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1. PRESENTACIÓ DE L'INSTITUT DE CIÈNCIES DEL MAR DE BARCELONA 

Les pràctiques a empresa s'han realitzat a l'Institut de Ciències del Mar (ICM) de Barcelona. 

L'institut pertany a l’àrea de Recursos Naturals del Consell Superior d’Investigacions Científiques 

(CSIC) i juntament amb la Unitat de Tecnologia Marina constitueixen el Centre Mediterrani 

d'Investigacions Marines i Ambientals (CMIMA). L'ICM es dedica a estudiar de forma integrada el 

medi marí i els organismes que hi viuen des d'un punt de vista pluridisciplinari que engloba els 

diferents aspectes de la recerca oceanogràfica (física, química, geològica i biològica). El centre 

s'organitza en quatre Departaments de Recerca: Oceanografia Física, Geologia Marina, Recursos 

Marins Renovables i Biologia Marina i Oceanografia. És en aquest últim on s'han dut a terme les 

pràctiques sota la direcció de la Dra. Elisa Berdalet i la col·laboració de les seves estudiants pre-

doctorals Mireia Lara i Norma Zoe Neszi. 

El Departament de Biologia Marina i Oceanografia investiga concretament diversos aspectes de 

l'ecologia bentònica i planctònica. Les línies de recerca se centren en estudis de biodiversitat i 

dinàmica de les comunitats marines, amb especial èmfasi en les xarxes tròfiques i el cicle dels 

nutrients a través dels organismes planctònics, i en els cicles biogeoquímics dels sistemes oceànics i 

costaners, amb especial atenció per les interaccions entre les característiques fisicoquímiques de les 

masses d'aigua i els processos biològics. Per aconseguir aquests objectius l'ICM disposa d'unes 

instal·lacions pioneres i combina els experiments de laboratori amb els mostreigs de camp. 

 

2. INTRODUCCIÓ AL TREBALL DE LES PRÀCTIQUES 

L'objectiu de les pràctiques realitzades a l'ICM se centra sobretot en l'aprenentatge i l'assoliment 

de competències pel que fa al disseny d'experiments i mètodes emprats per a l'estudi d’aspectes 

biològics del fitoplàncton. Per tal de desenvolupar aquestes aptituds s'ha realitzat un treball 

combinant a) mostreigs in situ, participant en les campanyes del projecte ECOALFACS a la badia 

dels Alfacs, i b) processant mostres diverses obtingudes en experiments als laboratoris de l'ICM amb 

cultius de fitoplàncton. Cada bloc de treball respon a uns objectius específics que s’indiquen a 

cadascuna de les seccions corresponents que es desenvolupen més endavant. Aquí cal remarcar la 

diferència fonamental entre els dos blocs de treball. El mostreig in situ és essencial per conèixer el 

funcionament natural d'un ecosistema però té l'inconvenient que en el seu estudi no és possible aïllar 

tots els factors que intervenen en els processos observats. Per això és necessari dissenyar experiments 

al laboratori sota condicions controlades que permetin reduir els elements que generen incertesa i que 

no es poden discernir en el mostreig in situ. Els resultats del treball al laboratori però, tenen la 

desavantatge que no són totalment extrapolables, ja que al limitar els factors que intervenen en 

l'estudi, es redueixen tant els elements com les interaccions entre ells que es poden donar de manera 
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natural en l'ecosistema. Cal recordar que les condicions controlades del laboratori no poden imitar la 

natura. La recerca avança combinant els dos tipus d’aproximacions, de camp i de laboratori, aplicant 

les precaucions adequades ja que no es poden extrapolar directament els resultats obtinguts en 

cadascuna d’elles. 

Els dos capítols en què es divideix la memòria recullen per una banda, el treball in situ dut a terme 

per estudiar les característiques físiques i biològiques de la badia dels Alfacs durant la floració 

primaveral. Per altra banda, s'exposen els experiments al laboratori estudiant els cultius de dues 

espècies potencialment tòxiques recurrents a la mateixa badia dels Alfacs (el dinoflagel·lat 

Alexandrium minutum i la diatomea Pseudo-nitzschia pungens) per veure les respostes fisiològiques 

dels cultius exposats a dues intensitats de llum. 

Tot el treball s'ha realitzat amb la col·laboració de la Mireia Lara i la Norma Zoe Neszi que 

formen part de l'equip de recerca del projecte ECOALFACS que dirigeix la Dra. Elisa Berdalet. El 

projecte ECOALFACS (Mecanismes ECOlògics de control de les proliferacions fitoplantòniques 

nocives a la Badia dels ALFACS (Delta de l’Ebre); CTM2009-09581) és la continuació del projecte 

TURECOTOX (Estudi integrat de l’acoblament entre la TURbulència de petita escala i 

l’ECOfisiologia de dinoflagel·lats TÒXics; CTM2006-13884-C02-00/MAR) i té com a objectiu 

general aportar un coneixement científic detallat de les condicions físiques, químiques i biològiques 

que afavoreixen la proliferació d'espècies fitoplàncton nocives a la badia dels Alfacs, zona 

d'explotació aqüícola. Tot això amb l'intenció de millorar la comprensió de les FANs (floracions 

algals nocives) i contribuir així a la gestió dels seus efectes en l'aqüicultura. 

FIG. 1.	
  	
  Mapa de la badia dels Alfacs, al sud del Delta de l’Ebre. La posició de la boia on es duen a terme els mostreigs durant l’estudi de 
camp s’indica amb el símbol vermell encerclat (40º 37.212' N, 000º 39.486' E). Imatge: C-MAP. 
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Com una petita introducció de la badia dels Alfacs (FIG. 1), dir que és un estuari semitancat de 12 

km de llargada i 4 km d'amplada, amb una profunditat mitjana de 3m i una profunditat màxima que 

arriba als 6m, separada del Mediterrani per una barrera de sorra que deixa una obertura d'uns 3 km. 

L'amplitud de marea és petita (15-20 cm) cosa que permet que la badia es mantingui estratificada la 

major part del temps. Tot i així, al llarg de l'any mostra oscil·lacions importants de temperatura (7-29 

ºC) i de salinitat (30-37.7). La dinàmica de la circulació està influenciada per processos físics 

naturals i d'origen antropogènic, com són els aports d'aigua dolça que rep dels canals de regadiu 

procedent de les zones de cultiu d'arròs pròximes. L'ecosistema de la badia és altament productiu, 

característica que ha permès un important desenvolupament de l'aqüicultura (peix i marisc). Des de 

1990, a la badia es duu a terme un Programa de Seguiment de la qualitat de les aigües, mol·luscs i 

fitoplàncton tòxic ja que s'han detectat episodis de floracions algals nocives (FANs). Aquestes FANs 

consisteixen en augments molt considerables de la biomassa d’alguns grups de microalgues que 

produeixen hipòxia a l’ecosistema. D’altres vegades, les FANs consisteixen en la proliferació de 

certes espècies o tàxons, que per damunt de certs llindars d’abundància (no necessàriament alts) 

poden ser ictiotòxics (p.e. Karlodinium spp.) o bé produir que toxines que, sense afectar els 

organismes filtradors que les ingereixen (musclos, cloïsses, ostres), produeixen trastorns neurològics 

i/o gastrointestinals als humans (p.e. Dinophysis, Alexandrium minutum). Cal especificar però, que la 

sola presència dels organismes potencialment nocius no va sempre lligada a la presència de toxines 

en el medi o els organismes cultivats. Tot plegat, però, pot tenir efectes negatius per a les principals 

activitats econòmiques de la zona. 

 

3. CAPÍTOL I. ESTUDI DE CAMP 

3.1. INTRODUCCIÓ 

En aquest capítol es recull part del treball de camp realitzat durant dues campanyes corresponents 

al març (dies 21-23) i maig (dies 10-12) de 2011 a la badia dels Alfacs. Les campanyes s’associarien 

a l’inici de la primavera i a la primavera avançada, respectivament. L’objectiu general de l’estudi és 

investigar com la hidrodinàmica de la Badia modula la dinàmica de les comunitats de fitoplàncton, 

amb un especial èmfasi en les espècies potencialment nocives. Les campanyes per tant, es van 

adreçar a caracteritzar les comunitats de fitoplàncton (biomassa, composició fitoplanctònica i taxa de 

creixement i depredació pel microzooplàncton) i les propietats físiques de la Badia durant la 

primavera. En aquest treball es presenten els mètodes usats i els principals resultats obtinguts en 

ambdós períodes. 

Des del punt de vista físic, l'estructura de la columna d'aigua està controlada per la variació tant de 

la temperatura com de la salinitat. La badia rep aigua dolça pels canals de reg provinents dels cultius 
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adjacents, així com un flux d'aigua dolça subterrània que en alguns punt és especialment important 

(Camp 1994). Com hem dit, es mesuren diversos paràmetres físics, primer per poder determinar 

l'estabilitat (o la barreja) de la columna d'aigua per se, i segon, per veure la possible relació entre les 

variables físiques estudiades i la comunitat biològica. Pel que fa al fitoplàncton, la concentració de 

clorofil·la constitueix l’estimador de la biomassa total. També es van prendre mostres per a 

caracteritzar les espècies, encara que no se’n presentaran resultats en aquest treball. En canvi es 

presentaran els resultats obtinguts a partir de dos experiments realitzats per a caracteritzar la taxa de 

creixement i de depredació mitjançant la tècnica de Landry & Hasset (1982). Aquí també, la 

concentració de clorofil·la és el principal paràmetre mesurat, encara que es combina amb estimacions 

d’altres pigments fitoplanctònics. Més endavant es detalla aquesta tècnica. 

 

3.2. METODOLOGIA 

3.2.1. PUNTS I DISSENY DEL MOSTREIG  

Els mostreigs es realitzen sempre en un punt situat prop d’una boia fixa que pertany a l’IRTA (40º 

37.212' N, 000º 39.486' E) (FIG. 1). A la boia, es fa primer un perfil amb CTD i s’agafen mostres per 

a fitoplàncton en 6 fondàries. Immediatament s’agafa aigua de 4.5m per a fer l’experiment de 

dilució. D’aquesta manera les característiques del perfil representen l'estructura de la columna 

d'aigua a l'inici de la incubació. 

A Sant Carles de la Ràpita s'habilita un laboratori de camp per processar les mostres de clorofil·la 

el més aviat possible. Les extraccions i les mesures posteriors es realitzen als laboratoris de l'ICM. 

 

3.2.2. PERFIL DE CLOROFIL·LA 

En primer lloc es prenen mesures físiques amb un CTD (SAIV A/S SD204) (FIG. 2). En principi 

l’instrument enregistra dades de salinitat, temperatura, terbolesa, 

fluorescència i profunditat. Previ a la baixada, es deixa el CTD submergit 

durant 30 segons sota la superfície (~1m) per estabilitzar els sensors. 

Després d'una lleugera ascensió fins a sota la línia d'aigua, es comença el 

descens lent (~10 cm·segon-1) fins a tocar fons. La lentitud és important 

ja que l'instrument que s'utilitza enregistra 8 dades/segon i interessa 

obtenir la màxima resolució evitant barrejar la columna d’aigua amb la 

vibració del CTD. S'anota l'hora en la que es fa la mesura per reconèixer 

el perfil que ens interessa quan es descarreguin les dades a l'ordinador. 

En segon lloc es prenen mostres de cada metre (o de cada mig metre) 
FIG. 2. CTD utilitzat en les 
campanyes del projecte 
ECOALFACS. 
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per analitzar la concentració de clorofil·la i la composició de les espècies de fitoplàncton a la 

columna d’aigua. Amb una bomba de buidatge connectada a una bateria de 12V i proveïda d'una 

mànega amb marques cada 0.5m, s'omplen 6 pots de policarbonat amb ~250mL d'aigua de les 

profunditats 0.5, 1.5, 2.5, 3.5, 4.5 i 5.5m. També s’omplen 6 pots que contenen formol-hexamina 

0.4% amb ~100mL d’aigua per caracteritzar les espècies de fitoplàncton. El mes de març, es van 

prendre mostres cada mig metre, de manera que se'n van recollir 24 de les profunditats compreses 

entre els 0 i els 5.5m, ambdues incloses. És important esperar 30 segons cada vegada que aprofundim 

el tub de succió per tal d'assegurar que l'aigua que es recull és la de la profunditat desitjada i no aigua 

romanent al tub de la profunditat anterior. Els pots amb les mostres d'aigua per analitzar les 

concentracions de clorofil·la s'han de conservar en fred i en la foscor (s'utilitza una nevera amb gel 

que compleix les dues condicions) fins al moment del seu processat en el laboratori de camp (veure 

anàlisis de les mostres en l'experiment de dilució). Els pots amb el fixador es guarden també en fred i 

en la foscor separats dels que contenen mostres vives. En aquesta memòria no es presenten les dades 

d’espècies de fitoplàncton ja que no se’n disposa en el moment de la seva redacció. 

Processat de les dades 

Per poder comparar físicament els perfils de les dues èpoques mostrejades s'utilitzen registres de 

CTD d'hores equiparables. Pel març s'utilitzen les dades corresponents al dia 22 a les 09:56h i pel 

maig les que es van obtenir el dia 11 a les 09:09h. Per representar amb més claredat els gràfics es 

realitza una selecció de les dades obtingudes en cada mostreig. El mètode que s'utilitza és, primer, el 

de descartar les mesures de profunditats < 0.2m ja que corresponen majoritàriament al temps de 

calibració dels sensors. Segon, seleccionar una única mesura per a cada 0.10m de profunditat amb el 

criteri d'agafar la primera en l'ordenació del perfil, comprovant que el seu valor no divergeixi molt 

dels que es troben en les profunditats immediates. Tenint en compte que l'onatge dificulta la precisió 

de l'enregistrament i pot generar certa variabilitat, es considera que la selecció de dades realitzada 

millora de manera significativa la representació gràfica del perfil (ANNEX 8.1.). 

Pel que fa a la clorofil·la, el CTD està calibrat perquè la fluorescència correspongui a 

concentracions de clorofil·la (µg·L-1). Així les lectures del fluoròmetre s'utilitzen directament per a la 

representació gràfica del perfil de clorofil·la. De tota manera, les estimacions de la concentració a les 

fondàries concretes abans indicades serveixen per a tenir un control de les mesures del CTD. 

 

3.2.3. EXPERIMENT DE DILUCIÓ IN SITU 

La tècnica de la dilució es basa en la creació d'un gradient amb la barreja d'aigua de mar natural i 

aigua de mar filtrada, i permet estimar la taxa de creixement del fitoplàncton i l'impacte de 
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l'herbivoria del microzooplàncton (Landry et al. 1995). Com a introducció remarcable a l'experiment 

de dilució, dir que contempla dues assumpcions (Landry & Hasset 1982): 

- El creixement del fitoplàncton és independent de l'efecte de la dilució. Amb cada tractament 

s'obtindrà un creixement exponencial aparent si no hi ha cap limitació (p.e. nutrients, llum). 

-  La mortalitat del fitoplàncton per herbivoria del microzooplàncton és proporcional a l'efecte que 

la dilució té sobre l'abundància d'herbívors, ja que la depredació depèn de la trobada entre 

depredador-presa. 

D'aquesta manera s'assumeix que hi ha una relació lineal entre el creixement del fitoplàncton i el 

factor de dilució. Si resultat és lineal sembla que les assumpcions funcionen, si no es detecta 

linealitat en la taxa de creixement aparent del fitoplàncton en funció de la dilució, podria estar no 

complint-se la segona assumpció degut a una saturació en la resposta funcional dels herbívors 

(Gallegos 1989, Andersen 1991). Però no s'esperen respostes d'aquest tipus si no hi ha limitació per 

nutrients i es pot mantenir una taxa específica de creixement màxima durant la incubació. 

Es coneix, a partir de dades prèvies recollides al llarg del projecte TURECOTOX, que a la badia 

el màxim profund de clorofil·la es troba al voltant dels 4.5m de profunditat, per sota l'haloclina. 

Aquesta informació s'ha volgut corroborar amb les dades del perfil en cada campanya per assegurar 

una bona  metodologia en l'experiment de dilució i poder interpretar amb més robustesa les dades 

que se n'obtinguin. 

Per obtenir l'aigua filtrada que s'utilitzarà, des de la barca, es succionen amb la bomba de buidatge 

20L d'aigua de mar de 4.5m de profunditat. Seguidament al laboratori de camp, aquesta aigua es fa 

passar per un sistema de filtres en cascada (60µm, 20µm, ACROPACK de 0.2µm) per tal d'eliminar 

tots els microorganismes que conté. El filtre de 20µm s'ha d'anar canviant i netejant regularment 

perquè es satura amb rapidesa. Disposem de dos filtres d'aquesta mida per tal de poder-los 

intercanviar quan un arriba a la saturació i s'ha d'aclarir amb aigua abundant. L'aigua filtrada es 

conserva en un lloc fosc i fresc fins que s’utilitzi. 

Per obtenir l’aigua amb els organismes que seran incubats s'omple un altre dipòsit amb 30L 

d'aigua de mar a la mateixa estació i de la mateixa profunditat de 4.5m. És important agafar l'aigua 

de la mateixa profunditat per assegurar que té la mateixa salinitat que l'aigua filtrada. Es procedeix a 

les dilucions mantenint els dipòsits d'aigua filtrada i no filtrada protegits de la llum, amb una malla, 

en tot moment. En un gerra de 5L s'incorporen els nutrients necessaris per evitar que aquests puguin 

limitar el creixement de les algues. S'afegeixen 1.32mL de solució f/2 (Guillard 1975) i 683µL de 

silicat, de manera que es conseven les proporcions Redfield i no es sobrepassen els màxims naturals 

detectats a la badia. La solució f/2 conté macronutrients (883mM de nitrat, i 37.3mM de fosfat) a 

més de vitamines i metalls diversos (inclòs ferro). El silicat acostuma a precipitar i per això es manté 



8	
  
	
  

en una solució apart. A més, la quantitat de silicat en el medi f/2 (aproximadament 107mM) es 

considera insuficient per garantir el creixement ràpid de les diatomees i per això s'afegeix una 

solució de silicat més concentrada per evitar-ne la limitació. En general, es recomana que la 

proporció de N:Si sigui 1:1. En les nostres incubacions les dosificacions de nutrients indicades a la 

TAULA (1) permeten obtenir unes concentracions finals de 15µM de nitrat, 0.9µM de fosfat i 15µM 

de silicat. Després s'afegeixen a la gerra les diferents proporcions d'aigua filtrada i no filtrada fins a 

completar un volum de 4L, començant pels tractaments menys diluïts i esbandint bé els estris que 

s'utilitzen entre dilució i dilució (FIG. 3). És important agitar lleugerament i amb suavitat l'aigua no 

filtrada abans d'utilitzar-la per tal d'uniformitzar la 

distribució dels organismes en el dipòsit sense trencar les 

cèl·lules. S'utilitzen provetes de 250 i 1000mL per mesurar 

els volums d'aigua filtrada i no filtrada, sempre d'ús exclusiu 

per a cada tipus d'aigua. S'efectuen les següents dilucions 

(D): 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0. D és el factor de dilució 

adimensional, D =1 correspon a la mostra no diluïda i D = 0 

a la dilució infinita. Amb una cullera es remena suaument la 

barreja i després s'omplen amb un embut les ampolles 

d'incubació de policarbonat de 1.5L, degudament etiquetades 

i procurant no deixar bombolles d'aire. Es prenen dues rèpliques de cada dilució, més dues ampolles 

que es posen a incubar amb aigua de mar sense diluir i sense nutrients com a control (CI, CII) i una 

altra ampolla amb aigua filtrada i amb nutrients com a blanc (0%) (recomanat per Li, 1990) (TAULA 

1). El mes de març s'incuben 3 ampolles control. Mentre es fan els tractaments és important tenir la 

precaució d'anar deixant les ampolles que s'han anat omplint en un lloc fosc i fresc.  

 Per a l'anàlisi de clorofil·les inicials (t0), se separen en pots de policarbonat ~250mL d'aigua de 

cada tractament, i es guarden en fred  i en la foscor fins al moment del seu processat al laboratori de 

camp. El mes de març s'agafen mostres de 

clorofil·la de totes les ampolles 

d'incubació. Al maig només s'agafa una 

de les rèpliques de cada dilució i un 

control per calcular les concentracions 

inicials de clorofil·la. Un cop completats 

tots els tractaments, s'introdueixen les 

ampolles d'incubació dins una xarxa, procurant distribuir-les a l’atzar, que es tanca fermament amb 

un grillet i es lliga a un mort i a una boia que la mantinguin ancorada i estable a 4.5m de profunditat 

TAULA 1. Relació de tractaments dels experiments de dilució. 
D Aigua de mar 

(mL) 
Aigua filtrada 

(mL) 
Nutrients 

1.0 (I, II) 4000 - 1.32 mL f/2 + 683 µL Si 
0.8 (I, II) 3200 800 1.32 mL f/2 + 683 µL Si 
0.6 (I, II) 2400 1600 1.32 mL f/2 + 683 µL Si 
0.4 (I, II) 1600 2400 1.32 mL f/2 + 683 µL Si 
0.2 (I, II) 800 3200 1.32 mL f/2 + 683 µL Si 
0% - 4000 1.32 mL f/2 + 683 µL Si 
C (I, II) 4000 - - 

FIG. 3. Preparació dels tractaments per a 
l’experiment de dilució, amb la barca ancorada 
prop de la boia instal·lada a la badia dels Alfacs. 
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(FIG. 4). L'experiment de dilució in situ es manté durant 21h a l'aigua el 

mes de març i durant 24h el maig. Transcorreguts els períodes d'incubació, 

l'experiment es recull i ràpidament es protegeix de la llum i es manté 

refrigerat el temps previ a la primera anàlisi. 

Anàlisi de les mostres de clorofil·la al laboratori de camp 

Les mostres de clorofil·la s'han d'analitzar amb rapidesa per evitar-ne al 

màxim la seva degradació. De la mateixa manera que es processen de 

pressa les mostres de clorofil·la inicial, es processaran també les mostres de 

clorofil·la final (t24) i les mostres de clorofil·la del perfil. Per a totes les 

mostres es filtren dues fraccions de la comunitat utilitzant el sistema 

Swinnex (FIG. 5). Primer amb filtres Whatman GF/F (~ 0.07µm) es processa un volum de 60mL per 

obtenir dades de tota la comunitat, i després amb filtres de 

policarbonat (10µm) es processen 120mL de mostra per 

conèixer la clorofil·la de la fracció de mida gran (>10µm). 

Abans de cada filtrat amb el sistema Swinnex és important 

agitar les mostres amb suavitat, i cal esbandir la xeringa amb 

aigua de la mostra abans de filtrar-la. Després del processat, 

cadascun dels filtres es doblega per la meitat amb compte de 

no tocar-ne l’interior amb les pinces, eixugant amb paper 

secant els GF/F que retenen més aigua, i es guarden en un 

criovial degudament etiquetat que es congela ràpidament en nitrogen líquid (-80ºC). Un cop a l'ICM, 

les mostres es traspassaran a un congelador de -20ºC fins que es facin les extraccions i la mesura dels 

pigments. 

Anàlisi de les mostres de clorofil·la al laboratori de l'ICM 

Per a l'extracció química dels pigments de les mostres de l'experiment de dilució i del perfil, es 

mesura un volum de 6mL d'acetona al 90% que s'aboca a un tub d'extracció (Nalgene) degudament 

etiquetat i amb tap per evitar l'evaporació del solvent. S'introdueix el filtre conservat a -20ºC, 

procurant que quedi ben obert i submergit en l'acetona. Els tubs es guarden durant 24h a la nevera, en 

fred i protegits de la llum. Un cop transcorregut aquest període es procedeix a mesurar la 

fluorescència de l'extracte (FIG. 6). S'utilitza un fluoròmetre Turner amb un factor de calibració de 

0.1523 (calculat regularment pel personal de l'ICM utilitzant una solució pura de Chl a). La 

calibració és important per tal que les lectures del fluoròmetre s'ajustin bé a les concentracions de 

clorofil·la. Es fan mesures de acetona al 90%, com a blanc, la fluorescència del qual se sostrau de les 

mostres. Es traspassen aproximadament 4/5 parts del volum del tub d'assaig a la cubeta del 

FIG. 4. Ampolles amb els 
tractaments dins la xarxa, just 
abans d’iniciar la incubació. 

FIG. 5.	
  Material necessari per processar les mostres 
de clorofil·la amb el sistema SWINNEX. 
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fluoròmetre i s'anoten els valors que s'obtenen de 

fluorescència de les mostres, ajustant bé l'escala de la 

lectura i també anotant-la. Després, per mesurar la 

fluorescència dels feopigments, s'acidifica la mostra 

afegint-li 3 gotes de HCl al 10% i es repeteix la lectura al 

fluoròmetre en la mateixa escala, tot i que aquesta mesura 

no s'utilitza en els resultats que es presenten en aquesta 

memòria (no es corregeix la concentració de clorofil·la). 

Processat de les dades 

El càlcul de les concentracions de clorofil·la a inicial [Chl(t0)] i final [Chl(t24)] es fa a partir de la 

següent equació: 

Chl a (µg·L-1) = [(F - B)/ E] * K * [Volex (ml)/Volfil (L)]   (1) 

on F és la lectura de la fluorescència, B és el blanc (que en el nostre cas és 0 a totes les escales 

llegides), E és l'escala del fluoròmetre amb que es fa la lectura, K és el factor de calibració del 

fluoròmetre, Volex és el volum de l'extracte en acetona i  Volfil és el volum del filtrat (ANNEX 8.2.). 

Un cop obtingudes les concentracions, el següent pas és estimar la clorofil·la en el t0 (P0) i el t24 

(Pt) de cada dilució i també de les ampolles control (CI, CII) segons: 

  P0 (µg Chl·L-1) = Chl(t0) * D       (2) 

  Pt (µg Chl·L-1) = Chl(t24) - (1 - D) * Chl(0%)    (3) 

on Chl(t0) i Chl(t24) són les concentracions de clorofil·la obtingudes amb l'equació (1), D és el 

factor de dilució i Chl(0%) és la concentració de clorofil·la del tractament amb aigua filtrada i amb 

nutrients obtinguda segons l'equació (1). D'aquesta manera, en l'equació (3) podem calcular la 

clorofil·la en el  t24 corregida segons Moigis & Gocke (2003). 

La taxa de creixement aparent (K) de cada tractament, assumint que és exponencial, s'estima a 

partir dels canvis observats en la concentració de clorofil·la de la població fitoplanctònica amb: 

K = 1/t * ln (Pt/P0)        (4) 

on t és el temps d'incubació. Aquesta equació també s'utilitza per calcular la taxa de creixement 

aparent del fitoplàncton en els tractaments d'aigua sense diluir i sense nutrients (CI, CII).  

Representant les taxes de creixement aparent (K) vs. el factor de dilució (D), s'obté el gràfic de 

dilució. Es calcula la recta de regressió considerant D la variable independent, equivalent a la taxa 

d'herbivoria, i la mitjana de K la variable dependent, d'acord amb la relació lineal: 

K = µn - m * D        (5) 

on µn és la taxa de creixement intrínseca dels tractaments amb nutrients, i és igual a l'intersecció a 

l'eix y, i m és la taxa de mortalitat per herbivoria que correspon al pendent de la recta. 

FIG. 6.	
  Material necessari per processar les extraccions 
de clorofil·la amb el fluoròmetre. Foto: Elisa Berdalet. 
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La taxa de mortalitat estimada s'utilitza per calcular la taxa de creixement intrínseca del 

fitoplàncton en els tractaments sense adició de nutrients (µ0) si s'aplica: 

µ0 = K0 + m         (6) 

on K0 és el creixement aparent dels tractaments no diluïts sense addició de nutrients (promig de CI 

i CII). 

També es calculen l'índex de limitació per nutrients (N) i l'índex de mortalitat per herbivoria (Im) 

aplicant: 

N = µ0/µn         (7) 

Quan N tendeix a 1 es considera que no hi ha limitació per nutrients i quan la tendència és 0 es 

considera que el creixement està limitat. 

Im = m/µ0         (8) 

Im permet conèixer el percentatge de la producció primària que és consumida diàriament pel 

microzooplàncton i passa a la xarxa tròfica. 

(ANNEX 8.3.) 

 

3.3. RESULTATS 

Estructura física de la columna d'aigua. En el perfil físic del mes de març (FIG. 7A), s'observa 

una clara barreja de la columna d'aigua que es manté aproximadament fins als 4.5m de profunditat. 

En aquesta profunditat, es pot detectar l'establiment de l'haloclina coincidint amb la termoclina. La 

salinitat fins als 4.5m es manté al voltant de 34.5 i després augmenta ràpidament fins a 36.7.  

FIG. 7. Perfils de salinitat i temperatura. A) Perfil del mes de març (CTD del dia 22 a les 9:56h). B) Perfil del mes de maig (CTD del dia 11 a les 
09:09h). Per a les representacions, les dades han estat seleccionades tal i com es descriu a la metodologia. 

 

La temperatura de l'aigua també es manté homogènia en 14.5ºC fins a la termoclina, a partir de la 

qual disminueix ràpidament fins als 13.9ºC. El contrast de temperatura entre el mes de març i el mes 

  
A B 
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de maig (FIG. 7B) és remarcable, aquest últim mes la columna d'aigua es troba més calenta en totes 

les profunditats. Al maig es pot detectar una estratificació molt marcada el primer mig metre de la 

columna, amb una salinitat que augmenta de pressa de 30.8 a 34.8 el primer metre i després 

incrementa progressivament fins al fons. La temperatura de l'aigua en superfície es troba al voltant 

dels 22ºC i disminueix constantment fins als 19.4ºC registrats a 5.5m de profunditat. 

	
  Estructura biològica de la columna d'aigua. Comparant les concentracions de clorofil·la total 

obtingudes a partir de les mostres dels perfils dels mesos de març i maig (FIG. 8), s'observen algunes 

diferències. Al març, trobem dos pics de clorofil·la d’una 

concentració d’aproximadament 4.2 µgChl·L-1, als 2m i 

als 5m de profunditat. En el perfil de març s'han obviat els 

valors estranyament baixos de clorofil·la obtinguts en les 

profunditats de 1.5m, 2.5m i 3m (cercles buits FIG. 8). 

S’han desestimat ja que en aquestes profunditats, els 

valors de les concentracions de clorofil·la en les fraccions 

>10µm eren superiors a les del total. El mes de maig, en 

canvi, mostra clarament un màxim profund de clorofil·la 

establert als 5m de profunditat, amb una concentració de 

6.55 µgChl·L-1, lleugerament superior a l'observada en el perfil del mes de març. Les condicions 

físiques que acompanyaven les poblacions de fitoplàncton que es trobaven en profunditat estan 

descrites a la TAULA (2). Comparant les dades de clorofil·la total i les de clorofil·la fraccionada 

(>10µm), s'observen en totes dues èpoques valors més baixos en la concentració de la fracció gran de 

clorofil·la. Al març, no arriba a superar els 2.31 µgChl·L-1 i al maig, el màxim s'assoleix als 4.5m de 

profunditat amb 0.46 µgChl·L-1. Això 

fa pensar que la població 

fitoplanctònica està dominada tant al 

març com al maig, per organismes 

<10µm.  

Es calcula l'abundància de la 

fracció de mida petita, restant a la concentració de clorofil·la total (els filtres GF/F tenen un por 

nominal de 0,7µm, i per tant poden recollir picoplàcton) la concentració de clorofil·la de fracció 

gran. Per obtenir el percentatge d'abundància de pico i nanofitoplàncton sobre el total de la població 

fitoplanctònica s'aplica: 

  % cels < 10µm = [(Chl Total - Chl Frac) / Chl Total] * 100 

TAULA 2. Dades físiques i biològiques en les màximes profunditats on s’han detectat 
pics de clorofil·la durant els dos períodes estudiats. Hi ha anotada la profunditat, la 
temperatura, la salinitat i les concentracions de clorofil·la total i fraccionada 
(corresponent als organismes > 10µm). 

Mes z 
(m) 

Tª  
(ºC) 

S  
(‰) 

Chl Total  
(µg·L-1) 

Chl Frac  
(µg·L-1) 

Març 5 14.4 35.45 4.26 2.12 
Maig 4.5 20.0 36.46 6.55 0.46 

FIG.  8.	
  Perfils de clorofil·la total dels dos períodes 
estudiats. Els cercles buits són concentracions de clorofil·la 
desestimades en la representació del perfil del mes de març. 
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D'aquesta manera, s'observa que al març, el fitoplàncton 

més petit predomina sobre les cèl·lules de mida més gran 

en totes les profunditats a excepció dels 0.5m. I que als 5m, 

on trobem la màxima concentració de clorofil·la en 

profunditat, les dues fraccions es troben ~50%. En canvi al 

mes de maig, en totes les profunditats, la concentració de 

clorofil·la detectada es deu clarament a la presència 

d'organismes <10µm (FIG. 9). 

Estructura funcional de l'ecosistema. En els 

experiments de dilució de les dues campanyes, s'observen 

respostes de tipus lineal en les representacions gràfiques de les taxes de creixement aparent del 

fitoplàncton en funció de les dilucions (FIG. 10). Les taxes dels processos fisiològics calculades es 

mostren a la TAULA (3). S'observa que en cap dels experiments hi ha una limitació pels nutrients, ja 

que els valors de N s'aproximen a 1. La taxa de creixement intrínseca del fitoplàncton en les 

ampolles amb nutrients és més alta el mes de març (µn = 3.10 dia-1), així com la taxa de creixement 

intrínseca en les ampolles sense nutrients (µ0 = 3.22 dia-1). De totes maneres, no es veuen grans 

diferències entre els dos períodes estudiats, i tot i que la taxa de mortalitat per herbivoria el mes de 

març també és més elevada (m = 2.35 dia-1), l'índex de mortalitat per herbivoria (Im) indica que el 

percentatge de la producció primària que passa a la xarxa tròfica és similar i s'aproxima tant el març 

com el maig, al 75% del total. 

FIG.  10. Gràfic de dilució. A) Del mes de març, B) del mes de maig. Els cercles negres representen la mitjana de les dues rèpliques de cada dilució. 
Els triangles representen la mitjana de les ampolles control (incubació sense nutrients i sense diluir). 

	
  

	
  

  
A B 

FIG. 9.	
  Percentatges de clorofil·la fraccionada < 10µm 
calculats pels dos períodes estudiats. Aquesta fracció es 
correspon amb el pico i nanofitoplàncton present a les 
mostres analitzades. 
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TAULA 3. Taxes dels processos fisiològics calculades a partir de les dades de clorofil·la total obtingudes amb els experiments de dilució. µn, és la 
taxa de creixement intrínseca dels tractaments amb nutrients, m, és la taxa de mortalitat per herbivoria, R2, és l'ajust de la recta de regressió obtinguda 
amb el gràfic de dilució, K0, és la taxa de creixement en les ampolles no diluïdes i sense nutrients (promig dels controls), µ0, és la taxa de creixement 
intrínseca en les ampolles sense nutrients, N, indica la limitació per nutrients i Im, és l'índex de mortalitat per depredació. 

Chl TOTAL 
Mes µn 

(dia-1) 
m 

(dia-1) 
R2 K0 

(dia-1) 
µ0 

(dia-1) 
N Im 

Març 3.10 2.35 0.9484 0.87 3.22 1.04 0.73 

Maig 2.69 2.10 0.922 0.73 2.83 1.05 0.74 

 

3.4. DISCUSSIÓ 

Basats en inspeccions hidrogràfiques de curt termini, es poden proposar dos estats bàsics 

característics del sistema estuàric de la Badia dels Alfacs (Camp & Delgado 1987, Camp 1994). Un 

estat transitori que dura un període curt (2-5 dies), en general després de tempestes que destrueixen la 

dinàmica estuarina i barregen la columna d'aigua. L'altre, un estat estacionari, present la major part 

de l'any, amb la hidrodinàmica típica d'un estuari lleugerament estratificat. Alhora, aquest estat 

estacionari presenta dos períodes principals controlats per la descàrrega dels canals de regadiu, un 

període de “canals oberts” (major estratificació de la columna d'aigua) i un de “canals tancats” 

(menys estratificació de la columna d'aigua) (Solé et al. 2009). Els vessaments d'aigua dolça a la 

Badia dels Alfacs estan lligats amb el cicle del cultiu de l'arròs, els canals de regadiu, la major font 

d’aigua dolça a la badia, aboquen l'aigua d'abril a gener. Les diferències físiques observades entre els 

dos perfils de les èpoques estudiades són coherents amb aquest fet, ja que la major estratificació 

observada el mes de maig és fruit de la influència de l'aigua dolça, menys densa, que es manté en 

superfície i també provoca aquest contrast tant gran de la salinitat el primer mig metre de la columna 

d'aigua (FIG. 7B). L'increment de temperatura enregistrat es deu a l'increment de temperatura 

ambiental inherent a l'avanç de la primavera. És important remarcar que a la badia s'ha observat un 

cicle d’oscil·lació de les masses d'aigua (seixes) cada 3h (p.e. Cornellà-Gil 2007 o Llebot et al. 2010, 

però hi ha més estudis previs) i per aquest motiu, per comparar els registres físics del CTD, cal 

agafar les dades d'hores comparables, tal i com s'ha fet en la metodologia emprada. 

Els errors detectats el mes de març pel que fa a concentracions de clorofil·la total a les 

profunditats de 1.5, 2.5 i 3m (FIG. 8) segurament es deuen a un error metodològic. Les mostres de 

clorofil·la són molt susceptibles de donar errors perquè són molt sensibles en el moment de la seva 

extracció i processat. El fet de no haver pres dues mostres seguides per obtenir un mínim de dues 

rèpliques de les mesures tal com recomana Smith et al. 1981, no ha permès contrastar les dades, però 

pel gran volum de mostres que s'han hagut de processar setmanalment de totes les campanyes del 

projecte ECOALFACS, s'ha optat per assumir aquest compromís. La concentració de clorofil·la 

estimada és coherent amb els valors de clorofil·la que es poden trobar a la badia durant el mes de 
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març (Llebot et al. 2011). La concentració de clorofil·la en fondària del mes de maig (TAULA 2) 

indica que no s'ha mostrejat una gran floració fitoplanctònica de primavera. En estudis previs es 

poden observar valors de clorofil·la que superen els 30 µgChl·L-1 (comunicacions personals de la 

M.L. Artigas i l’IRTA). L'establiment de la màxima concentració de clorofil·la al voltant dels 4.5m 

és coherent amb les anteriors observacions del projecte TURECOTOX, i en tots dos mesos aquest 

màxim es situa per sota l'haloclina de la badia. 

Les mesures de les fraccions de clorofil·la (>10µm i <10µm) permeten dilucidar l'estructura 

tròfica de la xarxa microplanctònica. El fet que en totes dues campanyes es detecti una població 

fitoplanctònica dominada per organismes del nano i picoplàncton (FIG. 9) fa pensar més amb un 

període de final de floració. Habitualment en la floració primaveral s'hauria de detectar una major 

abundància de fitoplàncton >10µm (sobretot diatomees), però a la badia dels Alfacs i segons 

anteriors observacions, al llarg de la primavera acostuma a predominar la població de fracció més 

petita. Tot i aixó, en aquesta fracció hi podem trobar diatomees i dinoflagel·lats petits (Cyclotella 

meneghiniana, Cylindrotheca closterium, Acanthoica quattrospina, ...) 

 En els gràfics de dilució, les relacions lineals observades en tots dos mesos (FIG. 10) indiquen 

que es compleixen les assumpcions descrites per Landry & Hasset (1982) i es pot deduir que la taxa 

d'ingestió del microzooplàncton és màxima. Aquest tipus de resposta s'ha vist afavorida pel fet que 

en cap dels dos experiments hi ha hagut limitació de nutrients. Dins el projecte ECOALFACS també 

s'ha dut a terme un recompte cel·lular de les mostres de fitoplàncton dels diferents tractaments de 

dilució per poder determinar la seva composició taxonòmica. Aquests resultats, que no s'inclouen en 

la present memòria, són interessants per identificar el tipus de depredador i de presa presents a la 

badia els dos períodes estudiats.  

Pel que fa a les taxes fisiològiques calculades no s'observen grans diferències entre èpoques 

(TAULA 3) i el percentatge de producció primària que passa a la xarxa tròfica és coherent amb 

resultats anteriors (Calbet & Landry 2004). Cal dir que les taxes de creixement i d'herbivoria 

obtingudes simultàniament en els experiments de dilució sovint estan estretament unides i no són 

independents en el model ecològic en el que es basa el mètode (K0 =  µ0 - m) (Gutiérrez et al. 2009). 

Aquesta correlació pot ser substancial depenent del percentatge d'error en les mesures de clorofil·la i 

el rang (± SD) considerat en µ0 i m. Aquests càlculs no s'han dut a terme en els nostres experiments i 

per tant, no es pot conèixer si la correlació entre la taxa de creixement intrínseca i la mortalitat 

reflexa veritablement la seva relació ecològica. 
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4. CAPÍTOL II. EXPERIMENTS AL LABORATORI 

4.1. INTRODUCCIÓ 

En aquest capítol es recull l’anàlisi de diverses mostres obtingudes al llarg d’uns experiments que 

es van dur a terme el 2010. En aquests experiments es va estudiar l'efecte de la intensitat de la llum 

sobre el creixement de dues espècies de fitoplàncton, Alexandrium minutum i Pseudo-nitzschia 

pungens, cultivades al laboratori. Ambdues espècies creixen a la badia dels Alfacs on estan 

exposades a diferents irradiàncies que poden afectar la seva taxa de creixement i activitat 

fotosintètica. Tot això pot tenir implicacions a l’hora de comprendre de quina manera les espècies es 

distribueixen de manera preferencial a la columna d’aigua. Especialment en el cas del dinoflagel·lat, 

la seva capacitat de natació els pot permetre triar aquelles fondàries on la llum els és més favorable. 

Per contra, les diatomees que tenen un control més limitat de la flotació (regulen la seva densitat 

mitjançant vacuoles) poden estar exposades durant més o menys temps a exposicions de llum més o 

menys adequades per al seu creixement. Per tal d’entendre la distribució en el camp, es va recórrer a 

aprofundir sobre el seu creixement en experiments de laboratori. L'objectiu de l'experiment era 

obtenir les corbes de fotosíntesi vs. irradiància sota dues intensitats de llum, alta (HL) i baixa (LL). 

Durant els experiments es van prendre mostres dels següenst paràmetres: Abundàncies cel·lulars, 

presència de quists d’ecdisi (en el cas d’Alexandrium minutum), concentracions de clorofil·la , 

nutrients, concentració de carboni orgànic particulat (POC) , biovolums cel·lulars, i abundància 

bacteriana en els cultius. 

En aquesta memòria es presenten la metodologia i els resultats corresponents a: 

§ Els recomptes cel·lulars d'Alexandrium minutum per microscopia òptica. 

§ Les estimes de biovolum de Pseudo-nitzschia pungens seguint un protocol d’anàlisi d’imatge. 

§ L’estima d’abundància bacetriana en els cultius d’A.minutum i P.pungens. 

S’utilitzen també els resultats dels recomptes cel·lulars de P.pungens i dels biovolums d’A.minutum, 

paràmetres obtinguts el 2010 utilitzant un Coulter Counter. Les dades han estat facilitades per la 

Mireia L. Artigas. 

Amb els resultats que es presenten, complementats amb la informació prèvia obtinguda en els 

experiments de 2010, es volen veure quines diferències fisiològiques comporta créixer exposat a més 

o menys llum, si la resposta és la mateixa en les diatomees i els dinoflagel·lats i si hi ha diferències 

en la població bacteriana associada als dos cultius. 
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4.2. METODOLOGIA 

4.2.1. DISSENY EXPERIMENTAL 

Quan els cultius mare d’A.miutum i P.pungens van arribar a la seva fase exponencial es van 

inocular de nou en medi f/2 (Guillard 1975). Se'n van preparar 6 rèpliques, 3 de les quals es van 

incubar a alta intensitat de llum (350µmol fotons·m-2 s-1, HL) i les altres 3 a baixa intensitat (75µmol 

fotons·m-2 s-1, LL). Al llarg de l'experiment es van extreure mostres diàriament de tots dos cultius 

(una mostra diària per A.minutum i una cada 12h per P.pungens) per poder realitzar tots els anàlisis 

anteriorment citats. 

 

4.2.2. RECOMPTES DE FITOPLÀNCTON AMB MICROSCOPIA ÒPTICA 

Per dur a terme els recomptes cel·lulars, les mostres diàries extretes de les tres rèpliques 

d'Alexandrium minutum incubades a HL i les de les tres rèpliques incubades a LL, es van conservar 

amb lugol i a les fosques en tubs Falcon de 15mL fins al seu processat amb microscopia 

d'epifluorescència.  

Els recomptes es fan en una cambra Sedgewick-Rafter. Les cèl·lules 

vegetatives i els quists es distingeixen per la tinció de les primeres amb 

Calcofluor Blanc M2R, ja que tenyeix les plaques de cel·lulosa dels 

dinoflagel·lats tecats (FIG. 11). Per preparar la solució de treball del 

Calcofluor s'afegeixen 2µg de Calcofluor en 10mL d'aigua destil·lada, en 

una ampolla completament neta per evitar la precipitació del fluorocrom 

(Karlson et al. 2010). 

Prèviament a l'anàlisi s’homogeneïtza la mostra, fent-

la girar suaument dins el tub 50 vegades. Es col·loca el 

cobreobjectes de la cambra quasi perpendicularment 

damunt d'aquesta, deixant dues obertures oposades, una 

per distribuir-hi la mostra i l'altre per deixar escapar 

l'aire (FIG. 12). Amb una pipeta s'extrau 1mL de la 

mostra i s'omple la cambra procurant que no quedin 

bombolles. Cobrim la mostra fent lliscar el cobreobjectes 

perquè quedi alineat amb la cambra i es deixa reposar 

uns minuts. Després s'afegeixen 5 gotes de la solució de 

Calcofluor i es deixa reposar de nou durant 15 minuts. 

Per fer el recompte s'utilitza un microscopi invertit 

FIG. 11.	
  Alexandrium minutum 
tenyit amb Calcofluor i vist amb 
un microscopi d’epifluorescència. 
Foto: Redibal.org. 

FIG. 12.	
  Successió de passos per omplir la cambra 
Sedegewick-Rafter amb la mostra conservada amb lugol (A-
F). Imatges: UNESCO 2010. 
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d'epifluorescència amb excitació UV i els seus filtres corresponents, sota un augment de 100X. La 

cambra Sedgewick-Rafter conté un volum de 1mL i la base està dividida en 1000 quadrats (50 

columnes per 20 files), cadascuna representant 1/1000 del volum de la mostra. El criteri utilitzat en el 

recompte ha estat el de contar tota la cambra en el cas que no s'arribi a les 400 cèl·lules d'A. minutum 

i de contar fins a 400 cèl·lules vegetatives o quists d'A. minutum en el cas que es superi aquesta 

concentració, anotant sempre el número de quadrats contats per poder calcular després la 

concentració aplicant: 

cels·mL-1  = nº cels / nº quadrats * 1000     (1) 

En el cas que les mostres observades presentin molta aglomeració es soniquen durant 1 minut i es 

repeteix el procés anteriorment descrit per al seu recompte. 

El cicle dels dinoflagel·lats és complex i inclou la formació de quists, 

etapes de repòs en què la cèl·lula queda recoberta per una capa resistent al 

medi. En general, els quists que es formen com una part del cicle asexual es 

coneixen com a quists temporals o ecdisals. Es coneix que les espècies 

d'Alexandrium formen quists ecdisals immòbils (Figueroa 2005) (FIG. 13), 

que es caracteritzen per la desaparició de la teca i els flagels, com a resposta a 

condicions transitòries adverses per al creixement (Wyatt & Jenkinson 1997), 

com podrien ser un xoc mecànic o canvis sobtats de temperatura (Garcés 

2002).  

El reconeixement de quists es fa observant la mostra sota llum ultraviolada i sense aquesta per tal 

d'identificar les cèl·lules que no s'han tenyit. La concentració quists·mL-1 es calcula aplicant 

l'equació (1). El percentatge de quists de cadascuna de les mostres es calcula segons: 

  % quists = (quists·mL-1 / (quists·mL-1 + cels·mL-1)) * 100   (2)  

Per calcular la taxa de creixement d'A. minutum es promitjen els resultats de les concentracions de 

les tres rèpliques diàries i es representa el gràfic cels·mL-1 vs. dies del cultiu. Per tal d'identificar la 

fase exponencial del cultiu es transforma l'eix Y a escala logarítmica i es dibuixa de nou el gràfic 

únicament del període de creixement exponencial (Guillard 1973) (ANNEX 8.4.). El pendent de la 

recta de regressió és la taxa de creixement exponencial µ (dia-1). Es calcula també la taxa de 

duplicació, K2 (divisions·dia-1) i el temps de duplicació, tD (dies), segons: 

  K2 =  µ / ln (2)         (3) 

  tD =  1 / K2         (4) 

L'interès per calcular les taxes de creixement i el percentatge de quists d’ecdisi servirà per veure si 

sota dues intensitats de llum hi ha diferències, i si una o l'altra representen unes condicions més o 

menys favorables per al desenvolupament d’aquestes formes temporals de resistència. 

FIG. 13.	
  Micrografia de 
llum d’un quist ecdisal 
d’A.minutum en procés de 
germinació. Foto: Figueroa 
et al. 2007. 
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4.2.3. ESTIMACIONS DE BIOVOLUM DE FITOPLÀNCTON PER FOTOGRAFIA I ANÀLISI D'IMATGE 

Les tres rèpliques de les mostres diàries dels cultius de Pseudo-nitzschia pungens incubades a HL 

i LL, es van fotografiar in vivo utilitzant un microscopi òptic invertit. Les mostres es van observar 

sota un augment de 400X, i les fotografies es van prendre amb una càmera connectada al microscopi 

i utilitzant el programa ProgRes®CapturePro. 

El biovolum del fitoplàncton és un dels descriptors morfomètrics més estudiats i és important 

perquè està relacionat amb molts paràmetres ecològics com són la biomassa, el creixement, la 

fotosíntesi, la sedimentació o l'herbivoria (Sun & Liu 2003). El biovolum es pot estimar amb 

mètodes automatitzats o semiautomatitzats (Vadrucci et al. 2007). En P. pungens es segueix un 

protocol d'anàlisi d'imatge per mesurar les dimensions lineals de les cèl·lules. De totes maneres, el 

mètode general per calcular el biovolum cel·lular del fitoplàncton es basa en una assignació 

geomètrica (Hillebrand et al. 1999), buscant els models o les formes més properes a la forma real de 

l'organisme (Sun & Liu 2003). La mida i per tant el biovolum d'una determinada espècie varia en 

funció de determinats factors, com poden ser la influència ambiental (p.e. llum o disponibilitat de 

nutrients) o el tipus de cicle de vida (Olenina et al. 2006). 

Pels càlculs s'utilitzen les fotografies dels dies 0.5, 2.5 i 4.5 de les rèpliques incubades a HL i les 

dels dies 1.5, 3.5 i 5.5 incubades a LL. Per a cada mostra es recomana mesurar un mínim de 25 

cèl·lules a l'atzar (Smayda 1978, Hillebrand et al. 1999), per això de cada rèplica s'analitzen al 

voltant de 20 fotografies i es prenen les dimensions lineals d'un total de 30-45 cèl·lules/rèplica. 

Amb l'eina de mesurar del programa ProgRes, es calculen la longitud i l'amplada de les diatomees 

que apareixen senceres i es veuen clarament a cadascuna de les 

fotografies analitzades (FIG. 14). Com que els límits de la 

cèl·lula sovint són gruixuts, s'utilitza el mateix criteri per 

seleccionar-los en totes les mesures, intentant situar els extrems 

de les dimensions lineals calculades, al mig del contorn 

observat. Es té en compte si es tracta de cèl·lules individuals o, 

si formen part d'una cadena, si ho són de la mateixa o d'una de 

diferent. També s'anota si s'estan engruixint per dividir-se (es 

veu una línia clara que travessa longitudinalment la valva en 

visió apical) o si s'estan dividint clarament (en aquest cas es veuen 2 cèl·lules lliscant una sobre 

l'altra) (ANNEX 8.5.). Per cada rèplica es fa el promig de la longitud (a) i de l'amplada (b) de totes les 

cèl·lules que es troben soles i de les que estant formant part de la mateixa cadena, així com de les 

engruixides i de les que s'estan dividint clarament. D'aquesta manera s'obtenen els promitjos de a i b 

FIG. 14.	
  Mostra del sisè dia del cultiu de 
Pseudo-nitzschia pungens exposada a baixa 
intensitat de llum (LL). S’observen vàries 
cadenes i cèl·lules en diferent etapa del seu cicle 
vital. Foto: Mireia L. Artigas. 
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de cada rèplica segons l'estat de la cèl·lula. Si cèl·lules de la mateixa cadena es troben en diferent 

etapa del seu cicle vital, és prioritari considerar el moment del cicle. En el cas de les diatomees 

dividint-se clarament, el promig de a es divideix per 2. Després es calculen els promitjos de cada 

valor de a i b obtinguts en els diferents condicions en què s’han classificat les diatomees, per obtenir 

una única mesura de la longitud i l'amplada per cada rèplica. Tal com recomana Hillebrand et al. 

(1999), s'ha de calcular el biovolum amb la mitjana de les mesures lineals i no promitjant els 

biovolums calculats individualment per cada cèl·lula.  

S'ha considerat que la forma geomètrica de prisma amb base de paral·lelogram és la que més bé 

s'ajusta a la morfologia de Pseudo-nitzschia pungens (Hillebrand et al. 1999, Sun & Liu 2003, 

Vadrucci et al. 2007) (FIG. 15). Per calcular el biovolum cel·lular de cada rèplica s'aplica: 

Volum (µm3) = 1/2 * a * b * c 

Com que la tercera dimensió, el gruix, no s'ha pogut mesurar amb les fotografies, s'utilitza el 

promig de les mesures per a P. pungens que ha 

calculat Olenina et al. 2006 (HELCOM), on c = 4. 

Per calcular els biovolums cel·lulars de cada dia 

del cultiu es promitjen els biovolums de les 3 

rèpliques. Per últim, per conèixer el biovolum del 

cultiu (µm3·mL-1) es multiplica el biovolum 

cel·lular de cada dia del cultiu per la concentració 

de cèl·lules presents en el cultiu. 

 

4.2.4. ANÀLISI D'ABUNDÀNCIES DE BACTERIS AMB CITOMETRIA DE FLUX 

Les mostres diàries dels cultius d'Alexandrium minutum i Pseudo-nitzschia pungens extretes per a 

l'anàlisi de bacteris (2mL) es van fixar amb paraformaldehid 1% + glutaraldehid 0.05% 

(concentracions finals) i es van mantenir congelades a -80ºC fins al seu processat. 

Assumint que els cultius no són axènics s’ha d’estimar la biomassa bacteriana present. La raó per 

a fer-ho és que quan es mesura la producció primària (corbes P-I) les unitats s’han de referir a mgC 

fixat·(mg de biomassa fitoplanctònica)-1·temps-1. Durant els experiments es van obtenir mostres dels 

cultius per estimar la biomassa fitoplanctònica en forma de carboni, concentrant-les en filtres de fibra 

de vidre (GF/F). Aquests filtres retenen bacteris i per tant, les estimacions de carboni estarien 

sobreestimades. 

La tècnica de la citometria de flux permet examinar un gran nombre de cèl·lules al mateix temps i 

enregistrar per cada cèl·lula diversos paràmetres diferents que després es poden relacionar amb una 

àmplia varietat de característiques cel·lulars (Shapiro 1995). La dispersió de la llum s'utilitza en 

FIG. 14. Forma geomètrica assignada a Pseudo-nitzschia pungens 
per calcular el biovolum cel·lular. Imatge: Sun & Liu 2003. 
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conjunt amb la fluorescència induïda per discriminar les bacteries (ANNEX 8.6.). En els anàlisis de 

citometria de flux, de manera consistent es detecten dos grups de bacteries en totes les mostres de 

comunitats planctòniques bacterianes, les HighDNA i les LowDNA (alta i baixa fluorescència, 

respectivament) (Gasol et al. 1999). Els bacteris HighDNA són els membres dinàmics de la 

comunitat bacteriana, els que responen ràpidament als canvis en la pressió per depredació i en la 

disponibilitat de nutrients, de manera que la diferenciació entre bacteries HighDNA i LowDNA es 

pot utilitzar per indicar el percentatge de les bacteries més actives d'una mostra planctònica (Gasol et 

al. 1999). 

Per dur a terme l'anàlisi amb el citòmetre de flux es descongelen els criovials amb les mostres. En 

els tubs del citòmetre s'afegeix 1mL de mostra i 4µL de Syto 13 (Molecular Probes). El Syto 13 és un 

colorant específic que tenyeix per igual el DNA i l'RNA de les cèl·lules (Haugland 1996). 

Es remena la mostra amb el vòrtex i es deixa reposar 15' en la foscor perquè es tenyeixi 

completament abans del seu processat. S'utilitza un citòmetre Becton Dickinson FACScalibur amb 

una emissió làser de 488nm.  

Les mostres es tornen a vortejar i després es fan córrer a baixa velocitat pel citòmetre. En la 

majoria de citòmetres no es pot controlar el flux de la mostra, i per tant, el nombre de partícules 

detectades en l'anàlisi  no es poden relacionar directament amb el volum d'una determinada mostra 

per obtenir una estima de la densitat de partícules (Gasol & del Giorgio 2000). Per això el flux es 

calibra cada dia de treball fent córrer aigua MilliQ pel citòmetre. El tub amb aigua es pesa abans de 

ser processat i després es fa circular durant 1, 3, 5, 8 i 10 minuts de cronòmetre. Després es pesa de 

nou el volum romanent. Amb la diferència entre pes inicial i pes final es construeix el gràfic mg 

d'aigua vs. minuts, ajustant la recta de regressió. El pendent de la recta determina el flux de pas de les 

mostres.  

L'adquisició de dades s’executa fins a l'obtenció de 25000 esdeveniments. S'utilitza el programa 

CellQuest per visualitzar el pas de les mostres i per adquirir les dades. Amb l'ajust de l'instrument es 

defineix la dispersió mínima o la intensitat de fluorescència necessària per activar un esdeveniment 

que serà processat pel programa. Els ajusts estàndards utilitzats per enregistrar els bacteris són: FSC 

= E02, SSC = 470, FL1 = 511, FL2 = 400 i FL3 = 590. Totes les adquisicions en escala logarítmica. 

Cal dir que les mostres es deixen córrer pel citòmetre uns 30s abans de donar l'ordre d'enregistrament 

de dades del programa per deixar que s'estabilitzi la detecció.  

Quan massa partícules passen a través del citòmetre, hi ha una gran probabilitat que dues 

partícules passin alhora pel feix de llum i siguin considerades pel sistema electrònic com una única 

partícula gran (Gasol & del Giorgio 2000). Aquest fenomen s'anomena "coincidència" i dóna com a 

resultat una subestima de la concentració cel·lular. Esdevé significant quan hi ha una taxa de pas de 
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partícules per sobre de 800 cels·s-1 (Andersen 2005), si es detecta, es dilueix la mostra al 50% amb 

aigua MilliQ i es torna a processar. 

Durant l'anàlisi el citòmetre que s'estava utilitzant es va espatllar i quasi bé la meitat de les 

mostres es van haver de processar amb un altre instrument seguint el mateix protocol. 

Per analitzar les dades s'utilitza el programa Paint-A-Gate, que permet discriminar els bacteris 

utilitzant les funcions dels seus gràfics. Els bacteris es detecten per la seva signatura en el gràfic SSC  

vs. FL1. En aquest gràfic es separen els bacteris HighDNA (presenten valors alts de FL1 i FL3) dels 

bacteris LowDNA (presenten valors lleugerament més baixos de SSC i encara més baixos de 

fluorescència). El soroll citomètric (és a dir, les partícules que no es poden assignar a cap població 

però que apareixen prop de la posició on es troben les poblacions) a vegades interfereixen la 

determinació dels bacteris LowDNA. Aquest soroll pot ser electrònic o degut a que el fixador no era 

fresc (Gasol et al. 1999). Les partícules de soroll relativament grans amb una autofluorescència dèbil 

es poden discriminar bé en el gràfic SSC vs. FL1. Les partícules amb baixa fluorescència i poca 

dispersió de la llum tenen més potencial per interferir en la determinació de la densitat bacteriana, 

però es poden apartar fàcilment en el gràfic FL3 vs. FL1, on apareixen en línia diagonal amb 

relativament més fluorescència vermella que la que s'observa en els bacteris (Gasol et al. 1999) (FIG. 

16). La selecció que es fa amb el programa i les dades que registra s'exporten a un full d'excel per al 

seu tractament.  

 

FIG. 16.	
  Gràfics del programa Paint-A-Gate. A) SSC vs. FL1, on es discriminen els bacteris HighDNA (blau) dels LowDNA (verd). Les partícules de 
soroll (blanc) que tenen una autofluorescència dèbil s’identifiquen bé per sota els LowDNA. B) FL3 vs. FL1, on es veuen alineades en diagonal els 
bacteris HighDNA i LowDNA i en una diagonal paral·lela el soroll (blanc) que presenta poca fluorescència i dispersió de llum. SSC = Dispersió lateral 
a 90°. FL1 = Fluorescència verda. FL3 = Fluorescència vermella. Imatge: Josep m. Gasol 1999, protocol intern de l’ICM. 

A B 
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Les concentracions bacterianes de HighDNA i LowDNA de les mostres es calculen segons: 

  Bacteris·µL-1 mostra = E / ((T/60) * F)      (1) 

on E és el nombre d'esdeveniments detectats a la mostra (HighDNA o LowDNA), T és el temps 

(segons) que ha tardat la mostra a ser processada fins als 25000 esdeveniments i F és el flux de pas 

calibrat que li correspon a la mostra (µL·min-1). 

Per conèixer les concentracions bacterianes de HighDNA i LowDNA dels cultius s'aplica: 

Bacteris·mL-1 cultiu = (bacteris·µL-1 mostra) * 1000 * (Voltotal/Volmare) * (Volsyto/Volmostra) (2) 

on Vol són els volums en mL, Voltotal, de la mostra amb el fixador, Volmare, de la mostra mare, 

Volsyto, de la submostra del citòmetre amb Syto13 i Volmostra, de la submostra sense Syto13. En el cas 

que la mostra hagi estat diluïda a la meitat es multiplica per 0.5 el resultat obtingut. 

Amb les dades resultants de l'equació (2) es pot conèixer l'abundància de bacteris presents en els 

cultius d'Alexandrium minutum i de Pseudo-nitzschia pungens incubats a HL o a LL i veure com 

evoluciona la població bacteriana al llarg de l'experiment. Es calculen les taxes de creixement dels 

bacteris HighDNA i LowDNA per veure si hi ha diferències entre els dos grups. Les taxes de 

creixement s'obtenen calculant la recta de regressió de la fase de creixement exponencial en el gràfic 

en escala logarítmica (Guillard 1975). També es determina el percentatge de bacteris HighDNA 

respecte el total de bacteris. 

 

4.3. RESULTATS 

Les concentracions cel·lulars dels cultius d'Alexandrium minutum en condicions de HL i LL es 

mostren a la (FIG. 17). Tot i que els recomptes mostren força variabilitat, es pot determinar que tant 

en HL com en LL, s'arriba a la fase 

estacionària el sisè dia del cultiu. No es veuen 

diferències entre les dues intensitats de llum 

pel que fa a concentracions del dinoflagel·lat. 

Les taxes de creixement calculades per A. 

minutum en condicions de HL són una mica 

més altes que les calculades per LL (0.58 dia1 i 

0.46 dia-1, respectivament), però mostren 

menys divergència que en Pseudo-nitzschia 

pungens (TAULA 4). Les diatomees creixen més de pressa en condicions HL que en LL (1.75 dia-1 i 

1.25 dia-1, respectivament). 

 

FIG. 17.	
  Concentracions cel·lulars en escala logarítmica dels cultius 
d’A.minutum exposats a alta intensitat de llum (HL) i a baixa intensitat 
(LL). 
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El percentatge de quists d’ecdisi 

calculat en les mostres d'A.minutum (FIG. 

18) mostra certa tendència a augmentar a 

mesura que avança el temps dels cultius, 

però sempre es manté en valors molt 

baixos, els màxims es troben al voltant 

del 1%. 

La màxima biomassa dels cultius mesurada segons 

la concentració cel·lular, la concentració de clorofil·la 

i el biovolum es mostra a la TAULA (5). Per 

representar aquestes dades s'han escollit els dies en 

que està clarament establerta la fase estacionària dels 

cultius d'A. minutum i P. pungens. Per A. minutum es 

mostren les dades del setè dia del cultiu, tant per HL 

com per LL, i per a P. pungens es determinen el dia 

2.5 per HL i el dia 3.5 per LL (a partir de les dades 

amb Coulter Counter de la Mireia L. Artigas). Pel que fa a màxima concentració cel·lular, tant en els 

cultius d'A. minutum com de P. pungens, no s'observen diferències entre HL i LL. Les 

concentracions de clorofil·la en els cultius després de la fase de creixement exponencial si que són 

diferents entre intensitats de llum. Tant en A. minutum com en P. pungens, els valors són més alts en 

els tractaments LL (0.051 ± 0.019 µgChl·mL-1 i 0.028 ± 0.001 µgChl·mL-1, respectivament).  

 
TAULA 5. Màxima biomassa dels cultius d’Alexandrium minutum i Pseudo-nitzschia pungens, un cop assolida la seva fase 
estacionària. S’utilitzen tres paràmetres diferents per caracteritzar la biomassa: concentració cel·lular, concentració de clorofil·la i 
biovolum dels cultius exposats a alta i baixa intensitat lumínica. Les dades de concentració cel·lular de P.pungens, de concentració 
clorofil·la i de biovolum d’A.minutum han estat facilitades per la Mireia L. Artigas. 

  Màxima biomassa 
  Cèl·lules 

(Cels·mL-1) 
Clorofil·la 

(µgChl·mL-1) 
Biovolum 
(µm3·mL-1) 

A. minutum HL 11723 ± 6548 0.021 ± 0.012 1.54 x 107 , 2.97 x 107 
 LL 9696 ± 2910 0.051 ± 0.019 4.73 x 107 

P. pungens HL 7100 ± 534 0.012 ± 0.001 5.76 x 106 
 LL 8519 ± 394 0.028 ± 0.001 7.32 x 106 

 

Els biovolums calculats pels cultius mostren algunes diferències entre HL i LL tant en A. minutum 

com en P. pungens. En P. pungens els biovolums cel·lulars són molt semblants en els tractaments 

HL i LL (FIG. 19B), per tant les diferències en el biovolum dels cultius ve donada per la variabilitat 

TAULA 4. Taxes de creixement calculades en els cultius d’A.minutum i 
P.pungens exposats a alta (HL) i baixa (LL) intensitat lumínica. µ, és la taxa de 
creixement exponencial, K2,  la taxa de duplicació i tD, el temps de duplicació. Les 
dades de Pseudo-nitzschia pungens han estat facilitades per la Mireia L. Artigas. 

  µ 
(dia-1) 

K2 
(divisions·dia-1) 

tD 
(dies) 

A. minutum HL 0.58 0.84 1.20 
 LL 0.46 0.66 1.51 
P. pungens HL 1.75 2.53 0.40 
 LL 1.25 1.81 0.55 

FIG. 18.	
  Percentatge de quists ecdisals calculats en els recomptes 
dels cultius d’A.minutum exposats a alta (HL) i baixa (LL) 
intensitat lumínica. 
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en les concentracions cel·lulars. En A. minutum la divergència entre HL i LL és més difícil 

d'interpretar ja que en els tractaments HL es van detectar des del primer dia del cultiu dues 

poblacions de mides diferenciades que es van mantenir fins al final de les incubacions (FIG. 19A). 

Les cèl·lules de la població gran presentaven un biovolum al voltant dels 6000 µm3, les de mida 

petita d'aproximadament 2500 µm3 (a partir de les dades amb Coulter Counter de la Mireia L. 

Artigas).  

 

  
A B 

FIG. 19.	
  Biovolums cel·lulars dels cultius exposats a alta (HL) i baixa (LL) intensitat de llum. A) D’A.minutum calculats amb el Coulter Counter, B) 
de Pseudo-nitzschia pungens calculades a partir de les fotografies i l’anàlisi d’imatge descrit a la metodologia. Per Alexandrium minutum HL Gran, 
correspon a la població de mida gran detectada i HL Petita, a la població de mida petita. 

 

Les concentracions bacterianes obtingudes pels cultius d'A. minutum i P. pungens es mostren a la 

(FIG. 20). En tots dos s'observa força variabilitat i les diferències entre HL i LL són poc evidents. En 

els cultius d'A. minutum s'ha detectat una abundància bacteriana molt per sobre de la que s'ha trobat 

en els cultius de P. pungens. 

 

  
A B 

FIG. 20.	
  Concentracions de bacteris totals en escala logarítmica detectades als cultius exposats a alta (HL) i baixa (LL) intensitat de llum. A) Cultius 
d’Alexandrium minutum, B) Cultius de Pseudo-nitzschia pungens. 
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Les taxes de creixement de la població bacteriana dels cultius, segons si es tracta de bacteris 

HighDNA o LowDNA, no presenten grans diferències entre HL i LL (TAULA 6). En A. minutum si 

que sembla però, que el creixement dels bacteris HighDNA es vegi més afavorit sota condicions LL. 

Quan es considera el total de la població bacteriana no hi ha evidències que els bacteris en A. 

minutum creixin més de pressa en LL, però si que es veu un creixement bacterià més accelerat en els 

cultius HL de P. pungens respecte els LL (1.71 dia-1 i 0.74 dia-1, respectivament). En P. pungens 

també s'observa que els bacteris HighDNA presenten taxes superiors de creixement que els 

LowDNA. Donada la gran variabilitat observada en les concentracions bacterianes detectades amb el 

citòmetre de flux, les taxes de creixement s'han de considerar amb cautela. 

El percentatge de bacteris HighDNA en A. 

minutum (FIG. 21A) tendeix a incrementar 

cap al final dels cultius, tant en HL com en 

LL, però en general els cultius estan dominats 

per bacteris LowDNA durant tot el període 

d'incubació. En els cultius de P. pungens 

(FIG. 21B), tant en HL com en LL, el % 

HighDNA és molt elevat el primer dia i 

després va disminuint gradualment. Tot i això, la presència de bacteris HighDNA en P. pungens 

supera en percentatge els HighDNA d'A. minutum. En els tractaments LL de tots dos cultius sembla 

que el % HighDNA és lleugerament superior que el calculat en HL. 

 

  
A B 

FIG. 21.	
  Percentatge de bacteris HighDNA presents en els cultius exposats a alta (HL) i baixa (LL) intensitat lumínica. A) Alexandrium minutum i B) 
Pseudo-nitzschia pungens. 

 

 

  

TAULA 6. Taxes de creixement pels bacteris LowDNA, HighDNA i el 
total de la població bacteriana, en els cultius d’Alexandrium minutum i 
Pseudo-nitzschia pungens exposats a alta (HL) i baixa (LL) intensitat de 
llum. 

  µ (dia-1) 
  LowDNA HighDNA TOTALS 

A. minutum HL 0.51 0.25 0.47 
 LL 0.51 0.68 0.51 
P. pungens HL 1.88 3.77 1.71 
 LL 1.77 3.93 0.74 
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4.4. DISCUSSIÓ 

La variabilitat observada en les concentracions cel·lulars d'A. minutum entre les rèpliques d’un 

mateix tractament (FIG.17) pot ser deguda a un error metodològic. Considerant el disseny 

experimental, el més probable és que la mostra d’aigua assignada als recomptes fos massa petita 

(<10 mL) i per tant no fos prou representativa del cultiu. Cal tenir present que les cèl·lules d’A. 

minutum neden i les de P. pungens sedimenten. L’agitació moderada pot no haver estat suficient per 

a garantir sempre mostres representatives. Tot i que es pot determinar que tant els cultius HL com els 

LL arriben a la seva fase estacionària el sisè dia del cultiu (FIG. 17), s'observa posteriorment que les 

cèl·lules continuen dividint-se i la població creix. L’error en les estimacions cel·lulars poden haver 

afectat la determinació de les seves taxes de creixement, però els coeficients de regressió de les 

rectes que es corresponen amb la fase exponencial són alts (0.99 per a HL i 0.95 per a LL). Es 

considera per tant, que l‘exposició a diferent intensitat de llum no va comportar diferències 

significatives en la taxa de creixement d’A. minutum. En canvi, els cultius de P.pungens presenten 

unes taxes de creixement més altes si han estat exposades a HL. Això reflectiria el diferent 

metabolisme fotosintètic d’ambdues espècies. 

Els recomptes de quists d’ecdisi d'A. minutum podrien estar subestimats degut a que alguns dels 

quists presenten una teca molt semblant a la de les cèl·lules vegetatives amb flagel (Bravo 2010) i 

per tant es poden tenyir amb Calcofluor. La identificació de les cèl·lules amb el microscopi a pocs 

augments també dificulta el reconeixement ja que no s'arriben a veure la membrana o el citoplasma, 

ni tampoc els flagels que sovint es perden amb la fixació, trets que podrien ajudar a una 

caracterització més precisa observats sota un augment de 400X. Tot i això, amb els baixos 

percentatges de quists obtinguts (<1%) (FIG. 18) no s'espera que una millor identificació hagués 

incrementat de manera important la seva presència. Sovint es formen quists ecdisals en la fase 

estacionaria dels cultius o en cultius estressats (p.e. els que creixen en condicions d'intensitat de llum 

molt alta o baixa, temperatures subòptimes o limitació de nutrients) (Andersen 2005). Podem 

concloure que els diferents tractaments no van afectar la producció de quists d’ecdisi de manera 

significativa. Això a més indica que la manipulació dels cultius no ha provocat unes condicions 

d'estrès addicionals als tractaments. 

En els càlculs de màxima biomassa només s'observen diferències rellevants entre HL i LL quan 

s'utilitza com a paràmetre la concentració de clorofil·la dels cultius (TAULA 5), que presenta valors 

més elevats sota condicions de LL, tant en A. minutum com en P. pungens. Aquesta observació 

s'explica per l'adaptació cromàtica de les cèl·lules fitoplanctòniques a les baixes intensitats 

lumíniques, ja que un increment de la concentració de clorofil·la els permet captar més llum i 

augmentar l'acció fotosintètica. 
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Els Coulter Counters tendeixen a subestimar el volum cel·lular i la magnitud està afectada per la 

mida de la cèl·lula (Wheeler 1999). Però els biovolums calculats per A. minutum utilitzant aquest 

mètode, han permès la detecció de les dues subpoblacions en els cultius HL. La presència d’aquestes 

dues poblacions ha dificultat la comparació amb els cultius LL, però aquest tipus de distribucions 

biomodals són freqüents en els dinoflagel·lats, tant en condicions naturals com en cultius de 

laboratori (E. Berdalet, comunicació personal). En els càlculs dels biovolums de P. pungens tampoc 

s'han observat grans diferències entre HL i LL (TAULA 5). Cal dir però, que tot i que el biovolum 

cel·lular és un paràmetre interessant d'estudiar, actualment les formes geomètriques que es proposen 

per al seu càlcul encara no estan estandaritzades (Vadrucci et al. 2007). La forma geomètrica 

assignada a Pseudo-nitzschia pungens varia segons els autors. Hillebrand et al. (1999), Sun & Liu 

(2003) i Vadrucci et al. (2007) consideren que s'aproxima més a la forma de prisma amb base de 

paral·lelogram que s'ha utilitzat en aquesta memòria. Olenina et al. (2006) li assigna una forma 

paral·lelepípede - 20%, mentre que Maldonado et al. (2002) ho fa de caixa rectangular amb dos 

prismes trapezoidals. Els càlculs divergeixen molt segons la forma assignada. Cal tenir present que 

en les diatomees no tots els eixos de la cèl·lula es redueixen en la mateixa proporció i la forma de la 

cèl·lula és diferent durant el seu cicle cel·lular (Hillebrand et al. 1999), de manera que sovint cal 

assignar diferents formes geomètriques a les cèl·lules. També el fet de mesurar la tercera dimensió 

(el gruix de la cèl·lula) en cèl·lules radialment asimètriques sovint és un problema amb microscopia. 

Quan sigui possible, es suggereix de mesurar-la directament (Hillebrand et al. 1999, Vadrucci et al. 

2007). Tot i que varis autors han suggerit algunes solucions al problema de la "dimensió amagada", 

el tema està subjecte a molta discussió perquè cap de les solucions proposades són capaces de donar 

més que una aproximació del gruix (Vadrucci et al. 2007). L'aproximació que s'ha fet en aquesta 

memòria per a Pseudo-nitzschia pungens pot ser discutible tenint en compte que el gruix que se li ha 

assignat (c = 4) és el promig dels càlculs realitzats únicament en 4 cèl·lules de la diatomea segons 

Olenina et al. (2006). Tot i això, els biovolums cel·lulars obtinguts són molt similars als calculats per 

Maldonado et al. (2002) (705 ± 98 µm3) i al d'una de les cèl·lules mesurades per Olenina et al. (2006) 

(792  µm3). 

Les concentracions de bacteris determinades utilitzant citometria de flux també han presentat 

molta variabilitat en el temps (FIG. 20) i han dificultat la precisió dels càlculs de les taxes de 

creixement. Això pot ser degut a un error metodològic i també al fet que el processat de les mostres 

es va realitzar amb dos citòmetres diferents. El flux de pas de les partícul·les és particular per cada 

aparell i s’ha mostrat molt variable, de manera que tot i les calibracions, ha introduït un biaix en les 

dades. Per altra banda cal considerar també que al haver-hi una continuitat entre fragments de 

cèl·lules sense DNA i cèl·lules mortes recentment encara amb grans quantitats de DNA, la separació 
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de bacteris LowDNA del soroll al gràfic SSC vs. FL1 de vegades pot ser problemàtica (Gasol et al. 

1999). Les taxes de creixement més altes que presenten els bacteris HighDNA en els cultius de P. 

pungens respecte els LowDNA són coherents amb la major activitat específica detectada en els 

bacteris HighDNA (Gasol et al. 2000). 

S'ha trobat més abundància bacteriana en els cultius d'A. minutum, però el fet que els bacteris 

HighDNA presentessin unes taxes de creixement més altes en els cultius de P. pungens podria estar 

relacionat amb els exopolímers (TEP) que segreguen les diatomees, que solen ser més enganxosos i 

fractals que els excretats per la resta de fitoplàncton (Passow & Alldredge 1994). Els TEP podrien 

haver afavorit l'activitat dels bacteris, tot i que aquesta suposició s'hauria d'estudiar en profunditat ja 

que els TEP no són sempre la font d'energia predilecta que promou el seu creixement i no existeix 

una relació simple entre els TEP i l'abundància bacteriana (Passow & Alldredge 1994). 

 

5. CONCLUSIONS 

L'estructura física de la columna d'aigua és fonamental per als organismes fitoplanctònics ja que 

condiciona de manera decisiva l'entorn en el qual hauran de sobreviure. Una columna ben barrejada 

pot permetre que les espècies que tendeixen a sedimentar tinguin accés a condicions favorables 

(quant a disponibilitat de llum i nutrients) per al creixement. Segons els perfils realitzats a la badia 

dels Alfacs, aquesta situació s'hauria donat el mes de març, moment en què els organismes del 

fitoplàncton es troben més homogèniament distribuïts a la columna d'aigua, sense limitació de 

nutrients ni de llum. Al maig, amb la columna d'aigua més estratificada, hi ha més concentració 

fitoplanctònica en profunditat, on inevitablement van a parar els organismes quan sedimenten. En 

aquesta situació la principal limitació pel creixement del fitoplàncton és la llum, no només per la 

profunditat on es troben els organismes, sinó també per la densitat de cèl·lules que s'hi concentra, 

que pot incrementar considerablement el coeficient d'extinció de la llum. La condició d'estabilitat 

afavoreix per tant, les espècies que poden nedar. Com que la badia dels Alfacs (si més no durant el 

nostre periode mostrejat) no es troba massa limitada per nutrients, el factor llum és interessant de 

considerar. Els experiments duts a terme al laboratori ens ajuden a entendre com responen els 

organismes a les diferents intensitats lumíniques que poden trobar-se en condicions naurals. 

Sota dues intensitats de llum, alta i baixa, les principals diferències observades en la resposta 

fisiològica tant del dinoflagel·lat Alexandrium minutum com de la diatomea Pseudo-nitzschia 

pungens, recauen en les concentracions de clorofil·la detectades en els cultius. Totes dues espècies 

presenten nivells de clorofil·la més alts quan les condicions de llum disminueixen, afavorint així el 

màxim aprofitament d'irradiació. De totes maneres, el fet que les seves taxes de creixement i les 

biomasses són similars en intensitats diferents, indica que els rangs lumínics als quals es van 



30	
  
	
  

sotmetre els cultius no eren massa extrems. El que significaria que ambdues espècies estan adaptades 

a la variabilitat de la llum en el rang experimental. Es dóna la circumstància que en el mes de març, 

en superfície es van enregistrar amb un radiòmetre 500 µmol·m-2s-1 i a 5.5m de profunditat 

70µmol·m-2s-1. De manera que dins la mateixa columna d'aigua, el mateix dia es pot trobar en 

diferents profunditats un rang de llum tant ampli com el que es va determinar en els experiments 

(350µmol·m-2s-1 i 75µmol·m-2s-1). Sembla doncs, que les cèl·lules podien créixer bé sota un ampli 

rang d’intensitats lumíniques. Aquest tipus d'experiments al laboratori ens poden ajudar a deduir 

quina espècie o grup fitoplanctònic pot sortir afavorit sota exposicions de més o menys llum, ja que 

les adaptacions fisiològiques de les espècies són clau per garantir la seva supervivència. Una taxa de 

creixement més lenta, al laboratori tan sols significa un retard de dies per assolir la màxima població, 

però a la natura pot significar el no aprofitament d’un pols de nutrients o la pèrdua de competència 

davant d’altres espècies. Pels resultats obtinguts, sembla que la diatomea presenta més adaptacions 

que el dinoflagel·lat ja que les seves taxes de creixement són més altes en les intensitats de llum 

estudiades. El dinoflagel·lat presentaria una àmplia tolerància a diferents rangs de llum i una menor 

eficiència que la diatomea en aprofitar la llum, que es pot traduir en un creixement més lent. Per 

veure si la resposta fisiològica de les espècies estudiades es modifica més profundament en 

condicions de llum més extremes, caldria repetir l'experiment amb una major amplitud en els rangs 

de llum, que aquesta vegada per limitacions experimentals no va poder realitzar-se. 

Tot i que els bacteris es van analitzar per precisar el càlcul de carboni orgànic del cultiu, els 

resultats obtinguts donen informació interessant sobre el seu comportament en un cultiu. Els bacteris 

s'alimenten de matèria orgànica i el fet que se'n trobi una major abundància i/o una major activitat en 

els cultius de les diatomees fa pensar que els exopolímers excretats per aquestes últimes podrien 

jugar un paper important en el creixxement bacterià. 

A partir d'aquestes observacions que s'han comentat anteriorment, només queda remarcar la 

importància de relacionar els paràmetres fisicoquímics amb els biològics per poder aprofundir en el 

coneixement de la dinàmica de les poblacions fitoplanctòniques. Des d'aquesta perspectiva, també és 

interessant realitzar un mostreig en continu al llarg de la successió primaveral, així com al llarg de 

l'any per poder tenir un seguiment de la població del fitoplàncton. I promoure els estudis en aquest 

àmbit per tal d'acotar quins són els factors decisius que promouen la proliferació de les espècies 

fitoplanctòniques, especialment les nocives. Tot plegat per poder crear un model que permeti predir 

els episodis de floracions algals nocives i poder millorar-ne la seva gestió. 
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6. VALORACIÓ PERSONAL D'APROFITAMENT 

Valoro molt positivament les pràctiques realitzades, d’una banda per haver pogut disposar dels 

recursos que ofereix l’ICM, i de l’altra, perquè penso que l’orientació rebuda per part de l’Elisa, la 

Mireia i la Norma m’ha permès conèixer en tot moment què i perquè s’estan fent les coses d’una 

determinada manera. Penso que m’enduc un bon aprenentatge i que els objectius de les pràctiques 

s’han acomplert. A nivell més general, penso que part de l’aprenentatge més pràctic es pot il·lustrar 

amb tres aptituds importants: 

-La organització és fonamental. Tant en el mostreig de camp com al laboratori, cal dissenyar un 

protocol que optimitzi el temps que s’inverteix i preparar conscientment tot el material que es pugui 

necessitar tant en el moment de recollir les mostres com en el de processar-les. La planificació ha de 

contemplar què cal fer, què és factible fer i quina és la millor manera de fer-ho. També ha de tenir 

previsió dels contratemps que puguin sorgir. 

-La capacitat d’adaptació és obligatòria. La ciència no és perfecte i per més imprevistos que es 

puguin preveure, en el mostreig in situ intervenen molts factors que poden alterar la planificació, 

especialment els contratemps meteorològics o el mal funcionament d’un instrument que no es pot 

substituir. En el laboratori també poden sorgir dificultats que amb paciència, sovint es poden 

solventar.  

-Un criteri i una manera rutinària de funcionar és imprescindible. Perquè els anàlisis siguin 

comparables cal establir clarament com es prenen les decisions i anotar sempre comentaris quan 

s’alteri el protocol. Amb el gran volum de dades que s’acaben recopilant és important poder recórrer 

a informació rellevant que pot ser necessària per interpretar els resultats. 
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8. ANNEXOS 

8.1. Dades enregistrades pel CTD el dia 22 de març a les 09:56h. (A) Dades originals sense 

seleccionar, (B) dades seleccionades utilitzant els criteris descrits en la present memòria (3.2.2. a 

Processat de dades). De les 192 dades originals se n'utilitzen 52 per a la representació final del 

perfil. 

  
A B 

8.2. Mesures amb el fluoròmetre corresponents a les mostres de Chl Total del perfil del mes de maig. 

DATA, correspon al dia en què es van prendre les mostres. SAMPLE, indica que són mostres de 

perfil (raft), la profunditat, i que corresponen a la clorofil·la total. VOLUME, és el volum d'aigua de 

mar filtrada. ACETON, és el volum de l'extracte de clorofil·la. MAGNI 1 i MAGNI 2, són les 

magnituds en les que s'ha fet la lectura al fluoròmetre. SCALE, és l'escala utilitzada en l'anàlisi i el 

resultat de multiplicar les dues magnituds de lectura. READ, és la lectura de fluorescència abans de 

l'acidificació. HCl READ, és la lectura de fluorescència després d'acidificar la mostra. BLANC, és la 

lectura del fluoròmetre (en la mateixa escala en la que es faran les mesures) amb acetona al 90% en 

una cubeta neta (generalment establert a 0). CALIB FACTOR, correspon al factor de calibració del 

fluoròmetre. DILUTION, és la dilució efectuada en cas que hagi estat necessària perquè la lectura no 

fos possible a cap de les escales del fluoròmetre. S'inclouen a la taula, els resultats obtinguts de 

concentració de clorofil·la en µg·L-1 (CHLORO) i els de concentració de feopigments en µg·L-1 

(CHLORO HCl), calculats segons l'equació: 

µg·L-1 = [ ( fluorescència - blanc ) / escala ] * factor * [ extracte (mL) / filtrat (L) ] 

on en la fluorescència s'anota el valor obtingut de la lectura abans d'acidificar per obtenir la 

concentració de clorofil·la, o bé el valor de la lectura després d'acidificar per obtenir la concentració 

de feopigments. 
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8.3. Càlculs realitzats a partir de les lectures obtingudes amb el fluoròmetre, corresponents a les 

mostres de clorofil·la total de l'experiment de dilució del mes de maig. Els resultats que es mostren 

s'han obtingut aplicant les fórmules (2):(8) descrites en la present memòria (3.2.3. a Processat de 

dades), amb l'objectiu d'obtenir les taxes dels processos fisiològics fonamentals del fitoplàncton que 

ens ajudaran a caracteritzar l'estructura funcional de l'ecosistema de la badia dels Alfacs. El gràfic 

que es correspon a aquesta taula és la FIG. 10B. de la memòria (3.3. Resultats). 

 

Mostra P0 P24 T (days) Apparent Growth (K) Fraction unfiltered (D) Mitjana Apparent Growth 

0 (a/n) 0.10 0.06 1 -0.47 0.00  

20 0.15 1.93 1 2.58 0.20 2.51 

20 0.15 1.69 1 2.45 0.20  

40 0.58 2.33 1 1.39 0.40 1.63 

40 0.58 3.72 1 1.86 0.40  

60 1.27 5.15 1 1.40 0.60 1.28 

60 1.27 4.02 1 1.15 0.60  

80 2.47 6.69 1 1.00 0.80 1.02 

80 2.47 6.99 1 1.04 0.80  

100 3.71 7.92 1 0.76 1.00 0.72 

100 3.71 7.31 1 0.68 1.00  

C (s/n) 3.37 6.70 1 0.69 1.00 0.73 

C (s/n) 3.37 7.31 1 0.77 1.00  

 

Amb les mitjanes del creixement aparent fem el gràfic de dilució per poder calcular: 

Intercept 2.69 u(n) = K(max) = Taxa de creixement intrínseca dels tractaments amb nutrients i sense predadors 

Slope 2.10 m = g(+) = Taxa de mortalitat per herbivoria. Com que és linial g(+) = g(in situ) 

u 2.83 u(0) = K(in situ) = Taxa de creixement intrínseca dels tractaments sense nutrients 

N = u(0)/u(n) = 1.05 Limitació per nutrients, quant tendeix a 1 no limitada, quan tendeix a 0 limitada per nutrients 

K 0.72 Taxa de creixement aparent en ampolles no diluides amb nutrients (a/n) (promig de les mostres 100) 

K(0) 0.73 Taxa de creixement aparent en ampolles no diluides sense nutrients (s/n) (promig de les mostres C) 

Im = m/u(0) = 0.74 Índex de mortalitat per depredació ~75% de la PP és consumida i passa a la xarxa tròfica 

 

  

Chl Total 
DATE SAMPLE VOLUME ACETON MAGNI 

1 
MAGNI 

2 
SCALE READ HCl 

READ 
BLANC CALIB 

FACTOR 
DILUTION CHLORO CHLORO 

HCl 

11.5.11 R 0.5 tot 60 6 100 3.16 316 3.3 1.6 0 0.1523 1 0.159047 0.077114 

11.5.11	
   R 1.5 tot 60 6 1 31.6 31.6 3.0 1.2 0 0.1523 1 1.445886 0.578354 

11.5.11	
   R 2.5 tot 60 6 1 31.6 31.6 3.2 1.4 0 0.1523 1 1.542278 0.674747 

11.5.11	
   R 3.5 tot 60 6 1 31.6 31.6 4.0 1.8 0 0.1523 1 1.927848 0.867532 

11.5.11	
   R 4.5 tot 60 6 1 10 10 4.3 1.8 0 0.1523 1 6.548900 2.741400 
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8.4. Successió de passos seguits per a calcular la taxa de creixement µ (dia-1), la taxa de duplicació 

K2 (divisions·dia-1) i el temps de duplicació tD (dies) del cultiu d'Alexandrium minutum sota 

condicions d’alta intensitat de llum (segons el mètode de Guillard 1973). 

  
A B 

Primer es representa gràficament el promig dels recomptes cel·lulars de les tres rèpliques 

analitzades per cada dia del cultiu vs. el dia del cultiu (A). Després es transforma l'eix Y del gràfic en 

escala logarítmica i s'obté el gràfic (B). En aquest segon gràfic es decideix quina és la fase 

exponencial del cultiu. Es considera que no hi ha fase de latència i que el creixement exponencial es 

dóna entre el dia 0 i 6 del cultiu. 

 

 

 dia cel·mL-1 ln (cel·mL-1)  
0 558 6,32370164 

1 626 6,43915257 

2 1222 7,10852201 

3 1678 7,42546079 

4 3521 8,16656348 

5 6535 8,78485111 

6 11130 9,31739468 

 

C D 

Després es transformen les concentracions cel·lulars de l'etapa de creixement exponencial amb el 

logaritme neperià (C), i amb aquests nous valors es representa el gràfic ln (cels·mL-1) vs. dies de 

cultiu (D). S'ajusta la recta de regressió i a partir del pendent que se'n obté ja es poden conèixer les 

taxes de creixement i duplicació aplicant les funcions: 

µ = pendent 0.6211 dia-1 
K2 = µ / ln (2) 0.8961 divisions·dia-1 
tD = 1/ K2 1.1160 dies 
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8.6. Algunes imatges de Pseudo-nitzschia pungens per representar les condicions que s'han tingut en 
compte alhora de prendre les mesures de longitud i amplada de les cèl·lules. En cap de les mostres es 
pot calcular la "dimensió amagada" del gruix. A) cadena de cèl·lules, B) una diatomea sola, C) 
cadena de cèl·lules amb una diatomea engruixida on es veu una línia clara que travessa 
longitudinalment la valva, i D) cadena de cèl·lules on es veu l’última diatomea engruixida i a punt de 
dividir-se, i les altres dividint-se clarament (els extrems de les cèl·lules estan separats). Fotos: Mireia 
L. Artigas. 

 

  
A B 

  
C D 
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8.5. Imatge del citòmetre de flux (A) i l’ordinador (B) utilitzats per processar la meitat de les mostres 

dels cultius d’Alexandrium minutum i Pseudo-nitzschia pungens per estimar-ne l’abundància 

bacteriana. C) Esquema de funcionament del citòmetre de flux. Imatge: www.ncipd.org. 

 

 

 

A 

 
B C 

 

El sistema utilitza la pressió per forçar el pas de la mostra per un punt molt estret sobre el qual es 

concentra el feix de llum del làser. En els citòmetres de l'ICM s'utilitza habitualment el làser blau 

(488nm). Al passar per davant del feix, les partícules dispersen la llum i amb l'excitació làser emeten 

fluorescència. Els fluorocroms utilitzats per tenyir les cèl·lules s'han d'excitar a la longitud d'ona a la 

que emet el làser. Aquestes pulsacions de llum són recollides pels fotomultiplicadors i es tradueixen 

en senyals digitals que són processades per un ordinador. El procediment és ràpid ja que pel sistema 

poden circular milers de partícules per minut. Quan una partícula passa per davant el feix d'excitació, 

pot reflectir o bé refractar la llum. A la majoria de citòmetres, els detectors de dispersió de llum es 

troben a 180º (dispersió frontal o FSC) i a 90º (dispersió lateral o SSC) respecte el feix de llum. Els 

tubs fotomultiplicadors d'alta sensibilitat poden mesurar i amplificar la breu pulsació emesa per la 

cèl·lula. Quan la cèl·lula passa per davant el feix de llum, una lent recull la llum emesa i la fa passar 

per una sèrie de filtres que eliminen la llum d'excitació perquè es reculli únicament la llum d'emissió. 

L'equipament amb diversos fotomultiplicadors permet recollir més rangs de longitud d'ona emesa. 




