologia. Los problemas y

limitaciones de la técnica han sido descritos con anterioridad (Hofle 1990).

G.2.2. Para cumplir los distintos apartados del objetivo E.1 se necesitan, ademas, las siguientes
técnicas:

La microscopia de epifluorescencia en muestras tefiidas con DAPI (Porter & Feig 1980) se
utilizara para determinar la abundancia bacteriana. La biomasa de calcularé a partir de las
abundancia y de los volimenes celulares determinados mediante microscopia 6ptica de
fluorescencia y de contraste de fases, utilizando un sistema de anilisis de imagenes.

Podri ampliarse este espacio afnadiendo hojas adicionales (6 bis).
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La técnica de la frecuencia de células en division (FDC, Hagstrom et al. 1978) se utilizara para
determinar la produccion bacteriana heterotréfica. Para ello se utilizardn imagenes captadas

por microscopia electrénica de barrido.

La abundancia y diversidad del fitoplancton se determinard mediante la técnica de Utermohl. En
algunos casos se utilizard también la técnica del RNA de bajo peso molecular con fines

comparativos.

Determinacién de la abundancia de virus mediante su concentracién y posterior recuento por
microscopia. Se ensayaran dos técnicas de concentracion, centrifugacion a altas velocidades
(Barsheim et al. 1990) y filtracién por flujo tangencial (Proctor & Fuhrman 1991). Asi
mismo, se ensayaran dos técnicas de recuento, por microscopia de epifluorescencia (Hara et
al. 1991) y por microscopia electronica de transmisién (Bersheim et al. 1990). Se decidira
cual es la combinaci6n 6ptima y finalmente se utilizard con muestras naturales.

G.2.3. Para cumplir los distintos apartados del objetivo E.2 se necesitan, ademas, las siguientes
técnicas:

Cultivo de bacterias fototréficas del azufre por los métodos convencionales y en cultivos
continuos, que requieren condiciones de esterilidad, anaerobiosis y alternancia de luz y
oscuridad (Triiper & Pfennig 1990). :

Estudio de la fisiologia de algunos cultivos puros de estas bacterias. Concretamente, se necesita
poder determinar las sustancias de reserva (tales como poliglucosa, PHB, azufre
intracelular), compuestos indicadores de biomasa (tales como niimero de células, volumen
celular y pigmentos), y concentraciones de algunos sustratos y productos del metabolismo,
tales como acidos grasos volatiles (acetato, piruvato, etc.), nutrientes inorganicos (fosfato y
amonio) y varios compuestos del azufre (sulfhidrico, tiosulfato, sulfato, polisulfuros y

politionatos).
G.3. Plan de trabajo general.

El primer paso para un estudio de 1a diversidad del bacterioplancton consiste en hallar una técnica
que permita determinar el niimero de especies presentes en una comunidad natural sin
necesidad de tener que aislar los organismos en cultivo puro. Las técnicas basadas en el
aislamiento y posterior analisis del RNA de una comunidad cumplen tales requisitos. Por
una parte, el rRNA se obtiene de forma no selectiva (Fig. 3). La biomasa es concentrada
por centrifugacién o filtracion, se rompen las células y se extrae el rRNA total. A
continuacion se separan los distintos rRNA por clonacion o por electroforesis y
posteriormente se secuencian. Por ofra parte, la taxonomia bacteriana moderna esti basada
precisamente en el rRNA (Woese 1987, Woese et al. 1990). Por ello, estas técnicas
permiten, por primera vez, realizar estudios de diversidad de bacterioplancton. Las que se
basan en 1a obtencidn de clones del rRNA 168, sin embargo, son excesivamente
complicadas y, de hecho, atin no han dado resultados claros en medios naturales (Pace et al.
1986, Olsen et al. 1986, Giovannoni et al. 1990a, b, Ward et al. 1990, Britschgi &
Giovannoni 1991). La técnica del RNA de bajo peso moleular, en cambio, es de una
sencillez extremada y ya existen algunos estudios de campo que permiten esperar muy
buenos resultados (Hofle, 1989, en preparacion). En el lago PluBsee, Hofle siguid el patron
de bandas de RNA a lo largo del invierno y la primavera. Mientras que durante el invierno
habia una gran cantidad de bandas de intensidades similares, al llegar el méaximo de
fitoplancton en primavera, el nimero de bandas quedaba reducido a unas pocas y algunas de
gran intensidad (Hofle 1989). Es facil interpretar estos resultados como el paso de una
comunidad de alta riqueza de especies y alta equitabilidad durante el invierno (de acuerdo
con una situacién de oligotrofia) a una comunidad dominada por unas pocas especies en la
primavera (de acuerdo con una situacion de crecimiento explosivo de algunas especies). La
técnica, por lo tanto, ofrece las garantias necesarias para utilizarla como eje de nuestro
estudio. La puesta a punto de esta técnica seguird varias fases:

G.3.1. En primer lugar, se pondra a punto con cultivos puros de bacterias fototroficas, ya que es
de esperar que las dificultades iniciales sean mas faciles de solucionar en el laboratorio que
en el campo. Esta fase cubrird, ademds, el objetivo E.2.1.
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G.3.2. En segundo lugar se aplicara a sistemas naturales sencillos que permitan constatar su
buen funcionamiento en muestras de campo. Uno de los sistemas elegidos para esta fase es
la comunidad de la laguna Cis6. Esta comunidad ha sido largamente estudiada por nuestro
grupo de trabajo (Pedros-Alié et al. 1986, Gasol et al. 1990) ﬁy estamos, por tanto, en
condiciones de manipularla para separar las bacterias fototréficas del resto de organismos.
Dado que varios de los cultivos puros utilizados en Ia fase anterior han sido aislados
precisamente de esta comunidad, podremos comparar los patrones de tales aislados con los
que aparezcan en la laguna y cubrir parciaimente el objetivo E.2.2. Otro conjunto de
comunidades que hemos elegido es el de las sucesivas balsas de concentracion y
cristalizacién de la sal marina en unas salinas (seguramente las de 1a punta de la Banya en el
Delta del Ebro). Estas balsas proporcionan un gradiente de salinidad que va desde la
salinidad marina hasta la saturacién. Es conocido que el niimero de microorganismos
presentes va disminuyendo a medidad que aumenta la salinidad (Rodriguez Valera et al.
1985). Por lo tanto, este sistema es idoneo para comprobar el funcionamiento de nuestra
técnica. El nimero de bandas, de acuerdo con la teoria de menor diversidad a mayor estrés
ambiental, deberia disminuir desde la salinidad marina hasta la saturacion. La intensidad de
las bandas que quedaran a salinidades mas elevadas, en cambio, deberia aumentar,
reflejando la gran biomasa y bajisima equitabilidad de los ambientes extremos. Este estudio
permitiria calibrar semi-cuantitativamente nuestro indice de diversidad microbiana y cubriria
partes de los objetivos E.1.1, E.1.2.1, E.1.2.2, y E.1.2.3.

G.3.3. La siguiente y filtima fase consistird en expandir el uso de 1a técnica a una serie de
comunidades de mayor complejidad. Por una parte se analizardn las bacterias fototroficas en
una serie de sistemas en los que son abundantes, como la laguna de 1a Massona o el lago
grande de Estanya. Esto cubrird la parte restante del objetivo E.2.2. Por otra parte, se
aplicaré la técnica a una serie de ecosistemas marinos de diversidad contrastada. En este
caso se analizard la diversidad del fitoplancton mediante técnicas convencionales y se vera si
la diversidad del bacterioplancton sigue los mismos patrones. Esto cubriré los objetivos
E.1.1, y E.1.2. Dos de los sistemas que tenemos en mente son los siguientes: a) una
comparacion entre el maximo profundo de clorofila y 1a comunidad superficial en el
Mediterrdneo occidental y b) un gradiente de productividad desde una zona de afloramiento
costero hacia alta mar en la zona de la corriente de Benguela.

G.3.4. Los objetivos restantes se refieren al estudio de los virus (E.1.3 y E2.3) yalas
diferencias fisiologias entre diferentes especies de bacterias fototroficas (E.2.4). Como ya
se ha comentado, 1a parte del trabajo referente a los patrones de RNA explicada en los
apartados G.3.1 a G.3.3 se llevaré a cabo por ambos grupos conjuntamente y, por ello, se
ha explicado aqui. El estudio de los virus se llevaré a cabo en el ICM y el de Ia fisiologia en
1a UAB. Por ello, el plan de trabajo detallado se discute en los puntos G correspondientes a

cada subproyecto.

G.3.5. Campaias para la obtencion de muestras. Con el fin de optimizar la toma de muestras de
ecosistemas tan diversos y de hacerlo de la forma més barata posible se han previsto las
siguientes medidas:

a) Todas las técnicas elegidas para ser utilizadas en el campo permiten la fijacion de las muestras
in situ y su almacenamiento para posterior anlisis en el laboratorio cuando resulte mas
conveniente. Asi, por ejemplo, para la produccion bacteriana heterotrofica se ha elegido la
frecuencia de células en division y no la incorporacion de timidina. Esto nos permite
independizar las fechas concretas de las campanas del tratamiento de las muestras. Las
muestras de ecosistemas mas inaccesibles y complejos se guardaran hasta que tengamos
total seguridad de que nuestras técnicas funcionan. Al mismo tiempo, esto nos permite
tomar las muestras en la época del afio més adecuada o cuando sea logisticamente mas
cémodo, sin necesidad de tener que procesar las muestras inmediatamemente despues.

b) Las muestras de ecosistemas menos accesible se tomarén simultaneamente con campaiias de
otros proyectos, con el fin de abaratar los costes. Asi, los miembros del grupo del ICM
participan en el proyecto MAR91-0359 que tiene presupuestadas varias campaiias
oceanograficas en el Mediterraneo occidental. Confiamos en que la adicion de los objetivos
del presente proyecto a dichas campaiias resulte en un mutualismo entre ambos proyectos.
Para las muestras de la corriente de Benguela se ha concertado ya un acuerdo con miembros
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del South Afrian Sea Fisheries para que sean tomadas en una de sus campanas de rutina y
enviadas por correo a Barcelona para su anlisis. En este caso, igualmente, se espera un
beneficio miituo de 1a colaboracion.

¢) Por otra parte, el investigador principal y uno de sus becarios forman parte de dos proyectos
presentados al programa MAST-II de la CEE. El primero de ellos se presento el pasado 15
de noviembre en Bruselas en el apartado Marine Technology. El coordinador del proyecto
es el Dr. Peter K. Bjernsen (Marine Biological Laboratory, Univ. de Copenhagen) y en €l
se pretende un estudio del andlisis de imégenes digital para la estima de la biomasa del
plancton marino. En este proyecto se pretende un trabajo de intercalibracion entre los grupos
participantes, con lo que se tendra acceso a una serie de muestras procedentes del Béltico y
del Mediterraneo. El segundo proyecto se presentard el proximo 15 de febrero en el area del
Mediterrineo y el coordinador es el Dr. Victor del Rio del Instituto Oceanogréfico de
Marbella (Milaga). En tal proyecto se pretende realizar precisamente el tipo de estudios
sobre la diversidad comentados, en el Mar de Alboran.

Todas estas consideraciones se hacen para clarificar las relaciones y solapamientos entre todos
estos proyectos, asi como el hecho de que en el presente proyecto no se solicite financiacion
para las campaiias de mar. En la preparacion de estos programas, hemos hecho un esfuerzo
considerable por obtener la mixima eficiencia en el uso de recursos tan caros como son los
necesarios para la oceanografia y creemos que nuestro proyecto tiene una coherencia interna
fuera de toda duda que, en nuestra opinion, garantiza el que pueda llevarse a cabo con éxito.

Figura 3
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HIPOTESIS, METODOLOGIA Y PLAN DE TRABAJO. (En proyectos coordinados, un ejemplar
de esta hoja para el proyecto principal y una para cada uno de los subproyectos.)

Incluyase: Sujetos de estudio, disefio, variables, recogida y anaiisis de datos,
dificuitades y limitaciones del estudio, asi como etapas de su desarrofio.

Grupo del Instituto de Ciencias del Mar (ICM). Subproyecto 1.

En el apartado G general para todo el proyecto se comentan los aspectos comunes a ambos
subproyectos. Para evitar repeticiones, aqui tinicamente se discuten los aspectos relativos a los
virus, objetivo que se llevara a cabo en el ICM.

Antecedentes e hipdtesis de partida.

En los ultimos aiios se ha puesto de manifiesto que los virus son extraordinariamente abundantes
en la mayor parte de los medios acudticos (Bergh et al. 1989, Proctor and Fuhrman 1990). Este
descubrimiento plantea varias preguntas de gran trascendencia para la ecologia del plancton:

1. {Ctal es la variabilidad en la abundancia de este virioplancton en el tiempo y en
distintos sistemas?

2. ;Ciial es su papel tréfico en la comunidad plancténica?

3. ;Qué impacto tiene sobre las poblaciones planctdnicas presa?

A pesar de que se han sucedido las publicaciones en este campo (Suttle et al. 1990, 1991, Paul et
al. 1991, Bersheim et al. 1990, Bratbak et al. 1990, Proctor and Fuhrman 1991, Heldal and
Bratbak 1991, Hara et al. 1991) las tres preguntas formuladas siguen sin respuesta debido a las
dificultades metodologicas y a lo reciente del tema. En el presente proyecto se proponen
estrategias para dar respuestas, al menos parciales, a las dos primeras preguntas y dar algo de luz
sobre la tercera. La aproximacién propuesta parte de los conocimientos detallados y extensos
sobre las relaciones entre algunos virus y sus células presa (tales como Escherichia coli y sus
fagos) por una parte y de la ecologia de poblaciones y la diversidad ecolégica por la otra.

La relacion entre los virus bien conocidos y sus presas respectivas es sumamente
especifica. Pequeias diferencias en las moleculas superficiales de la célula presa le confieren
resistencia frente al ataque. Por ello, distintas cepas de la misma especie pueden ser sensibles a
diferentes virus. Por otra parte, el mecanismo mediante el que los virus encuentran sus células
presa es por colision al azar. Los viriones tienen inicamente movimiento Browniano. Cuando, al
azar, chocan con una particula se produce una adsorcion puramente fisica. Si la particula resulta
ser una célula susceptible, se produce el ataque.

Si se realizan los calculos cinéticos correspondientes se ve que estas dos caracteristicas hacen que
una poblacién de un virus cualquiera no pueda mantenerse en el plancton si las potenciales células
presa son muy diversas (muchas especies resistentes y solo una sensible) y/o si las células son
muy poco abundantes (por debajo de 105 o 106 cels. ml-1). En la Fig. G-1 se ha representado el
nimero de viriones que permanecen en el medio, no adsorbidos a células susceptibles, a lo largo
del tiempo si el nimero de especies presentes fuera de 100, 50, 10, 5, o 1. Si hubiera 100
especies, no se produciria ninguna adsorcién en todo un afio. Si hubiera 10 especies, se tardaria.
dos meses en reducir la concentracién de viriones libres en un orden de magnitud. Pero las tasas
de desaparici6n de viriones en medios naturales son mucho mayores (entre 0.005 y 0.06 h-1). Por
ello, 1a observada persistencia de los virus en tantos medios plancténicos tiene que ir ligada a una
baja diversidad de Ias presas potenciales, bien temporal (por ejemplo después de un “bloom” de
fitoplancton), o bien permanente (por ejemplo en sistemas expuestos a condiciones extremas).
Como se ve, la presencia de virus estd intimamente ligada a la diversidad de la comunidad de
especies presa. Y, en consecuencia, se propone el plan de trabajo siguiente.

Podra ampliarse este espacio anadiendo hojas adicionales (6 bis).



Phage ml-1

G-6bis

Plan de trabajo con indicacién de la metodologia a seguir.

Primero. Con el fin de asegurar la puesta a punto de las técnicas, se analizara la concentracion de
virus en sistemas muy sencillos y bien conocidos en primer lugar para, con posterioridad,
expandirlos a ecosistemas mas complejos. Esta determinacién del nimero de virus, como puede
apreciarse, est4 intimamente ligada a las determinaciones de diversidad explicadas en el apartado
G conjunto, y se realizardn simultineamente. La cuantificacidn del virioplancton se realizara
mediante microscopia electrénica de transmision y microscopia de epifluorescencia (Paul et al.
1991, Bersheim et al. 1990, Heldal and Bratbak 1991). Los sistemas elegidos intentan abarcar
ambientes en los que exista gran variedad de los pardmetros que nuestra hipétesis considera
relevantes: la diversidad y la abundancia de células presa. Algunos de los sistemas seran:

a) Perfil vertical en la laguna de Cisd y en el estuario del rio Ebro (con gradientes opuestos
de oxigeno y sulfhidrico).

b) Sucesién de cubetas de sedimentacién en unas salinas, todavia por determinar (con
gradiente de salinidad).

¢) Transecto horizontal desde una zona de afloramiento costera (en la zona de la corriente
de Benguela) hacia alta mar (gradiente de produccion primaria alta a baja).

d) Distintas masas de agua antarticas con distintos grados de productividad. Solamente si
se consigue acceso al buque oceanogréfico Hespérides en alguna de las campaiias del verano
austral.

e) Transecto desde una fuente termal hacia su desagiie, ambiente todavia por
determinar(gradiente de temperatura alta a normal).

f) Perfil vertical en el Mediterraneo occidental (comparando la zona superficial y la del
méximo profundo de clorofila).

Segundo. En este apartado se pretende averiguar la relacién entre €l estado fisiologico del
fitoplancton y su susceptibilidad al ataque por virus. Para ello se realizarin estudios
experimentales en microcosmos (Estrada et al. 1988, Marrasé et al. 1989). En estos experimentos
se determinard la presencia o ausencia de virus a lo largo del tiempo , tanto en el medio como en el
interior de las células incubadas en microcosmos manipulados para producir diferentes tipos de
limitacién y estado fisiol6gico en el fitoplancton.

Bibliografia.
La bibliografia citada puede encontrarse al final del apartado G general para todo el proyecto.
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HIPOTESIS. METODOLOGIA Y PLAN DE TRABAJO. (En proyectos coordinados, un ejemplar
de esta hoja para el proyecto principal y una para cada uno de los subproyectos.)

Incluyase: Sujetos de estudio, disefo, variables, recogida y analisis de datos,
dificultades y limitaciones del estudio, asi como etapas de su desarrollo.

Grupo de la Universidad Auténoma de Barcelona (UAB). Subproyecto 2.

En el apartado G general para todo el proyecto se comentan los aspectos comunes a ambos
subproyectos. Para evitar repeticiones, aqui Ginicamente se discuten los aspectos relativos a las
diferencias fisiologicas entre las bacterias fototroficas del azufre, objetivo que se llevard a cabo en la

UAB.
Antecedentes e hipotesis de partida.

Las bacterias fototroficas del azufre son microorganismos bastante especializados que obtienen
energia a partir de la luz y poder reductor para su biosintesis a partir de compuestos reducidos del
azufre, como sulfhidrico (H;S) o tiosulfato (S203=). Debido a que estos compuestos son esenciales
para permitir el crecimiento, estos organismos se encuentran habitualmente asociadas a ambientes
anoxicos (Gorlenko et al. 1983, Guerrero et al. 1987), como fuentes sulfurosas, superficie de
sedimentos anaerdbicos, partes profundas de lagos estratificados o algunas cubetas ocednicas de
circulacion restringida en las que los compuestos arriba mencionados se encuentran de forma
relativamente abundante. En general, se suelen encontrar tres o cuatro especies de estas bacterias
coexistinedo en abundancias extraordinarias, con lo que el agua se tifie de rosa, verde o marrén
segiin los carotenoides dominantes. Asi pues, existe coexistencia de especies de un mismo gremio.
De acuerdo con la teoria ecolégica (Root 1967), esto solamente es posible si las especies presentes
se difer cias en sus capacidades fisiologicas.

La informacién de que se dispone sobre la fisiologia de las bacterias fototréficas del azufre es
bastante extensa. Se ha estudiado el efecto de diversos factores ambientales como la temperatura, el
pH y, de forma ms extensa, la limitacién por el donador de electrones (Van Gemerden y Beeftink
1978, Beeftink y Van Gemerden 1979) o por nutrientes tales como el fosfato (Mas y Van Gemerden
1991). Debido a problemas metodoldgicos, el efecto de 1a intensidad de luz sobre su crecimiento ha
sido muy poco estudiado aunque, por el contrario, se ha hecho énfasis en el efecto de los ciclos
luz/oscuridad (De Wit 1989). En cualquier caso, la prictica totalidad de los trabajos arriba
mencionados se han realizado sin garantias de que los cultivos utilizados fueran representativos de
las organismos verdaderamente predominantes en la naturaleza, con lo que la extrapolacion de los
resultados a las poblaciones naturales se hace extremadamente dificil. Estudios de enfoque mas
ecolégico como los realizados por Van Gemerden (1974, 1987) y Van Gemerden y Beeftink (1981)
tratando de explicar la coexistencia de diferentes bacterias fototréficas del azufre, a pesar de resultar
iluminadores en muchos aspectos, participan también de los inconvenientes que se acaban de
mencionar.

En la parte del proyecto especifica del grupo de la UAB se propone estudiar, tomando como modelo
las bacterias fototroficas del azufre, los factores fisioldgicos que determinan tanto la diversidad
dentro de este gremio, como la composicion de especies, puesta en evidencia a través del estudio de
los RNA de bajo peso molecular. Teniendo en cuenta la informacidn disponible hasta el momento, se
ha considerado relevante el estudio de los mecanismos fisiolégicos de adaptacion a dos tipos de
condiciones adversas: Intensidades de luz limitantes, y condiciones fluctuantes (luz/oscuridad,
aerobiosis/anaerobiosis, abundancia/limitacién de nutrientes)

Metodologia y plan de trabajo

El trabajo experimental correspondiente se llevard a cabo en el laboratorio en condiciones
estrictamente controladas y requerird dos enfoques experimentales distintos.

Para estudiar la adaptacién a condiciones limitantes de iluminacién se llevarén a cabo experimentos
con diferentes aislados naturales representativos de las poblaciones predominantes. Los aislados se
harén crecer en cultivos continuos y serdn sometidos a diferentes grados de limitacion por ia luz.
Para cada una de las intensidades de luz utilizadas, y una vez el cultivo se encuentre en equilibrio, se

Podra ampliarse este espacio anadiendo hojas adicionales (6 bis).
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analizara su contenido especifico de pigmentos y de inclusiones de reserva, se cuantificardn sus tasas
metabolicas y se determinardn al mismo tiempo sus valores de Ix y Ppax.

El efecto de las fluctuaciones ambientales y la capacidad de adaptacion de los microorganismos a las
mismas puede estudiarse en el laboratorio en sistemas modelo basados en quimiostatos que permitan
alterar de forma ciclica cada uno de los factores antes mencionados (luz, oxigeno, nutrientes). Este
enfoque rinde resuitados satisfactorios, aunque el coste en términos de tiempo y material hace
prohibitiva su aplicacion al total de organismos aislados de muestras naturales. Por ello, se aplicara
en un nimero reducido de casos que se utilizarin como modelo. De forma més extensiva, se
determinaré la capacidad maxima de acumulacién de inclusiones de reserva, concretamente de
azufre, PHB y glucogeno. Este parimetro puede considerarse como un indice de la capacidad del
organismo para enfrentarse con €xito a variaciones en la disponibilidad de nutrientes y energia (Van

Gemerden et al. 1990).

Se espera que del conjunto de resultados obtenidos emerja un perfil metabdlico caracteristico del tipo
de microorganismos predominantes en las comunidades naturales de bacterias fototroficas del

azufre.

Referencias

Las referencias citadas en este apartado pueden encontrarse en la bibliografia al final del apartado G
conjunto. :



